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RESUMO

NEVES, Camila Teixeira da Motta. Avaliacdo da producao de biodiesel a partir de uma
mistura de 6leos usando a Novozyme 435 como catalisador. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica, Tecnologia Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

O estudo a respeito da producdo de biocombustiveis esta motivado no crescente aumento da
demanda energética assim como na preocupagdo ambiental. O biodiesel tem mostrado grande
potencial para substituicdo ao 6leo diesel, devido sua facilidade de producédo e variedade de
matérias primas disponiveis mundialmente. Dentre as possiveis rotas para a producdo de
biodiesel, tém-se a catalise enzimética que, apesar do custo elevado do biocatalisador, tem como
vantagens a geragdao de produtos com maior pureza, poder de reutilizacéo e possibilidade do
uso de matérias primas de baixa qualidade, tornando possivel a utilizacdo de diferentes
misturas, minimizando os custos de producdo. Diante disso, este trabalho visou estudar a
producdo de biodiesel a partir de uma mistura de 6leo de soja e 6leo de fritura, usando a lipase
comercial Novozyme 435 como biocatalisador. Para isso, foi avaliada a influéncia do teor de
lipase adicionado ao meio (variando de 5 a 20%), do teor de 6leo de fritura na mistura (variando
de 0 a 100%) e do tempo de reacdo (variando de 4 a 10 h) na conversdo em ésteres no produto.
Os resultados obtidos mostraram que a Novozyme 435 foi capaz de alcancar elevadas
conversdes para a reacdo. Verificou-se uma conversdo maxima de 98,05% utilizando uma razéo
molar de metanol para 6leo de 3:1, 12,5% de lipase, uma mistura contendo 50% de 6leo de
fritura, 10 h de reacdo a 40 °C. O teor de lipase foi o fator que apresentou maior influéncia na
conversdo e, para concentracdes acima de 13% de lipase no meio, a caracteristica da mistura de
6leos ndo influenciava na variavel dependente. Desta forma, foi possivel obter altas conversdes
mesmo utilizando altos teores de 6leo de fritura na mistura. Estudou-se também a estabilidade
operacional da Novozyme 435 no meio e observou-se que esta foi capaz de manter 94% de sua
atividade ap6s 5 ciclos de utilizacdo. Posteriormente, foi realizada a modelagem cinética da
reacdao. Dois modelos cinéticos foram propostos, o da Lei das Poténcias e de Eley-Rideal, e
ambos correlacionaram bem os dados experimentais.

Palavras-Chave: lipase, biodiesel, planejamento experimental, modelagem cinética



ABSTRACT

NEVES, Camila Teixeira da Motta. Evaluation of biodiesel production from an oil mixture
using Novozym 435 as catalyst. Dissertation (Master in Chemical Engineering, Chemical
Technology). Technology Institute, Chemical Engineering Department, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

The increasing on energy demand as well as environmental concern still motivates the study on
biofuels production. Biodiesel has shown great potential for substitution of diesel, due to its
ease of production and to the variety of raw materials available worldwide. Among the possible
routes for the production of biodiesel, there is enzymatic transesterification that, despite the
high cost of the biocatalyst, has the advantage of generating products with higher purity, its
reusability and it also allows the use of low quality raw materials. This makes it possible to use
a mixture of different raw materials in order to minimize production costs. Therefore, this study
aimed to study the production of biodiesel from a mixture of soybean oil and frying oil, using
the commercial lipase Novozyme 435 as a biocatalyst. For this, the influence of the lipase
dosage (varying from 5 to 20%), the frying oil content in the mixture (varying from 0 to 100%)
and the reaction time (varying from 4 to 10 h) on the methyl ester yield. The results obtained
showed that Novozyme 435 was able to achieve high yields for the reaction. A maximum yield
of 98.05% was obtained using a methanol to oil molar ratio of 3:1, 12.5% lipase, a mixture
containing 50% frying oil, and 10 h of time reaction at 40 ° C. The lipase content was the factor
that showed the greatest influence on the yield and, for lipase dosage above 13%, the oil blend
characteristic does not influence the dependent variable. Therefore, it is possible to obtain high
yields even using high contents of frying oil in the mixture. The operational stability of
Novozyme 435 was also studied in the medium and it was observed that the lipase was able to
maintain 94% of its activity after 5 cycles of reuse. Subsequently, the kinetic modeling of the
reaction was performed. Two kinetic models were proposed, the Power Law and Eley-Rideal
mechanism, and both correlated well the experimental data.

Keywords: lipase, biodiesel, experimental design, kinetic modeling
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1 INTRODUCAO

O setor energético € um dos principais propulsores da economia de uma nacgao. Porém,
problemas como a preocupacao ambiental relacionada a emisséo de gases poluentes, 0 aumento
do preco dos combustiveis fosseis e a concentracdo das reservas de petréleo em algumas
determinadas regides fazem com que seja necessario buscar fontes alternativas de energia, de
forma a aumentar a seguranca energética e o desenvolvimento econémico.

Além disso, o desenvolvimento econémico e tecnoldgico associado ao crescimento
populacional leva a uma maior demanda energética. De acordo com o Relatério Internacional
de Energia (EIA, 2017), prevé-se um aumento de 28% no consumo energético mundial entre
0s anos de 2015 e 2040, sendo o setor de transportes o segundo maior no consumo energético
mundial.

Hoje, a maior parte da energia produzida e utilizada no mundo é proveniente dos
combustiveis fosseis. Porém, a conscientizacdo a respeito dos danos ambientais causados pelas
emissdes de gases poluentes devido a utilizacdo de combustiveis fdsseis leva a uma
intensificacdo da busca por combustiveis provenientes de fontes de energia renovaveis e menos
poluentes. No Brasil, esta preocupacao se acentua visto que o setor de transporte € responsavel
por 48% das emissdes de gases poluentes (SEEG, 2017).

De acordo com o Balango Energético Nacional (BEN, 2018), a fonte de energia mais
consumida no setor de transporte brasileiro é o 6leo diesel, sequido da gasolina. Visto esse
contexto, o biodiesel surge com uma alternativa promissora ao 6leo diesel, j& que é um
combustivel proveniente de fonte renovavel, é biodegradavel e com baixa emissdo de gases
poluentes. A tudo isso acrescenta-se o alto consumo de diesel no pais, que mostra o potencial
do mercado para a insercdo deste biocombustivel.

Além das vantagens ja citadas, o biodiesel pode ser utilizado em motores a diesel sem
que sejam necessarias modificagdes, possui uma maior eficiéncia de combustdo e emite menos
material particulado durante esse processo, € menos toxico, € ndo inflamavel e pode ser
produzido a partir de uma grande gama de matérias primas. Porém, como desvantagem tem-se
maiores emissdes de 6xidos de nitrogénio, alta viscosidade que pode gerar entupimento em
filtros, linhas e injetores e maior suscetibilidade a degradacdo se armazenado por longos
periodos.

Atualmente, o Brasil ja é o segundo maior produtor de biodiesel e, além das vantagens
ambientais, 0 aumento da producéo e consumo de biodiesel tem como vantagens, econémicas
e sociais, a diminuicdo da necessidade de importacgdo de diesel e o incentivo a economia local,
gerando empregos no setor primario.

O biodiesel é produzido, principalmente, a partir de éleos vegetais e gorduras animais. O
principal processo de producéo € a reacdo de transesterificacdo do material graxo com um alcool
de cadeia curta na presenca de um catalisador homogéneo bésico. Porém, devido a problemas
associados a utilizagdo de catalisadores quimicos, cresce o interesse pela utilizacdo de
biocatalisadores como uma opg¢éo menos agressiva ao meio ambiente para essa producao e que
gere produtos de maior pureza.

Portanto, este trabalho tem como principais objetivos avaliar tecnicamente o uso de lipase
como biocatalisador e a influéncia das principais varidveis do processo na reagdo de
transesterificacdo enzimatica utilizando a mistura de 6leo de soja e 6leo de fritura como matéria
prima, fazendo o estudo cinético da reacdo e analisando a possibilidade de recuperagdo e
reutilizacé@o do biocatalisador.

Diante disso, esta dissertacdo é apresentada em seis capitulos. O segundo capitulo trata
da revisdo da literatura sobre o biodiesel, as matérias primas, métodos de obtencédo e sobre os
biocatalisadores. No terceiro capitulo apresenta-se os modelos cinéticos aplicados a esta

1



dissertacdo, além dos trabalhos que ja envolveram o uso desses modelos e seus principais
resultados. O quarto capitulo aborda os materiais e métodos utilizados ao longo da dissertacao
e no quinto, sdo apresentados e analisados 0s resultados obtidos para 0s varios experimentos
realizados e discussdes acerca da metodologia estudada. Por fim, no sexto capitulo tem-se as
conclusdes e sugestbes para trabalhos futuros seguindo a mesma linha de pesquisa.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo de revisdo bibliografica sera apresentado um breve contexto histérico
sobre o biodiesel, uma contextualizacao sobre o cenario atual, as matérias primas e 0s principais
processos de producdo. Além disso, destaca-se 0 uso de biocatalisadores na producdo de
biodiesel. Em seguida, € apresentada uma revisao enfatizando o uso de uma lipase comercial, a
Novozyme 435, e os estudos utilizando misturas de 6leo, como matéria prima.

2.1 Biodiesel

Rudolf Diesel, o inventor do motor a diesel em 1893, utilizou 6leo de amendoim como
combustivel para o primeiro teste do seu principal modelo. Desde 1900 sdo reportados estudos
utilizando 6leos vegetais como combustivel para motores diesel até que o combustivel féssil,
diesel, substituiu completamente o uso de dleos vegetais visto que eram mais baratos, mais
disponiveis e possuiam subsidios dos governos (LIN et al., 2011). Além disso, esses estudos
mostraram que a alta viscosidade desses 0leos poderia levar a problemas operacionais nos
motores devido a deposi¢do de carbono. A partir disso, iniciou-se uma busca para minimizacao
das diferencas caracteristicas entre os Gleos vegetais e o diesel. Foi quando, em 1937, o
pesquisador belga George Chavanne descobriu e patenteou o processo de transesterificacao,
onde etil ésteres foi obtido a partir do 6leo de palma e etanol (BISEN et al., 2010). Apesar disso,
0s Oleos vegetais ainda foram muito utilizados como combustivel durante a Segunda Guerra
Mundial, devido as restricdes de distribuicdo do petréleo devido ao conflito. Com o fim da
Segunda Guerra em 1945, a distribuicdo do petréleo se normalizou e as pesquisas sobre 0
biodiesel se tornaram escassas. Apos quase 30 anos do fim da guerra, em 1973, teve-se a crise
do petroleo onde os precos aumentaram excessivamente. Com isso, cientistas e governantes
voltaram a buscar alternativas aos combustiveis fosseis (KNOTHE & RAZON, 2017). Em
1977, o cientista brasileiro, Expedito Parente, solicitou a primeira patente do processo industrial
para a producdo de biodiesel (LIN et al., 2011).

De forma geral, um dos principais interesses no desenvolvimento do biodiesel é a
seguranca energética, ou seja, uma busca pela reducdo na dependéncia por combustiveis fésseis.
A principio, os combustiveis fosseis continuam a dominar o suprimento de energia mundial,
porém a oferta é dominada por alguns poucos produtores, sendo muito deles no Oriente Médio.
Com isso, o preco do petréleo sempre € considerado volatil e apresenta a tendéncia de aumentar
em longo prazo. Assim, diversos governos fizeram uso de politicas de incentivo para a produgéo
e 0 uso de biocombustiveis, aumentando assim a diversificacdo de fontes de energia e
reforcando a seguranca energética (LIN et al., 2011).

No Brasil, 0os primeiros experimentos com biodiesel aconteceram na década de 1920.
Com a crise do petréleo em 1973, o programa brasileiro de biocombustiveis teve seu inicio com
a criacdo do PROALCOOL (Programa Nacional de Alcool) e PROOLEO (Programa Nacional
de Oleo) criados em 1975 e 1980, respectivamente. Porém, o incentivo para a producgio de
biodiesel sé se iniciou de fato com a criacdo dos mecanismos de incentivo PROBIODIESEL
(Programa Brasileiro de Desenvolvimento Tecnoldgico para o Biodiesel) em 2002 e PNPB
(Programa Nacional de Produgdo e Uso de Biodiesel) em 2005. Esses programas foram
essenciais para a insercdo do biodiesel na matriz energética brasileira (OLIVEIRA &
COELHO, 2017). O PNPB busca a reducdo da dependéncia do Brasil nas importacGes de diesel
e novas fontes de energia renovavel. Este programa também visa incentivar pequenos
agricultores a produzir matérias primas para a producdo do biodiesel atraves do certificado Selo
Social, que é fornecido pelo Ministério do Desenvolvimento Agrario para produtores de
biodiesel que compram sementes desses pequenos agricultores. Por sua vez, os produtores de
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biodiesel com o Selo Social obtém beneficios fiscais do governo federal (BERGMANN et al.,
2013).

Mais recentemente surgiu 0 RenovaBio, uma iniciativa de valorizagdo do potencial de
fontes renovaveis associados ao compromisso de reducdo das emissdes de gases de efeito
estufa, assumidos pelo Brasil em ambito internacional. Foi langada em dezembro de 2016 e
instituida em dezembro de 2017 com a promulgacao da Lei n° 13.576. O programa baseia-se
na contribuicdo dos biocombustiveis para a seguranga energética, preservacdo ambiental e
promogdo de desenvolvimento econémico e social. O seu funcionamento esta baseado em
metas anuais de reducdo da intensidade de carbono, Certificacdo de Biocombustiveis
(relacionado a producéo/importacéo de biocombustiveis em funcao da intensidade de carbono)
e Crédito de Descarbonizacdo (ativo financeiro que variarad de acordo com o volume de
biocombustiveis comercializado visando o estimulo da producéao) (EPE, 2017).

A obrigatoriedade da mistura do biodiesel no diesel mineral, no Brasil, veio com o artigo
2° da Lei n® 11.097/2005 e entrou em vigor em janeiro de 2008 com uma mistura de 2% (B2)
de biodiesel em 98% de diesel. Esse percentual tem sido sucessivamente ampliado e tem-se,
atualmente, a adicdo de 10% de biodiesel na mistura (B10) desde marco de 2018. A ANP
(Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis) define o biodiesel como um
combustivel composto de alquil ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa, produzido a
partir da transesterificacdo e/ou esterificacdo de matérias graxas, de gorduras de origem vegetal
ou animal (ANP, 2018).

Em 2017, o Brasil produziu, aproximadamente, 4 milhdes de m? de biodiesel, sendo a
regido Centro-Oeste a principal produtora, como pode-se observar na Figura 1 (EPE, 2017).
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41,1%
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7,8%
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6,8%

Figura 1. Producdo regional de biodiesel em 2017 (Adaptado de EPE, 2017)

A producdo e consumo de biodiesel tem crescido no pais ao longo dos anos, como se pode
observar na Figura 2, porém as usinas ainda ndo operam em sua capacidade maxima, visto que
a capacidade de producéo dessas usinas se manteve maior que a producéo real e que 0 consumo
desde 2006. Com isso, é provavel que a producdo de biodiesel continue aumentando, visto o
aumento na demanda, devido ao aumento da adi¢cdo na mistura com diesel que tem acontecido
gradativamente e a possibilidade de aumento na producao.
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Figura 2. Capacidade instalada de producéo de biodiesel de usinas com e sem certificado de
Selo Social (SCS) e consumo (Adaptado de EPE, 2017)

Em relacdo ao cenario mundial, em 2016, o Brasil foi o segundo maior consumidor
mundial de biodiesel, atras apenas dos Estados Unidos com 7,8 milhGes de m? e seguido da
Alemanha, Argentina e Colémbia (ANP, 2017). De acordo com a oferta interna de energia no
Brasil, 43,2% do total é proveniente de fontes renovaveis, nimero bem maior que a média
mundial, que é de apenas 14,2%. Da porcao renovavel encontra-se o etanol, carvao vegetal,
energia hidraulica, energia eolica, entre outros, sendo o biodiesel apenas 2,7%. O biodiesel
corresponde a 1,2% da matriz energética brasileira (MME 2018).

Uma das principais vantagens do biodiesel reside no fato de que é altamente
biodegradavel. De acordo com Sharma et al. (2008), entre 90-98% do biodiesel € mineralizado
em, aproximadamente, 25 dias sob condi¢des aerdbicas e anaerdbicas. Além disso, foi relatado
que a adicdo de biodiesel ao diesel reduz o tempo de degradacdo, sendo assim a
biodegradabilidade da mistura aumenta com o aumento da porcentagem de biodiesel na mistura.

Outra vantagem € que o teor de oxigénio presente na estrutura molecular do biodiesel
(aproximadamente 11 a 15%) impulsiona o processo de combustdo em motores de igni¢édo por
compressdo e reduz a emissao de poluentes como por exemplo, monéxido de carbono, fuligem
e particulas finas (ATADASHI et al., 2013). De acordo com Schrdder et al. (2013), a cada 5%
de adicdo de biodiesel, a mistura leva a uma reducéo de 2,5 — 3,75% de emissao de COg, além
da reducdo da emissdo de hidrocarbonetos, mondxido de carbono e material particulado.
Contudo, a adicdo de mais de 5% de biodiesel ao diesel leva ao aumento nas emissdes de 6xidos
de nitrogénio (NOx), contribuindo com o aumento de nevoeiros.

Somado a isso, o biodiesel é produzido a partir de fontes renovaveis, possuindo uma
ampla gama de matérias primas para sua producdo. Essas materias primas podem ser
encontradas em qualquer regido do planeta, fazendo com que todos os paises possam ser
capazes de produzir seu préprio combustivel, diminuindo a dependéncia nos paises
exploradores de petroleo. Como a matéria prima contabiliza boa parte do custo da producéo, €
de grande importancia que se faca um estudo mais detalhado para a escolha mais adequada do
oOleo a ser utilizado (ATABANI et al., 2012).



2.2 Matéria Prima

O biodiesel é produzido, principalmente, a partir de 6leos vegetais e gorduras animais.
Algumas das matérias primas mais utilizadas sao os 6leos de soja (HOSSEINI et al., 2019), de
amendoim (JUNIOR et al., 2016), de milho (BALAMURUGAN et al., 2018), de canola
(KORKUT & BAYRAMOGLU, 2018), de palma (ARCHER et al., 2018), de girassol
(MERCURI et al., 2016), de colza (MAZANOV et al., 2016), de semente de algodéao
(SHANKAR et al., 2017), de ricino (KEERA et al., 2018) e de pinhdo manso (LIN & CHEN,
2017), além de sebo bovino (MENDONCA et al., 2011), 6leo de fritura (CORRO et al., 2016)
e Oleos de microalgas (RAOUFI & GARGARI, 2018). A escolha da matéria prima a ser
utilizada esta basicamente relacionada com o clima e disponibilidade, de acordo com a regido
em que se deseja produzir o biodiesel (KARMAKAR et al., 2010).

Além disso, é de grande importancia a analise do teor de 6leo presente em cada uma das
matérias primas e suas caracteristicas, visto que 0s custos relacionados ao cultivo da matéria
prima e extracdo do Oleo contido nela conta como, aproximadamente, 75% do custo de
producdo do biodiesel e suas caracteristicas quimicas influenciam na qualidade do produto final
(DEMIRBAS, 2009).

O teor de cada acido graxo presente na matéria prima esta diretamente ligado as
propriedades do combustivel produzido a partir desta. Pode-se dizer, entdo, que as propriedades
fisicas e quimicas do biodiesel estdo relacionadas ao perfil de &cidos graxos presentes nas
gorduras e Oleos utilizados como matéria prima (KARMAKAR et al., 2010). Na Tabela 1,
pode-se observar o perfil de &cidos graxos de algumas matérias primas utilizadas para produzir
biodiesel. Propriedades como nimero de cetano, indice de iodo e calor de combustdo estdo
diretamente relacionadas com a composicdo quimica do biodiesel. O aumento da insaturacao
diminui o nimero de cetano e leva a uma fraca estabilidade a oxidacdo, o que significa maior
suscetibilidade a degradacdo desse combustivel se armazenado por longos periodos
(MAHMUDUL et al., 2017).

Tabela 1. Perfil de &cidos graxos nos 6leos (Adaptado de Mahmudul et al., 2017; Karmakar et
al., 2010; Gui et al., 2008)

Acido Soja Girassol Coco Colza Palma Pinhéo Sebo
graxo manso
12:0 44-52
14:0 <0,5 <1,0 13-19 0,5-2,0 0,1-1,4 3-6
16:0 7-11 3-6 8-11 49 32-45 12-17 23-32
18:0 2-6 1-3 1-3 1,6 2-7 5-9,5 19-25
18:1  19-34 14-35 5-8 33 38-52 37-63 37-43
18:2  43-56 44-75 0-1 20,4 10-27 19-41 2-13
18:3 5-11 <15 7,4 <0,2 0-1
20:0 <1,0 0,6-4,0 0-0,5 0,3

Outra caracteristica que esta ligada ao perfil de acidos graxos do éleo e do éster de acido
graxo correspondente é a viscosidade. A viscosidade afeta o escoamento do combustivel e
também a atomizagdo do combustivel, apos injetado na cdmara de combustdo, determinando
também a possivel formacdo de depositos de carbono no motor. Quanto maior a viscosidade,
maior a tendéncia de aparecimento dos problemas citados anteriormente. A partir desse
conceito, € que se busca a reducéo da viscosidade dos 6leos vegetais para sua utilizagdo como
combustivel. A viscosidade do biodiesel é uma ordem de magnitude menor que a do 6leo
utilizado para produzi-lo (KNOTHE & RAZON, 2017). A viscosidade de cada éster de 4cido

6



graxo aumenta com o aumento da cadeia carbonica e com o aumento do grau de saturagéo,
como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Viscosidade cinematica dos metil ésteres de acidos graxos ? (Adaptado de Knothe &
Razon, 2017)

Metil ésteres saturados Metil ésteres insaturados
Metil _ Visc_osidade Metil éster _ Visc_osidade
éster cinematica (mm2/s) cinematica (mm2/s)
8:0 1,19 16:1 A9¢ 3,67
10:0 1,72 18:1 A9¢ 4,51
12:0 2,43 18:1 A9t 5,85
14:0 3,30 18:2 A9¢, 12¢ 3,65
16:0 4,38 18:3 A9c¢, 12¢, 15¢ 3,14
18:0 5,86 18:3 A6bc, 9c, 12¢ 3,01
20:0 7,4 20:1 Allc 5,77
22:0 9,31 20:4 ASc, 8c, 11c, 14c 3,11
24:0 11,53 22:1 Al3c¢ 7,33
24:1 Al5c 8,87

2 Os numeros indicam a quantidade de carbono, a quantidade de ligacdes duplas e indicacédo da
posicao da ligacdo dupla

Para que a mistura de ésteres de acidos graxos seja considerada biodiesel, o valor da
densidade deve estar entre o intervalo de 860-900 kg/m3. A densidade também varia de acordo
com o perfil de acidos graxos livres e, consequentemente, com os metil ésteres de acidos graxos.
Alguns valores de densidade para alguns metil ésteres estdo exemplificados na Tabela 3, onde
se observa que a densidade aumenta com o aumento da insaturacdo (KNOTHE & RAZON,
2017).

Tabela 3. Densidade (a 15 °C) dos metil ésteres de acidos graxos ? (Adaptado de Knothe &
Razon, 2017)

Metil ésteres saturados Metil ésteres insaturados
Metil éster De?gs ,'f;ff‘ de Metil éster De(n; /Igr?g? de

8:0 0,8802 16:1 A9¢ 0,8810
10:0 0,8764 18:1 A9¢ 0,8775
12:0 0,8730 18:1 A9t 0,8748
14:0 NAP 18:2 A9c, 12¢ 0,8902
16:0 NAP 18:3 A9c, 12¢, 15¢ 0,9017
18:0 NAP 20:1 Allc 0,8766
20:4 ASc, 8¢, 11c¢, 14c 0,9064

22:1 Al3c 0,8744

2 Os numeros indicam a quantidade de carbono, a quantidade de ligagGes duplas e indicacéo da
posicao da ligacédo dupla
b ponto de fusdo maior que 15 °C



Na Europa, a principal matéria prima utilizada é o 6leo de colza; ja na Argentina e Estados
Unidos a oleaginosa mais utilizada é a soja, enquanto que na Malé&sia e Tailandia, o biodiesel é
produzido, principalmente, a partir de 6leo de palma (MAHMUDUL et al., 2017). No Brasil, a
distribuicdo da participacdo das matérias primas se da de acordo com a Figura 3, sendo possivel
observar que a soja é a matéria prima mais utilizada visto sua disponibilidade em todo territério
Brasileiro. Na Figura 3 também é possivel observar que ainda existe uma escassez na
diversificacdo das matérias primas utilizadas, visto que mais de 90% da producdo esta baseada
em apenas 3 insumos principais. Matérias primas com elevado potencial, como € o caso do 6leo
de fritura que possui alta disponibilidade e baixo custo, ainda podem ser melhor exploradas.

Soja
0
13,7% 1% Gordura bovina
r

2,2%
= Algoddo

’ 0,8% Materiais graxos
A‘ Girassol

1,4% Frango

= Gordura suina
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70,1% L

.
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Figura 3. Participacdo das matérias primas para a producéo de biodiesel no Brasil em 2017
(Adaptado de EPE, 2017)

De acordo com o potencial das matérias primas, foram utilizados, neste trabalho, o 6leo
de soja e o 6leo de fritura como insumo para a producéo de biodiesel.

2.2.1 Oleo de soja

A soja é uma planta da familia Fabaceae e do género Glycine e pode ser cultivada em
praticamente todo o territorio brasileiro. Hoje em dia, a soja € cultivada em monoculturas com
safra anual e trés meses de colheita (BERGMANN et al., 2013). A soja ja tem sido
tradicionalmente utilizada como matéria prima para a producdo de biodiesel no Brasil, sendo
responsavel por mais de 70% do biodiesel produzido no Brasil em 2017 (ANP, 2017).

No levantamento feito pela Conab (Companhia Nacional de Abastecimento) observou-se
um aumento de 35% na producdo de grdos de soja no Brasil nos ultimos 5 anos. A regido
Centro-Oeste é a maior produtora e a regido sul a segunda maior, contabilizando 45,5% e
32,8%, respectivamente na safra 2017/18. O fato da soja ndo ser cultivada exclusivamente para
aproducdo de biodiesel, mas também para a producéo de farelos de proteinas, que séo utilizados
para producdo de racdo para frangos, porcos e gado, mostra-se a alta liquidez dos produtos no
mercado (CASTANHEIRA et al., 2014).

Dentre as vantagens de se utilizar a soja como insumo principal para a producdo de
biodiesel estdo a sua disponibilidade em quantidade e qualidade suficientes e seu alto
rendimento, visto que € produzida em uma cadeia bem estruturada e com tecnologias
atualizadas e precisas. Além disso, seu cultivo é adaptado para todo o territorio brasileiro
levando a baixos custos de transporte, moagem e armazenamento se comparada a outras



oleaginosas. Além disso, a soja € uma “commodity” com poucos produtores no mundo e grande
quantidade de compradores (MORENO-PEREZ et al., 2017; OLIVEIRA & COELHO, 2017).

2.2.2 Oleo de fritura residual

A maioria das plantas de biodiesel utilizam dleos vegetais refinados como principal
matéria prima. O custo relacionado ao uso de 6leos refinados representa de 70 a 80% do custo
total para a producdo de biodiesel. Visto isso, os estudos utilizando éleos de baixa qualidade,
como por exemplo o 6leo de fritura residual, se faz importante para tornar o biodiesel mais
economicamente atrativo. Apesar do Oleo de fritura residual conter um alto teor de acidos
graxos livres, que pode ter uma influéncia negativa na reagao de transesterificacdo a depender
do catalisador utilizado, o custo do processo pode ser reduzido em duas ou trés vezes quando
utilizado 6leo de fritura em substituicdo aos dleos refinados (LAM et al., 2010; TALEBIAN-
KIAKALAIEH et al., 2013). Além disso, estudos ja mostraram que o biodiesel produzido a
partir do 6leo de fritura possui propriedades similares ao produzido a partir de 6leos vegetais
refinados quando testados em relacdo a performance e emissdes de escape (OLIVEIRA &
COELHO, 2017). Por isso, o 6leo de fritura residual tem-se tornado uma alternativa promissora
para a producdo de biodiesel. Isto se deve a combinacdo de diferentes aspectos, como o
econdmico devido ao baixo custo de aquisicdo, ambiental ja que evita que esse material seja
descartado de forma incorreta e polua 0 meio ambiente, além de produzir um combustivel
menos poluente (ARAUJO et al., 2013).

O processo de fritura por imersdo, onde sao utilizados 6leos vegetais como meio de
transferéncia de calor € muito comum no setor alimenticio, tanto doméstico quanto comercial.
Esse processo gera um grande volume de 6leo residual que geralmente ndo é descartado de
forma correta, podendo poluir rios, aquiferos e o solo (OLIVEIRA & COELHO, 2017).
Segundo a Companhia de Saneamento basico de Sdo Paulo (SABESP), o despejo de forma
incorreta de 1 L de Oleo pode levar a contaminacdo de 25000 L de agua, além de causar
entupimento em tubulagdes, comprometendo as redes publicas de esgoto. De acordo com a
Associacdo Brasileira das Indlstrias de Oleos Vegetais (ABIOVE), a capacidade de
processamento das industrias brasileiras em 2018 era de 63 milhdes de toneladas/ano de 6leos
vegetais comestiveis, sendo os principais: o 6leo de soja, de algodéo, de girassol, de milho e de
canola. De acordo com o IBGE (2018a), no Brasil, o consumo de dleos vegetais per capita é de,
aproximadamente, 8 kg/ano. Assumindo a populacdo atual brasileira contendo 208.494.900
habitantes (IBGE, 2018b) e que 18% do 6leo utilizado € absorvido pelos alimentos durante o
processo e 0s 82% restantes sio considerados rejeitos, é possivel estimar que 1,5x10° toneladas
por ano de 6leo residual sdo gerados. Esses dados ajudam a mensurar a quantidade de residuo
de 6leo de fritura que sdo produzidos no pais. Hoje em dia, ja existem programas que ajudam
no recolhimento dos 6leos de fritura residuais como por exemplo: 0 ReOleo em Florianépolis,
0 Projeto Renove em Salvador, o Programa de Reciclagem de Oleo de Fritura da Sabesp em
S40 Paulo, o Projeto Cata Oleo em Ribeirdo Preto, e o Programa de Reaproveitamento de Oleos
Vegetais (PROVE) no Rio de Janeiro. O material recolhido é redirecionado para algumas
aplicacdes, dentre elas a producdo de biodiesel. Porém, mesmo com toda a disponibilidade
dessa matéria prima, o biodiesel produzido a partir de 6leo de fritura conta com apenas 1,4%
da producéo total brasileira, como foi apresentado na Figura 3, anteriormente.

Cada matéria prima possui sua determinada composi¢do, que pode afetar diretamente a
qualidade do biodiesel, influenciando também na escolha do processo de produgéo a ser
utilizado, o que sera discutido adiante.



2.3 Producéo de Biodiesel

O uso direto dos 0leos vegetais como combustivel ja foi estudado, porém seu uso tem
como problema a alta viscosidade e baixa volatilidade. Com isso, estudos buscaram desenvolver
métodos, a fim de aproximar as propriedades do 6leo vegetal as propriedades do diesel mineral.
Dentre esses métodos estdo a dilui¢cdo, microemulséo, pirolise e transesterificacdo (VERMA &
SHARMA, 2016).

O método mais comum para a transformacao de 6leo em biodiesel ¢ a transesterificacéo.
O processo consiste de uma reagdo entre um mol de triglicerideos, principal componente dos
oleos e gorduras, com trés moles de um grupo aceptor de grupo acila, geralmente um alcool de
cadeia curta, como pode ser observado na Figura 4. Os produtos da reacdo sdo ésteres de &cidos
graxos, o chamado biodiesel, e o glicerol, um subproduto da reacdo. O metanol é o alcool mais
utilizado devido a sua alta reatividade e seu uso gera ésteres de acidos graxos mais volateis e
um combustivel menos viscoso, quando comparado ao produzido por etanol, por exemplo. A
reacdo pode ser realizada por diferentes processos cataliticos ou em condi¢des supercriticas. O
catalisador tem como funcdo o aumento da taxa de reacdo e a melhora na conversdo em
biodiesel (ROBLES-MEDINA et al., 2009; TALEBIAN-KIAKALAIEH et al., 2013).

0 O

| |
CH,-O-C-Ry R;-0-C-Ry
| +
| 0 O CH, - OH
| I | |
CH-O0-C-R: + 3R;0H — R;y-0-C-R; + CH - OH
| (catalisador) + |
| 0 O CH:- OH
| I |
CH,-O-C-Rs Ri-0-C-Rs
" Triglicerideo Alcool Ester Glicerol

Figura 4. Reacdo de transesterificacdo dos triglicerideos (Adaptado de Talebian-
Kiakalaieh et al., 2013)

Um dos principais fatores que afetam a conversdo da reacdo de transesterificacdo é a
quantidade de alcool utilizada. Como a reacdo € reversivel, o excesso de alcool garante que a
maior parte dos triglicerideos presentes seja convertida em ésteres. Porém, nesse processo ha
uma conversdo maxima; com isso, 0 aumento da concentracdo de alcool para além da
concentragdo 6tima ndo s6 ndo aumentara a conversao, como ainda aumentara os custos com a
recuperacdo do alcool. O tempo e a temperatura da reacdo também séo fatores que afetam a
conversdo em biodiesel. A reacdo inicia de forma lenta devido as dificuldades de solubilizagdo
e dispersdo do alcool no 6leo. Apds algum tempo, a reacdo acontece mais rapidamente. O
aumento da temperatura leva a um aumento na conversao, visto que ha uma diminui¢do na
viscosidade do 6leo, aumentando a taxa de reacdo. Porém, a utilizagdo de uma temperatura
maior que a temperatura 6tima pode facilitar a reacdo de saponificacdo dos triglicerideos e a
vaporizacao do alcool (LEUNG et al., 2010).

Além disso, a concentracdo e a natureza do catalisador utilizado tém papel crucial na
converséo de triglicerideos em biodiesel. Por isso, estudos tém explorado os mais diferentes
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tipos de catalisadores para serem utilizados nesse processo. Os catalisadores se dividem,
basicamente, em catalisadores homogéneos e heterogéneos.

Os catalisadores mais comumente utilizados para a produgdo de biodiesel em escala
industrial sdo os catalisadores homogéneos alcalinos. Devido ao baixo custo, 0s mais utilizados
sdo NaOH e KOH. Os catalisadores alcalinos homogéneos tém como vantagem alta taxa de
reacdo com um baixo tempo de reacdo. O processo envolvendo catalisadores alcalinos exigem
que a matéria prima utilizada seja anidro e que possuam menos de 3% de &cidos graxos livres.
A presenca de agua na matéria prima leva a hidroélise dos triglicerideos, gerando acidos graxos
livres, como pode ser visto na Figura 5. Ja os &cidos graxos livres presentes na amostra reagem
com o catalisador levando a formacdo de sabdo, como pode ser observado na Figura 6. A
formacéo de sabdo consome e desativa o catalisador e, além disso, faz com que o processo de
purificacdo do biodiesel produzido seja mais complexo (ATADASHI et al., 2013).

CH;-0-CO-R, CH:-0OH
0

CH-0-CO-R; + H, 0 ——» CH-0-CO-R; + HO-C-R,

CH: -0 -CO-R; CH, -0 - CO- R:

Triglicerideo Agua Diacilglicerol Acido graxo livre
Figura 5. Reacdo de hidrolise dos triglicerideos (Adaptado de Atadashi et al., 2013)

8
+ KOH — R - COOK + H-0
Ri- C -OH
Acido graxo livie  Hidréxido de potassio Sabio Agua

Figura 6. Reacdo de saponificacdo (Adaptado de Atadashi et al., 2013)

Por outro lado, a catalise acida tem como vantagem o teor de &cidos graxos livres
presentes na matéria prima, que ndo interfere no processo. Porém, embora esse tipo de catélise
apresente altas conversoes, é necessario que haja um longo tempo de reacdo, temperaturas ainda
mais elevadas, proxima do ponto de ebulicdo do alcool, e uma grande quantidade de alcool,
podendo a razdo molar alcool:6leo ser de aproximadamente 30:1 (GARCILASSO, 2014,
SIMAS, 2008). Os catalisadores homogéneos &cidos mais utilizados sdo o acido sulfurico, &cido
sulfonico e &cido cloridrico.

Devido aos problemas relacionados com a transesterificagdo basica, os catalisadores
homogéneos acidos sdo implantados com uma forma de pré-tratamento das matérias primas
com baixa qualidade, ou seja, com alto teor de &cidos graxos livres e presenca de agua
(ATADASHI et al., 2013). Logo, a implantagdo de uma técnica de transesterificagdo em duas
etapas pode proporcionar uma alta conversdo, mesmo quando utilizadas matérias primas de
baixa qualidade (ESONYE et al., 2019; THOAI, et al., 2019).
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A busca por catalisadores heterogéneos se deu como forma de encontrar solugdes para
os problemas relacionados ao uso de catalisadores homogéneos como a dificuldade com a
recuperacdo do glicerol, necessidade da remocao de sais inorganicos do produto e tratamento
das aguas residuais alcalinas, 0 que ocasiona um custo adicional ao processo (BAJAJ et al.,
2010). A principal vantagem dos catalisadores heterogéneos € que eles podem ser facilmente
recuperados e reutilizados, além de evitar a necessidade de etapas adicionais ao processo, Como
por exemplo, a lavagem dos produtos, reduzindo assim os custos do processo. Além disso, 0s
catalisadores heterogéneos podem ser utilizados no processo de producao continuo de biodiesel.
Como desvantagem, tem-se que o sistema de trés fases formado com a utilizagéo do catalisador
heterogéneo seja limitante para a transferéncia de massa (GULDHE et al., 2015). Eles podem
ser encontrados na forma &cida e basica, como por exemplo zedlitas, 6xidos de metais alcalinos
terrosos, zirconia e alumina.

Uma das desvantagens dos catalisadores quimicos, tanto homogéneos quanto
heterogéneos, sdo a alta demanda energética, devido a necessidade de altas temperaturas, e a
possivel poluicdo ambiental causada pelas aguas residuais do processo (TAN et al., 2010). Com
isso, 0 uso de um biocatalisador, como as lipases, surge como uma Opg¢ao com menor gasto
energeético, que com sua especificidade dificulta a ocorréncia de reacdes secundarias, gerando
menos subprodutos e, consequentemente, gerando um produto final com menos impurezas.
Além disso, o glicerol gerado na reacdo de transesterificacdo enzimatica tem maior pureza e,
logo, maior valor de mercado, ajudando na compensacao ao alto custo das enzimas. Algumas
das lipases mais utilizadas sdo as lipases de Candida antarctica, Aspergillus niger,
Thermomyces lanuginosus, Candida rugosa e Pseudomonas fluorescens (POPPE et al., 2015).

2.4 Biocatalisadores

Os biocatalisadores atuam como catalisadores de reaces bioquimicas, sendo essenciais
para o sistema metabodlico de organismos vivos (MONTEIRO E SILVA, 2009). Como qualquer
outro catalisador, as enzimas fazem com que a reacdo atinja o equilibro mais rapidamente do
gue como ocorreria na auséncia de catalisadores. Com isso, a utilizacdo de enzimas surge como
uma rota bioldgica de producéo de biodiesel com diversas vantagens ambientais sobre a rota
guimica (CHRISTOPHER et al., 2014). As enzimas possuem uma estrutura molecular
complexa, constituida principalmente por uma parte proteica. A funcdo das enzimas depende
da sua estrutura, estabilidade e interacdo com outras moléculas (ORLANDELLLI et al., 2012;
SCHOMBURG et al., 2017).

A principal aplicacdo dos biocatalisadores sao em detergentes industriais. As enzimas do
tipo proteases sao aplicadas para ajudar a remover manchas de proteina de tecidos, ja as lipases
e amilases sdo utilizadas para ajudar a remover manchas de Gleo/gordura e residuos de
alimentos que contém amido, respectivamente (HASAN et al., 2010). Na industria alimenticia,
no setor de panificacdo sdo utilizadas amilases, xinalases, oxidoredutases e proteases que
ajudam no manuseio, estabilidade e qualidade da massa, além de influenciar no sabor e cor do
produto final. No setor alimenticio e de bebidas, sdo utilizadas as enzimas proteases, lactases e
lipases para ajudar a desenvolver sabores nos produtos da industria de laticinios. Proteases séo
utilizadas para amaciar o musculo na industria de carnes. Pectinisases e amilases sdo utilizadas
para diminuicao de viscosidade e clarificacdo na industria de producao de sucos. Ja no processo
de producéo de cervejas sdo utilizadas proteases, amilases, glucanases e celulases. Na industria
de vinhos, as enzimas utilizadas sdo amilases, glucanases, pectinases e catalases (PATEL et al.,
2016). Na industria téxtil, celulases s&o utilizadas no processo de coloracéo de jeans e também
é utilizada juntamente com as proteases na etapa de polimento para tingimento, melhoria de cor
e vivacidade na superficie do tecido. Na industria de papel e celulose, xilanase e lignase sdo
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usadas para melhor a qualidade da polpa, removendo lignina e hemicelulose. Outra enzima
utilizada no processo ¢ a lipase, que tem o papel de remover resinas “pitch” da madeira (CHOI
et al., 2015). Na inddstria farmacéutica, os biocatalisadores tém um papel importante em tornar
0 processo mais ecologicamente sustentavel e mais limpo. Diversos tipos de enzimas podem
ser utilizadas na sintese de insumos farmacéuticos ativos. Dentre eles, 0 uso de transaminase na
sintese de sitagliptina, um medicamento utilizado no tratamento de diabetes, ¢ um dos mais
conhecidos processos biocataliticos nessa indlstria (ROSENTHAL & LUTZ, 2018). Além
disso, as enzimas podem estar presentes na producdo de combustiveis produzidos a partir de
fontes renovaveis, como € o caso do alcool e do biodiesel. Na producéo de alcool, as enzimas
podem ser utilizadas no processo de sacarificacdo, processo de hidrélise onde o amido é
convertido em agucares fermentaveis que em seguida vai para o processo de fermentagdo. Esse
processo envolve a utilizacdo de amilases e celulases (HARRIS et al., 2014). J& para a producéo
de biodiesel, lipases sdo utilizadas na reacdo de transesterificacdo para converter triglicerideos
em ésteres, 0 que sera melhor discutido posteriormente (POPPE et al., 2015).

2.4.1 Lipases

As enzimas sdo classificadas de acordo com a principal reacdo que elas catalisam e
possuem, entdo, seu nimero de identificacdo. Dentre 0s diversos tipos de enzimas disponiveis,
cabe a producdo de biodiesel a utilizacdo das lipases. As lipases (triacilglicerol lipase) sédo
identificadas com EC 3.1.1.3 e fazem parte da classe das hidrolases e atuam sobre a ligacéo
éster presente nos acilgligeréis (BRENDA). De forma geral, as lipases atuam em ampla faixa
de pH, algumas so resistentes a altas temperaturas e ndo necessitam de cofatores, o que fazem
delas altamente aplicaveis em processos industriais. As lipases podem ser encontradas em
plantas, animais e microrganismos, e tem um papel importante no metabolismo de 6leos e
gorduras (MESSIAS et al., 2011).

Algumas das vantagens do uso de lipases sdo: condi¢cdes de operacdo mais amenas frente
a catalisadores quimicos; alta seletividade ao reagente e especificidade na reacdo; auséncia de
reacOes secundarias, gerando produtos mais puros; ocorréncia simultanea das reacfes de
transesterificacdo e esterificacdo, sendo assim tolerado matérias primas com alto teor de acidos
graxos livres; biodegradabilidade das enzimas; e capacidade de reutilizacdo, quando
imobilizada, mantendo boa atividade catalitica (CHRISTOPHER et al., 2014). Além disso, em
reacOes de producdo de biodiesel catalisada por lipase, o glicerol produzido como subproduto
da reacdo tem maior pureza do que os obtidos a partir da transesterificacdo quimica, que pode
conter de 5 a 7% de teor de sal, reduzindo assim o0s custos com uma posterior purificacao
(AARTHY et al., 2014). Porém, ainda ha alguns desafios que precisam ser superados para
melhorar a viabilidade econdmica do processo como, por exemplo: o alto custo das enzimas,
especialmente as imobilizadas; inibicdo enzimatica por reagentes e produtos; e longos tempos
de reagéo (BAJAJ et al., 2010).

A viabilidade econémica é essencial para a aplicacdo industrial de um processo. Como o
custo das lipases compreendem, aproximadamente, 90% do custo do processo de producdo de
biodiesel, é de vital importancia a imobilizacdo dessas lipases. As enzimas imobilizadas tém
como vantagem sua facil recuperacdo, reutilizagéo, a possibilidade de seu uso em operagao
continua, obtengdo de um produto livre de catalisador e uma melhora na estabilidade
(ROBLES-MEDINA et al., 2009). A escolha do suporte para imobilizagdo é importante para
que seja mantida a maior atividade possivel da lipase e para que haja a menor limitagéo possivel
para 0 acesso do substrato ao sitio ativo e para a saida dos produtos. Alguns dos varios materiais
utilizados na imobilizagdo de lipases s&o as resinas poliméricas, silica, nanotubos de carbono,
particulas magnéticas, microesferas, entre outros (AMINI et al., 2017).
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As lipases sdo enzimas que possuem um mecanismo singular de atuagéo, conhecido como
ativacdo interfacial, e que pode ser explicado a partir de sua estrutura tridimensional e seu sitio
ativo. O sitio ativo das lipases é, geralmente, composto pelos aminoacidos serina, histidina e
acido aspartico ou acido glutamico. Além disso, o sitio ativo das lipases é coberto por uma
cadeia polipeptidica, que € comumente chamada de tampa. Essa cadeia polipeptidica contém
residuos de aminoéacidos hidrofobicos que interagem com as regides hidrofébicas do sitio ativo.
Porém, quando a lipase se adsorve a uma interface, a tampa se desloca, deixando o sitio ativo
exposto para 0 meio reacional e acessivel ao substrato. Desta forma, expbe-se também a zona
hidrofébica do sitio ativo que favorece a interagdo com a interface lipidica (RAMPIN, 2007;
RODRIGUES, 2009; SILVA, 2013).

No sitio ativo ocorrem multiplas interagdes fracas entre os aminoécidos e o substrato
fazendo com que o encaixe do substrato no sitio ativo seja preciso, formando o dito complexo
enzima-substrato e também restringindo a liberdade rotacional do mesmo. Logo, as forcas de
ligacdo do complexo formado fornecem uma parte da energia de ativacdo. Os estados de
transicao dos substratos estdo ligados mais fortemente a enzima e logo ap6s ocorre um rearranjo
dos grupos funcionais participantes da catalise para a liberacao dos produtos (RAMPIN, 2007).
O processo catalitico é iniciado pelo ataque nucleofilico ao &tomo de carboxilico da ligacao
éster pelo oxigénio da hidroxila do grupo serina (SER), formando o complexo intermediario.
Depois, um proton é transferido do acido conjugado da amina da histidina (HIS) para o oxigénio
ligado ao grupo alquil do substrato, formando uma parte da molécula de glicerol e levando a
formacdo do intermediério covalente (enzima acilada). Por exemplo, se o substrato fosse um
triglicerideo formaria um diglicerideo, se o substrato fosse um diglicerideo formaria um
monoglicerideo e entdo se o monoglicerideo fosse o substrato formar-se-ia o glicerol. Na
préxima fase, a molécula de alcool € ativada pelo residuo da histidina e, entdo, o ion de hidroxila
promove o ataque nucleofilico ao &tomo de carbono da carbonila, formando o complexo enzima
acilada — alcool. Por fim, ha o retorno da ligacdo = (C=0), desfazendo o complexo, liberando o
segundo produto, éster, e regeneracdo da enzima (AL-ZUHAIR et al., 2007; MANOEL, 2014).

Apesar das condicBes de operagdes 6timas variarem de acordo com o tipo de lipase e 0
tipo de imobilizacdo utilizada, alguns fatores importantes que afetam a reacdo de
transesterificacdo catalisada por lipases sdo: teor de &dgua, temperatura, inibicdo por alcool e
inibicdo por glicerol (ZHAO et al., 2015).

O teor de &gua no meio reacional tem um papel importante nas reacfes catalisadas por
lipases. E necessario que haja um minimo de 4gua no meio para que se mantenha a conformacéo
ativa da enzima. Contudo, o excesso de agua pode levar ao aumento na hidrélise dos 6leos e,
consequentemente, no do teor de acidos graxos livres (AGUIEIRAS et al., 2015).

A temperatura étima para a reacdo de transesterificacdo enzimatica depende do tipo de
lipase utilizada e, normalmente, varia entre 30 e 55 °C. A temperatura 6tima é resultante da
interacdo entre a estabilidade operacional da lipase utilizada e da taxa de reacdo. No caso da
Novozyme 435, a temperatura 6tima reportada € de 40 °C (GOG et al., 2012).

De acordo com Cerverd et al. (2014), a conversdo da transesterificacdo enzimatica
aumenta com o aumento da concentracdo de alcool, porém a adi¢do de um grande excesso de
alcool leva a reducéo da atividade enzimatica. O nimero de atomos de carbono €é inversamente
proporcional ao grau de desativacdo da enzima, visto que quanto maior a cadeia carbénica,
maior a solubilidade do alcool no 6leo. Entretanto, alguns autores ja obtiveram conversdes de
mais de 90% com quantidades estequiométricas quando se utilizou uma lipase como catalisador
(FILHO, 2008)

Assim como o &lcool, o glicerol, um subproduto da reacdo, também causa um efeito
inibidor na atividade das lipases. A medida que o glicerol é produzido pela reacdo de
transesterificacdo, forma-se uma camada hidrofilica ao redor da lipase imobilizada evitando
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que o substrato hidrofdbico (triglicerideos) entre em contato com a mesma (GULDHE et al.,
2015). Para reduzir os impactos da inibicdo tanto do alcool quanto de glicerol na reacdo, ha a
possibilidade da utilizacdo de um solvente, porém nesse caso ha a necessidade da adicdo de
uma nova etapa de purificacdo e eliminacdo do solvente, gerando novos custos ao processo
(VERAS et al., 2011).

Muitas lipases imobilizadas podem ser obtidas comercialmente, como por exemplo a
Novozyme 435, a Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM. A Novozyme 435 é uma lipase de
Candida antarctica B (CALB), imobilizada em resina acrilica macroporosa, produzida a partir
de fermentacdo de Aspergillus niger geneticamente modificado (AVHAD & MARCHETTI,
2015). A CALB é uma lipase ndo especifica, ou seja, atua randomicamente nas trés posicoes
dos triglicerideos (SANTIN, 2013). Esta lipase comercial j4 é amplamente utilizada devido a
sua rapida taxa de reacdo e alta disponibilidade mundial. Muitos trabalhos ja reportaram a
eficiéncia da Novozyme 435 na producédo de biodiesel e alguns outros compararam esta com
outras lipases e outros catalisadores (RODRIGUES et al., 2008; TALUKDER et al., 2009;
SOUZA et al., 2016; NGUYEN et al., 2017).

Rodrigues et al. (2008) compararam a conversdo da reacdo de producdo de biodiesel
utilizando as lipases comerciais Novozyme 435, Lipozyme TL-IM e Lipozyme RM-IM com
diferentes alcoois e diferentes matérias primas. As condicdes base do processo foram 2,5 g de
6leo, temperatura de 30 °C, 15% de enzima, razdo molar alcool:6leo de 7,5:1 e um tempo de
reacao de 6 h. A conversao foi obtida a partir de analise da concentracao de glicerol determinada
por HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia). Nesse estudo foi possivel observar que
quando o alcool utilizado foi 0 metanol, a Novozyme 435 levou a uma maior conversdo da
reacdo se comparada as outras lipases comerciais utilizando tanto éleo de soja quanto éleo de
girassol e Gleo de farelo de arroz, como pode ser observado na Figura 7. O estudo também
mostrou que a melhor conversdo, aproximadamente 45%, foi obtida quando metanol foi
utilizado numa razdo molar de 5:1 na reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja.
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Figura 7. Transesterificacdo do 6leo de soja?, 6leo de girassol® e 6leo de farelo de arroz®
utilizando diferentes lipases e alcoois (Adaptado de Rodrigues et al., 2008)

Em 2009, Talukder et al. publicaram um trabalho comparativo entre a utilizacdo da
Novozyme 435 e um catalisador comercial heterogéneo acido, Amberlyst 15, para a producgao
de biodiesel a partir do destilado de acido graxo de palma. A anélise de conversdo também foi
feita utilizando HPLC, porém analisando-se a fase superior onde se encontravam 0s ésteres
metilicos. O estudo mostrou que uma conversao maxima de aproximadamente 95% foi obtida
com a adigdo de 10% de lipase, enquanto que a mesma conversao s6 pode ser obtida com a
dicdo de 30% de Amberlyst 15, além disso o tempo de reacgéo utilizando a lipase foi menor do
que o quando utilizado o Amberlyst 15, 2 e 7 h, respectivamente, mostrando que a enzima tem
uma maior atividade catalitica. Observou-se também que no caso da utilizacdo da enzima, a
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temperatura 6tima (50 °C) foi menor que a utilizando o catalisador heterogéneo quimico
(60 °C).

Souza et al. (2016) fizeram uma triagem entre a enzima comercial Novozyme 435 e as
preparacdes de lipases de Aspergillus niger, Mucor javanicus, Burkholderia cepacia,
Pseudomonas fluorescens e Rhizopus oryzae que foram imobilizadas posteriormente. As
reacOes foram realizadas em um reator cilindrico encamisado, de 50 mL de capacidade. A
matéria prima utilizada foi o 6leo de palma, 15 g, e as condicGes utilizadas foram 45 °C, razéo
molar etanol:6leo de 9:1 e tempo de reacdo de 72 h. A caracterizacao dos etil esteres foi feita
utilizando Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H). As enzimas que levaram
a uma maior conversao foram a lipase de Pseudomonas fluorenscens com 91,1%, a lipase de
Burkholderia cepacia com 98,3% e a Novozyme 435 com 98,9%.

Nguyen et al. (2017) analisaram a transesterificacdo enzimatica da gordura obtida a partir
das larvas da mosca soldado negra nas seguintes condigdes: razdo molar metanol:gordura de
3:1, 10% de enzima, tempo de reacdo de 4 h e em uma temperatura de 20 °C. Comparou-se a
utilizacdo das enzimas comerciais Novozyme 435 e Lipozyme RM-IM, além das enzimas de
Candida rugosa e Rhizopus oryzae, as analises foram feitas utilizando cromatografia gasosa
acoplada a detector FID. As enzimas comerciais mostraram uma maior eficiéncia ao comparar
com as outras enzimas utilizadas. Ainda assim, a Novozyme 435 levou a uma maior conversao
da reacdo, de 56,78%. Apesar da baixa conversdo obtida neste teste, foi feito em seguida um
planejamento de experimentos afim de analisar a razdo molar de substratos (3:1-9:1), teor de
Novozyme 435 (10-20%), tempo de reacdo (4-12 h) e temperatura do meio reacional (20-
40 °C). Obteve-se uma conversdo 6tima de 97,65%, nas condi¢cbes de 6,33:1 de alcool para
6leo, 20% de enzima, 9,48 h e 26 °C. Também foi feita uma andlise da reutilizacdo da
Novozyme 435 neste sistema e observou-se que apos o uso desta por 20 ciclos ainda foi possivel
obter uma conversdo de 92,5%.

Visto a eficiéncia da enzima comercial Novozyme 435 na conversdo de 6leos em
biodiesel frente a outras lipases, diversos estudos analisaram as condi¢Ges operacionais de
utilizacdo desta na transesterificacdo dos 6leos de soja e de fritura para a producéo de biodiesel.

Primeiramente, Hernandez-Martin & Otero (2008) estudaram a producdo do biodiesel
utilizando o 6leo de soja e etanol. Foram utilizados 2 g da matéria prima em um reator de
100 mL sob agitacdo de 200 rpm por 7 h. Foram analisadas o efeito da quantidade de enzima
(5, 10, 15, 20, 25, 35 e 50%), da temperatura da reagao (25, 35, 50 e 60 °C) e da razdo molar
etanol:6leo (1:3, 1:1, 2:1 e 6:1) através de cromatografia gasosa acoplada a detector FID.
Obteve-se uma conversdo maxima de, aproximadamente, 98% nas condi¢des de 50% em massa
de enzima, temperatura de 25 °C e razdo etanol:6leo de 1:6. Além disso, em um teste de
reutilizacdo, foi possivel observar que a Novozyme 435 manteve 84% de sua atividade inicial
apos 9 ciclos.

Em 2009, Zheng et al. também analisaram a producdo de biodiesel a partir do 6leo de
soja, SO que neste caso o metanol foi utilizado como aceptor de grupo acila, em reatores de
25 mL contendo 2 mmol de 6leo. Foram analisados os efeitos da temperatura, velocidade de
agitacdo, quantidade de solvente (alcool terc-amilico), razdo molar metanol:6leo, quantidade
de enzima e teor de agua no meio reacional na conversdo final, sendo esta obtida a partir de
cromatografia gasosa acoplada a detector FID. Zheng et al. (2009) obtiveram conversédo de
97%, similar ao obtido por Hernandez-Martin & Otero (2008) s6 que utilizando uma quantidade
menor de lipase (2%) e menor de &lcool (razdo metanol:6leo de 1:3). Além disso, as condicbes
que levaram a maior conversdo foram em uma temperatura de 40 °C, velocidade de agitacédo de
150 rpm, adi¢do de 6 mL de solvente e teor de 4gua no meio de 2%, porém, com um tempo
reacional de 15 h. Zheng et al. (2009) também estudaram a estabilidade operacional do
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biocatalisador nessas condigdes e observou-se que a Novozyme 435 manteve a conversédo em
mais de 95% mesmao depois da reutilizacdo por 150 ciclos.

Assim como Zheng et al. (2009), Rodrigues et al. (2008) também utilizaram metanol e
0leo de soja para estudar a producdo de biodiesel. Neste caso, foi analisada a influéncia da
temperatura e da razdo molar na conversao final. As reagGes foram realizadas em erlenmeyer
de 50 mL com agitador magnético a 200 rpm a 30 °C, utilizando 2,5 g de 6leo, 15% de
Novozyme 435 e 4% de &gua no meio. Foi estudado o efeito da razdo molar alcool:6leo (3:1 —
12:1), observou-se um aumento da conversao com o aumento da razdo molar até a razao molar
de 5:1, onde foi obtido a conversdo méxima de aproximadamente 45% em 6h. Para razGes
molares maiores do que 5:1 observou-se o decréscimo da conversao, mostrando a inativacdo do
biocatalisador na presenca de altas concentracdes de alcool. Além disso, Rodrigues et al.
também analisaram a estabilidade da Novozyme 435 quando submetida a diferentes tratamentos
entre ciclos de utilizacdo. Apos cada utilizacéo, as enzimas eram recuperadas por filtracdo e em
seguidas lavadas com diferentes solventes (hexano, etanol, propanol e agua). Observou-se que
0 hexano, unico solvente polar testado, foi o que possibilitou que a enzima mantivesse a maior
atividade relativa, aproximadamente 90% apds 7 ciclos.

J& Halim & Kamaruddin (2008) estudaram a reacdo de transesterificacdo do 6leo de
fritura, também com o metanol. Buscou-se a escolha do melhor solvente organico, entre
t-butanol, acetona, acetonitrila, isooctano, heptano e hexano, para auxiliar na solubilidade do
alcool no 6leo. Além disso, estudou-se o efeito da razdo molar alcool:6leo (3:1, 4:1, 6:1 e 8:1),
da quantidade de lipase (1, 2, 4, 8, 10 e 15 %) e agitacdo (140, 160, 180, 200 e 220 rpm).
Obteve-se uma conversdo méaxima de 88% em 12 h, utilizando o t-butanol como solvente, com
uma velocidade de agitagdo de 200 rpm, 4% em massa da Novozyme 435, razdo metanol:6leo
de 4:1 e temperatura de 40 °C. Halim & Kamaruddin também fizeram o estudo cinético da
reacdo através do mecanismo Ping Pong Bi Bi levando em consideracgdo a inibigdo enzimética
pelo &lcool, obtendo um coeficiente de determinacdo do modelo de 0,9.

A reacdo de transesterificacdo entre o 6leo de fritura e metanol também foi estudada por
Maceiras et al. (2009). Neste caso, analisou-se o efeito da quantidade de catalisador (5, 7, 10,
12 e 15 %), da razdo molar alcool:6leo (1:1, 10:1, 20:1, 25:1 e 30:1) e do tempo de reacdo (0,5,
1,2, 3,4,6e8h)naconversao em biodiesel, obtida a partir de cromatografia gasosa. Obtiveram
uma conversdo de 89,1% utilizando 2 g de 6éleo a uma temperatura de 50 °C, velocidade de
agitacdo de 150 rpm, tempo de 4 h, 10% de catalisador em massa e razdo metanol:4leo de 25:1.

Em 2011, Rosset et al. estudaram a reacdo do 6leo de soja com etanol, analisando as
variaveis quantidade de catalisador (0,1, 0,5, 1, 2,5 e 5%), tempo de reacdo (1, 4, 8, 15 e 24 h)
e teor de agua no meio reacional de (0,1, 0,5, 1, 2 e 4%). Os experimentos foram realizados
utilizando 5 g de 6leo e 15 mL de etanol adicionados em um erlenmeyer de 125 mL colocado
em um agitador orbital. As conversdes foram obtidas a partir da analise de RMN-H! e
cromatografia gasosa. O melhor resultado obtido foi de 87% a 32 °C, 150 rpm, 5% de
catalisador em massa e 24 h. Esse estudo mostrou também que a variagao no teor de 4gua dentro
dos limites propostos nédo causou diferenca significativa na conversdo da reacédo obtida.

Chesterfield et al. (2012) também estudaram a reacdo de transesterificagdo a partir do
etanol, porém, neste caso, a matéria prima principal utilizada foi o dleo de fritura. O aparato
experimental utilizado consistia de um reator cilindrico de vidro de 1 L acoplado a um agitador
a uma velocidade de 1200 rpm, mantido em um banho termostatico. Foram utilizados 6,25 g/L
de lipase durante 30 h. As variaveis de processo estudadas foram temperatura (24, 35, 45, 54,
64 e 75 °C) e razdo molar etanol:o6leo (1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1 e 9:1). O produto foi analisado
através de cromatografia gasosa e a maior conversao foi obtida com quantidade estequiométrica
de etanol (3:1) e temperatura de 64 °C. Apesar de nao ter sido apresentado a conversao final da
reacdo, a concentracdo de ésteres etilicos no produto final da reacdo foi de, aproximadamente,
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950 mmol/L. Além disso, foi feito um estudo cinético da rea¢do baseado no mecanismo Ping
Pong Bi Bi, O modelo forneceu um ajuste satisfatério aos dados experimentais, coeficiente de
determinacéo igual a 0,904.

Ja Haigh et al. (2013) estudaram a producéo de biodiesel a partir do 6leo de fritura e
metanol. As reagOes foram realizadas em um reator batelada encamisado acoplado a um
condensador e um agitador, a temperatura do meio foi monitorada através de um termopar. A
concentracdo de ésteres no produto final foi analisada por cromatografia gasosa com
espectrometro de massa. As variaveis analisadas foram velocidade de agitacao (450, 550, 650
e 750 rpm), temperatura (30, 40, 50, 55 e 60 °C), quantidade de enzima (0,75, 1, 1,25 e 1,5%)
e razdo molar metanol:dleo (3,9:1, 6,2:1, 7,8:1, 11,6:1 e 15,5:1). A melhor conversao obtida foi
de 90% em 4 h com uma baixa quantidade de enzima (1%), alcool numa razéo de 6,2:1, a 50 °C
e com uma agitacao de 650 rpm. A partir da melhor condicgéo foi feito um teste de reutilizagédo
do biocatalisador e observou-se uma reducdo na conversdo de aproximadamente 5% entre
ciclos.

Devido ao problema da inibicdo da atividade enzimética causada pelos &lcoois de cadeia
curta, Gharat & Rathod (2013) e Go et al. (2013) estudaram a viabilidade da producdo de
biodiesel utilizando o dimetil carbonato (DMC) como aceptor de grupo acila.

Primeiramente, Gharat & Rathod (2013) utilizaram o 6leo de fritura e 0 DMC como
matérias primas principais, analisando o tempo reacional, temperatura da reacdo (40, 50, 60,
70 °C), quantidade de lipase (5, 10, 15 e 20%), velocidade de agitacdo (200, 400 e 600 rpm) e
razdo molar DMC:0leo (2:1, 6:1, 9:1 e 12:1). Além disso, analisou-se o efeito da adicdo, ou
ndo, de solventes ao meio como éter, tetraidrofurano, butanol e xileno. As rea¢fes ocorreram
em um reator com capacidade de 50 mL, equipado com um condensador e um agitador de seis
pas imersos em um banho termostatico. As analises do produto da reacdo foram feitas atraves
de HPLC. A melhor conversao, de 77,9%, foi obtida em 24 h, sem a adi¢cdo de um solvente, a
uma temperatura de 60 °C, 10% de catalisador em massa, agitacdo de 200 rpm e razdo
DMC:0leo de 6:1. O estudo também mostrou que a Novozyme 435 perdia apenas 1% da sua
atividade inicial a cada ciclo de reutilizagéo realizado.

Ja Go et al. (2013), também utilizaram o0 DMC mas como matéria prima foi utilizado o
6leo de soja. Analisou-se a influéncia da razdo molar DMC:dleo (5:1, 10:1, 15:1 e 20:1),
quantidade de catalisador (10, 15, 20 e 30%), temperatura (40, 50, 60 e 70 °C) e teor de agua
no meio (0,5,0,7, 1, 2 e 3%). As analises foram feitas utilizando cromatografia gasosa acoplada
a detector FID. Neste estudo, a conversao maxima obtida foi maior do que a obtida por Gharat
& Rathod (2013), de 96,4%, porém em um tempo maior de reacdo, 48 h. As condicGes que
levaram a conversdo maxima foram de 60 °C, 20% de catalisador, 0,7% de agua e razéo
DMC:6leo de 10:1.

Por fim, Cervero et al. (2014) analisaram a possibilidade de adi¢cdo gradual de alcool a
reacdo a fim de, também, evitar a desativacdo da enzima devido ao excesso de alcool no meio.
Foram utilizados 50 mL de 6leo de soja, 5% de Novozyme 435, 37 °C e uma razdo molar
metanol:6leo de 3:1 em um reator de vidro com capacidade de 100 mL acoplado a um agitador
orbital termostatizado e as analises do biodiesel foi feita através de RMN H?. Analisou-se duas
opcodes de adicdo gradual de alcool. A primeira adicionando 1/3 no inicio da reacdo e 2/3 ap0os
7 h do inicio da reagdo. A segunda opcao foi feita adicionando o &lcool em trés etapas: 1/3 no
inicio da reagdo, 1/3em 7 h e 1/3 apo6s 14 h do inicio da reacdo. A condigdo que levou ao melhor
resultado foi a adi¢do em trés etapas, levando a uma conversao de 90% em 24 h.

Na Tabela 4 estdo listados as condi¢cdes de operacdo e conversdes obtidas nos estudos
encontrados durante a revisdo bibliografica para a producdo de biodiesel através de catélise
enzimatica, utilizando a Novozyme 435, a partir de 6leo de soja e Oleo de fritura.
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Tabela 4. Producéo de biodiesel utilizando a Novozyme 435 a partir de 6leo de soja e de fritura

Oleo Enzima Metodologia Condicdao 6tima Conversdo  Referéncias
Oleo  Novozyme Reator de 100 mL Catalisador: 50 % Hernépdez-
de soja 435 200 rpm, 7 h Temperatura: 25 °C ~ 98% Martin &
2 g de bleo Oleo:etanol: 1:6 Otero (2008)
Temperatura: 40 °C
Agitacdo: 150 rpm
Oleo  Novozyme F;es}tr(:]roclizgzlr: (I)‘ Alcopl terc-amilico: 6 mL 97% Zheng et al.
de soja 435 15h Oleo:metanol: 1:3 (2009)
Catalisador: 2 %
Teor de agua: 2 %
Erlenmeyer de 50 mL
Oleo  Novozyme 200 rpm, 30 C Oleo:metanol: 1:5 ~45% em  Rodrigues et
desoja 435 2,5 g de oleo 6 hrs al. (2008)
15% de catalisador '
4% de 4gua no meio
- Solvente: t-butanol .
OC:eO Novozyme Frasco de 100 ml Oleo:metanol: 1:4 0 Halim &.
ae 435 40°C, 12 h Catalisador: 4% 88% Kamaruddin
fritura ’ o (2008)
Agitacdo: 200 rpm
Oleo Novozyme Tubo de ensaio Oleo: metanol: 1:25 Maceiras et
de 435 2 g de oleo Tempo: 4 h 89,1% al. (2000)
fritura 50 °C, 150 rpm Catalisador: 10 % '
Erlenmeyer 125 mL Catalisador: 5 %
Oleo  Novozyme 32°C, 150 rpm Tempo: 24 h 87% Rosset et al.
de soja 435 5 g de 6leo e 15 mL de Teor de agua: ndo gerou (2011)
) etanol diferenga significativa
Oleo Novozyme Reatorde 1 L Oleo:etanol: 1:3 N&o Chesterfield
de 435 1200 rpm, 30 h Temperatura: 64 °C apresentado et al. (2012)
fritura Catalisador: 6,25 g/L ) ' '
- Oleo:metanol: 1:6,2
OJZO Novozyme Reaé?ligrrgig:é%lada Agitacdo: 650 rpm 90% Haigh et al.
fritura 435 an Temperatura: 50 °C (2013)
Catalisador: 1,0 %p/p
Reator de 50 ml Solvente: nerjh.um
- , Tempo de reacdo: 24 h
Oleo 2 g de oOleo PPN Gharat &
de Novozyme Aceptor acila: dimetil Te[n peratura: 60 °C 77,87% Rathod
p . 1. ;
fritura 435 carbonato OIEOIDMC' 1:6 (2013)
Catalisador: 10%
Agitacéo: 200 rpm
Frascos de 20 mL Catalisador: 10 — 30 %
Oleo  Novozyme 48 h, 180 rpm Oleo:DMC: 1:10 96.4 % Goetal.
de soja 435 Aceptor acila: dimetil Temperatura: 60 °C ’ (2013)
carbonato Teor de agua: 0,7 %
Frascos de 100 mL Oleo:metanol: 1:3
Oleo  Novozyme 50 mL de 6leo, 37 °C Adicdo gradual de &lcool ~90 % em Cervero et al.
de soja 435 5% de catalisador 1/3 no inicio, 1/3em 7 he 24 hrs (2014)

Oleo:metanol: 1:3

1/3em 14 h
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2.5 Mistura de Oleos

Um dos problemas relacionados ao uso de dleos vegetais refinados esta no seu alto custo
e no impasse entre a competicdo pelo seu uso para a producdo de biodiesel e para o setor
alimenticio. Por isso, o uso de fontes de triglicerideos alternativas como gordura animal, 6leos
ndo comestiveis e 6leos residuais tem ganho importancia. Contudo, sua alta viscosidade, menor
disponibilidade e uso em inddstrias como fonte de biolubrificantes tem como problema a
dificuldade de autossuficiéncia dessas matérias primas alternativas para a producdo de
biodiesel. Logo, a mistura de 6leos comestiveis e ndo comestiveis surge como uma forma de
superar esses problemas e de diversificar as matérias primas utilizadas (GUPTA et al., 2016;
ALMEIDA et al., 2015; AZOCAR et al., 2010).

A transesterificacdo de uma mistura de 0leos ja foi reportada para casos onde foi utilizado
catalisadores basicos. Como por exemplo, Macedo et al. (2009) estudou a transesterificacdo
com metanol da mistura contendo 6leos de mamona e babacu utilizando KOH como catalisador.
Barbosa et al. (2010) e Milli et al. (2011) também analisaram a producdo de biodiesel utilizando
KOH como catalisador e metanol como aceptor de grupo acila, mas, nesses casos, utilizou-se a
mistura de 6leo de soja com 6leo de mamona e a mistura de sebo bovino com éleo de canola
ou algoddo, respectivamente, como matéria prima. Ja Qiu et al. (2011), Ponte et al. (2012),
Mouraet al. (2012) e Almeida et al. (2015) estudaram a transesterificacdo metandlica utilizando
NaOH como catalisador. As misturas analisadas foram: 6leo de soja e 6leo de colza; 6leo de
mamona e 6leo de algoddo ou canola; 6leo de mamona e soja; e 6leo residual de peixe, 6leo de
palma e Oleo de fritura, respectivamente. Gupta et al. (2019) estudaram a transesterificacdo com
KOH e metanol de uma mistura contendo 6leo de palma, 6leo de linhaca, 6leo de Millettia
pinnata e Oleo de Citrullus colocynlis. Tavares et al. (2017) também utilizaram a
transesterificagdo utilizando KOH como catalisador e metanol, mas a mistura utilizada foi sebo
bovino e dleo de fritura. Por fim, Fadhil et al. (2017) analisaram a transesterificacdo metandlica
da mistura de 6leo residual de peixe e éleo de mamona com diferentes catalisadores, como
NaOH, KOH e CH3ONa.

Ja para o caso da transesterificacdo enzimatica envolvendo mistura de 6leos foram
encontrados apenas os trabalhos de Pizarro & Park (2003), Az6car et al. (2010) e Véras et al.
(2011).

Pizarro & Park (2003) analisaram a utilizagéo da terra de branqueamento proveniente do
processo de refino de 6leo vegetal bruto para a producdo de biodiesel. Os residuos de 6leo
presentes nesse material, aproximadamente 30% em peso, foram extraidos com hexano. Nesse
estudo foi utilizado uma solucdo de enzimas de Rhizopus oryzae como catalisador. As
condicGes operacionais analisadas nesse estudo foram o teor de enzimas (40, 60, 100, 140, 180,
200, 225 e 250 1U/ml), o teor de agua presente na amostra (15, 25, 33, 50, 75 e 100%) e a razao
molar metanol:6leo (1:1, 2:1, 3:1, 4:1 e 1:6). A caracterizacdo da amostra foi realizada
utilizando cromatografia gasosa acoplada a detector FID. A conversdo maxima de,
aproximadamente, 50%, foi obtida utilizando 200 1U/ml de catalisador, com 75% de agua
adicionada ao processo e razdo molar 1:4 a 37 °C, 175 rpmem 72 h.

Ja no trabalho de Azocar et al. (2010), foi utilizado uma mistura de 6leo de soja com 6leo
de colza para a producdo de biodiesel com metanol e Novozyme 435 como catalisador. Foi
realizado um planejamento experimental afim de analisar e otimizar a influéncia da
porcentagem de 6leo de fritura na mistura (0-100%), a razdo molar de metanol para 6leo (1,5-
4,5 mol/mol), temperatura da reacdo (35-55 °C) e massa de biocatalisador (3-15 % m/m). As
reacOes foram realizadas em frascos contendo 1 mL de 6leo a 200 rpm e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas foi utilizada para analise do teor de ésteres no biodiesel. A
condicdo 6tima foi a que utilizou apenas 06leo de fritura (mistura com 100% de 6leo de fritura),
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razdo de metanol:6leo de 3,8:1, 15% de catalisador em massa e 44,5 °C, levando a uma
conversdo de quase 100 %. Nesse estudo observou-se que, quanto maior o teor de 6leo de fritura
na mistura maior a conversdo, porém foi possivel obter biodiesel dentro das normas com
misturas contendo 60% de 6leo de fritura. O modelo representativo gerado pelo processo
constou que, com 95% de confianca, todos os termos lineares e quadraticos relativos as
varidveis estudadas foram significativos, além dos termos de interacdo entre porcentagem de
6leo de fritura e razdo molar de substratos, porcentagem de Oleo de fritura e teor de
biocatalisador, e razdo molar de substratos e temperatura.

Por ultimo, o residuo do refino do dleo de palma e da industria de processamento de
frangos foram utilizados por Véras et al. (2011) para produzir biodiesel utilizando etanol e a
Novozyme 435. As condicdes utilizadas foram uma mistura com 50% de cada material, 60 °C,
400 rpm e razdo etanol:6leo de 5:1. A sintese de biodiesel foi realizada em um reator onde a
temperatura e agitacdo foram controlados por software do proprio reator e o teor de ésteres
metilicos foi medido a partir de analises em HPLC. Além disso, foi analisada a influéncia do
teor de catalisador variando de 1-15%. A melhor converséo obtida foi de 95% com 10% em
peso de catalisador.

2.6 Consideraces Sobre a Revisdo Bibliografica

A partir da revisao bibliografica observou-se que estudos envolvendo misturas de 6leos e
catalise basica ainda séo escassos e sdo ainda mais raros os trabalhos envolvendo misturas de
Oleos e transesterificacdo enzimatica. Como resultado da revisdo, ndao foram encontrados
trabalhos envolvendo a producdo de biodiesel a partir da mistura de dleo de soja e 6leo de
fritura.

A maioria dos trabalhos apresentados ndo geraram modelos representativos do processo
de producdo em funcdo das suas variaveis significativas.

Com isso, nesta dissertacdo optou-se por analisar a transesterificacdo enzimatica,
utilizando a Novozyme 435, da mistura de 6leo de soja com 6leo de fritura residual.
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3 MODELAGEM CINETICA

A cinética da reacdo de transesterificacdo tem sido estudada por diversos pesquisadores,
com o foco principal na modelagem da taxa de reacdo. As taxas de reacdo desenvolvidas tém
grande importancia para o projeto de reatores para a produgéo de biodiesel.

Muitos trabalhos utilizam o mecanismo Ping Pong Bi Bi para descrever a acao catalitica
das lipases considerando ou nédo a inibicdo por metanol e/ou por glicerol (HALIM &
KAMARUDDIN, 2008; MAGALHAES, 2010; CHESTERFIELD et al., 2012; BASRI et al.,
2013; GOFFERIJE et al., 2014; AZOCAR et al., 2014). O termo Ping Pong esta relacionado ao
mecanismo em que o primeiro substrato se liga ao sitio ativo e, em seguida, ocorre a liberacéo
do primeiro produto para que entdo ocorra a entrada do segundo substrato e, por fim, a liberagéo
do segundo produto. Para essa aplicacdo sdo necessarios muitos experimentos variando a
concentracdo dos dois substratos e, consequentemente, muitas analises para se obter as
constantes cinéticas, tornando o processo mais trabalhoso e dispendioso (MAGALHAES,
2010). Devido a isso, esse trabalho sugere dois outros modelos para descrever a cinética desta
reacdo que, a principio, ainda ndo foram propostos para representar a transesterificacdo
enzimatica, mas que ja foram utilizados para descrever a transesterificagdo utilizando
catalisadores heterogéneos quimicos.

3.1 Modelo de Lei das Poténcias

De forma geral, 0 mecanismo da reacédo de transesterificacdo pode ser ilustrado de acordo
com as rea¢fes mostradas na Equagdes 1, 2 e 3. Primeiramente, o triglicerideo (TG) reage com
um alcool de cadeia curta (ROH), produzindo uma molécula de diglicerideo (DG) e uma de
biodiesel (BD). Em seguida, a molécula de diglicerideo gerada na reagdo anterior reage com
mais uma molécula de alcool, produzindo uma molécula de monoglicerideo (MG) e mais uma
molécula de biodiesel. Por fim, a molécula de monoglicerideo reage com outra molécula de
alcool formando glicerol (GL) e mais uma molécula de biodiesel. Todas as 3 etapas séo
consideradas reversiveis; por isso, todas possuem uma constante cinética relativa a reacdo direta
e outra relativa a reacédo inversa, sendo representada como K e Kz para a reacéo 1, Kz e K4 para
areacdo 2 e Ks e Ke para a reagdo 3, respectivamente.

K

TG + ROH fZ_’l DG + BD (1)
2
K3

DG +ROH S’ MG +BD (2)
K4
K

MG +ROH S°GL+BD (3)
K

6

A partir das reacdes ilustradas nas Equag0es 1, 2 e 3, tem-se a reacdo global, onde uma
molécula de triglicerideo reage com trés moléculas de alcool gerando uma molécula de glicerol
e trés de biodiesel, que esta ilustrada na Equacdo 4. Essa reacdo também e reversivel e, por isso,
possui uma constante cinética para a reacéo direta (ki) e uma constante para a reacao inversa

(k-9).
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k
TG+3ROH & GL+3BD (4)

-t

Jé foi observado que as concentracOes de diglicerideos e monoglicerideos séo baixas e
praticamente constantes no meio reacional ao longo do tempo se comparadas as concentracoes
de alcool, oleo, ésteres e glicerol, o que indica que as reacdes intermediarias sdo rapidas
(FIRDAUS et al., 2016; KROUMOV et al., 2007). Com isso, pode-se considerar a reacao
global como representante Unica da transesterificagdo a ser utilizada para os célculos cinéticos.
De acordo com a Lei das Poténcias, a velocidade de uma reacgéo é diretamente proporcional ao
produto das concentragdes molares dos reagentes elevadas a expoentes. Se considerarmos a
reacao como elementar, as ordens parciais coincidem com os coeficientes estequiométricos da
reacdo (BALL, 2002). Entéo, considerando a reversibilidade da reacdo, a taxa de reacédo (r) em
relacdo ao consumo dos reagentes pode ser descrita pelas Equacdes 5 e 6.

r=k,x [TG] x [ROH]® — k. x [BD]? x [GL] (5)
Sendo:
_d[Tq] 6
r=- (6)
sendo 591 5 variacdo da concentracdo de triglicerideos em funcdo do tempo, considerando um

dt
reator batelada a volume constante.

O termo relativo a variacao da concentracdo de triglicerideos € negativo, visto que essas
concentrag¢fes diminuem ao longo do tempo, pois 0 mesmo esta sendo consumido.

Os trabalhos de Al-Shakkari et al. (2017) e Shu et al. (2019) analisaram a aplicacéo do
modelo da Lei das Poténcias para descrever a transesterificacdo de o6leos utilizando
catalisadores heterogéneos quimicos.

Al-Sakkari et al. (2017) utilizaram o0 modelo cinético da Lei das Poténcias para descrever
a transesterificacdo do dleo de soja, utilizando o pé residual do forno utilizado na producdo de
cimento, como catalisador heterogéneo. Os pardmetros cinéticos obtidos foram 0,001 mol3
L3 h para a reacdo direta e 0,1708 mol L*® h para a reagdo inversa. O modelo cinético
ajustado apresentou um coeficiente de determinacao de 0,9621 quando a rea¢do foi considerada
reversivel, demonstrando um bom ajuste aos dados experimentais.

Shu et al. (2019) estudaram a reacdo de esterificacdo do acido oleico em diferentes
temperaturas, raz6es molares alcool:6leo e massas de catalisadores, utilizando nanotubos de
carbono impregnado com é&cido sulfarico concentrado como catalisador. O coeficiente de
determinacdo para os modelos cinéticos obtidos foi maior que 0,92 para a maioria dos testes
feitos. Por exemplo, usando uma razdo molar de metanol para &cido oleico de 6:1, 0,5% de
catalisador e 7 h de reagdo a 65 °C foram obtidos 8,5x10* mol™* L h'! e 4,25x10* mol* L h'
como paré@metros cinéticos para as reagdes direta e inversa, respectivamente.

3.2 Mecanismo Eley-Rideal

O mecanismo de Eley-Rideal é, geralmente, utilizado para descrever a catélise
heterogénea. Neste caso, um dos substratos e adsorvido quimicamente no sitio ativo e, no seu
estado ativado, reage com o segundo substrato (HAGEN, 2006). Nos trabalhos encontrados
utilizando o mecanismo de Eley-Rideal para descrever a reacao de transesterificacdo, considera-
se 0 alcool como substrato a ser adsorvido no sitio ativo e, em conseguinte, o triglicerideo reage
com o sitio ativo no seu estado ativado (complexo formado entre o sitio ativo e o alcool).
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Essa descricdo é similar ao que acontece na reagdo de transesterificacdo enzimatica
descrita na secdo 2.4.1 do Capitulo 2 do presente trabalho; porém, neste caso, o triglicerideo é
o substrato adsorvido no sitio ativo. Com isso, de forma an&loga ao demonstrado por Al-Sakkari
et al. (2017), o mecanismo sugerido para Eley-Rideal é ilustrado, em seguida, por trés reacoes
de equilibrio apresentadas nas Equacdes 7, 8 e 9. Primeiramente, o triglicerideo (TG) é
adsorvido pelo sitio ativo (S) gerando o complexo triglicerideo-sitio ativo (TGS). Em seguida,
ocorre a reacdo superficial, onde as moléculas de alcool (ROH) reagem com o complexo ativado
(TGS) formando as moléculas de metil éster (FAME) e o complexo glicerol- sitio ativo (GLS).
Por fim, ocorre a dessorc¢do do glicerol (GL), restaurando o sitio ativo (S).

TG+ S s TGS (7
TGS +3 ROH S GLS + 3 FAME (®)
GLS s GL+S )

Com isso, as taxas de reacdo do modelo estdo descritas nas Equagfes 10, 11 e 12. A
Equacdo 10 representa a adsor¢do do triglicerideo no sitio ativo do catalisador, sendo Kad € Kad-
as constantes cinéticas das reacBes direta e inversa de adsorcdo do triglicerideo,
respectivamente, e Ctg, Cv € Cres as concentracdes de triglicerideo, de sitios ativos disponiveis
e do complexo triglicerideo-sitio ativo, respectivamente. O segundo passo, Equacdo 11,
representa a reacdo superficial, que é considerada a etapa limitante, onde ks e ks. sdo as
constantes cinéticas direta e inversa da reacdo superficial, respectivamente, e, Ctgs, CroH,
Crame € CoLs s80 as concentracdes de complexo triglicerideo-sitio ativo, de alcool, de metil
ésteres e do complexo glicerol-sitio ativo, respectivamente. J& a Ultima etapa representada na
Equacdo 12, tem-se a dessorcdo do glicerol do sitio ativo do catalisador, sendo kq € Kg- as
constantes cinéticas das reacOes direta e inversa de dessorcéo de glicerol, respectivamente, e
CoaLs, CaoL e Cv as concentracBes do complexo glicerol-sitio ativo, de glicerol e de sitios ativos
disponiveis, respectivamente.

Tad = Kag X Crg X Cy — Kag X Crgs (10)
1y =k, X Crgs X Cion — ke * Ciame * Cors (11)
rg =kg x Cgrs — kg x CgL X Cy (12)

A partir da Equacéo 10, da taxa de reacdo de adsorgédo, pode-se obter a Equacéo 13.
Além disso, assume-se que a reacao direta é rapida e sua constante possui um alto valor, sendo
K’ad a razéo entre as constantes direta e inversa da reagdo de adsorcao, Equacéao 14.

Crgs = E;d x Crg x Cy (13)
' d

As mesmas consideragdes sdo feitas para a reagéo de dessorcéo, Equacéo 12, obtendo-
se, entdo, a Equacéo 15 e 16.

1

Cors = = *CgL * Cy (15)
K

Kg=— (16)
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Aplicando o balanco de massa para os sitios ativos, onde a concentracéo total de sitios
ativos (CT) é obtido a partir da soma da concentracdo de sitios ativos disponiveis (CV),
concentracdo de sitios ativos no complexo triglicerideo-sitio ativo (CTGS) e concentracdo de
sitios ativos no complexo glicerol-sitio ativo (CGLS), tem-se a Equacdo 17. Em seguida,
substituindo as EquagOes 13 e 15, tem-se a Equacéo 18.

Cr=Cy+Crgs +Cars (17)
Cy = . 1 (18)
<1+KadXCTG+ ; ><CGL>
Kq

Substituindo a Equagéao 18 na equacéo de taxa da reacdo superficial, Equacdo 11, tem-se
a forma final da taxa de reacdo, Equacéo 19.

1 3 n 3
K xCrg *xCron — K *xCqr % Ciame

Iy = 1 (19)
<1 +Kag X Crg + = % CGL>
Ky
sendo
K‘ = kS X K‘ad X CT (20)
W ke
K = _S. X Ct (21)

Apos revisdo da literatura, foram encontrados os trabalhos de llgen & Akin (2012), Van
de Steene et al. (2012), Al-Sakkari et al. (2017) e Risso et al. (2018) que ja utilizama o modelo
de Eley-Rideal para estudo da cinética da reacdo da reagdo de transesterificacdo e em alguns
casos compararam este modelo a outros.

Ilgen & Akin (2012) estudaram a cinética da producédo de biodiesel a partir de 6leo de
canola e metanol utilizando dolomita como catalisador através do mecanismo de Eley-Rideal.
Os parametros obtidos foram 5,794x10* L2 mol-1 gear> min™ para a constante de taxa de reacio
e 0,15072 L mol para a adsorc&o de metanol. O modelo obtido apresentou um ajuste de 0,9774
aos dados experimentais.

Van de Steene et al. (2012) estudaram o mecanismo de Eley-Rideal para a reacdo de
transesterificacdo do etil acetato com metanol, utilizando o catalisador comercial Lewatit
K1221. Os autores sugeriram dois mecanismos, um considerando a adsor¢do do acetato no sitio
ativo e outro considerando a adsorcao do alcool. Os dois modelos apresentaram bom ajuste da
curva, porém o modelo que considerava a adsor¢do do metanol na superficie do catalisador foi
0 que resultou em uma menor soma dos quadrados dos erros (27). Ja 0 mecanismo considerando
a adsorc¢do do acetato apresentou uma soma residual dos quadrados de 35. Esse estudo também
comparou 0 mecanismo de Eley-Rideal com o mecanismo de Langmuir—Hinshelwood,
mecanismo aonde os dois substratos sdo adsorvidos no sitio ativo e ai entdo reagem entre si,
porém este apresentou uma maior soma dos quadrados dos erros (48). O modelo baseado no
mecanismo de Eley-Rideal considerando adsorcdo de metanol apresentou os parametros
cinéticos de 0,259x10° m® Kkgear? mol? s, 50,190 kJ mol*? e 0,015x10° m3 mol*? para a
constante de taxa da reacdo, energia de ativacdo e adsor¢do do metanol, respectivamente.

Além do modelo cinético da Lei das Poténcias, Al-Sakkari et al. (2017) também
estudaram o modelo cinético obtido a partir do mecanismo de Eley-Rideal. Foi sugerido um
modelo considerando a reacgdo irreversivel e um considerando a reversibilidade da reacéo.
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Entdo, observou-se que a modelo reversivel de Eley-Rideal (R2=0,9908) apresentou melhor
ajuste que o modelo irreversivel de Eley-Rideal (R?2=0,6339). Além disso, este modelo também
apresentou um ajuste melhor que o modelo obtido a partir da Lei das Poténcias (R?=0,9621).
Também foi feita uma comparacao entre a soma dos quadrados dos erros dos modelos estudados
e 0 modelo de Eley-Rideal foi o que apresentou o menor valor, confirmando-se como o0 modelo
de melhor ajuste dentre os apresentados. Os parametros cinéticos obtidos para o modelo de
Eley-Rideal considerando a reacdo reversivel foram 0,6731 mol® L3 h para a reacio direta,
139,3176 mol® L h'! para a reacdo inversa, 1,6750 mol® L2 para a adsorcdo de alcool e,
0,3740 mol L para a dessorcéo de glicerol.

Risso et al. (2018) estudaram a utilizacdo de catalisadores produzidos a partir de cascas
de ovos, conchas de ostras e moluscos para producdo de biodiesel utilizando 6leo de soja e
metanol. Nesse caso, foi proposto o mecanismo de Eley-Rideal, porém considerando a
concentracdo de metanol constante devido & alta razdo molar e a reagdo superficial como
irreversivel. De acordo com os autores, os modelos gerados tém boa concordancia com os dados
experimentais. Usando a casca de ovo calcinada, o parametro cinético relativo a reacao
superficial obtida foi de 1,2 g™* L min, o parametro cinético relativo a adsor¢do de metanol foi
de 0,6 L mol™ e o pardmetro cinético relativo a dessorcdo de glicerol foi de 82,2 L mol™?. Os
dados experimentais e a representacdo do modelo para o uso da casca de ovo como catalisador
podem ser observados na Figura 8.
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Figura 8. Dados experimentais (simbolos) e modelo cinético (linhas) da transesterificacdo do
6leo de soja com metanol utilizando casca de ovo como catalisador. OVC: cascas de ovos
moidas e calcinadas. OVULCX: cascas de ovos moidas submetidas a irradiacdo de ultrassom
por x horas. (Adaptado de Risso et al., 2018)

Apesar de ndo terem sido encontrados trabalhos relacionando a transesterificacdo
enzimatica com os modelos cinéticos propostos, estes modelos apresentaram boa correlagéo de
dados para estudos de transesterificagdo utilizando outros tipos de catalisadores heterogéneos.
Devido a isso, estes modelos foram sugeridos para relacionar os dados da transesterificacdo
enzimatica.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados neste trabalho, assim como a
metodologia aplicada durante os experimentos. Primeiramente, foi utilizada uma unidade
experimental localizada no Laboratdrio de Termodindmica Aplicada e Biocombustiveis
(LTAB), localizado no Departamento de Engenharia Quimica, Instituto de Tecnologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Esta unidade tinha como proposito produzir
biodiesel, utilizando matéria prima alternativa e catalisador biolégico. As analises do produto
obtido foram feitas no Laboratério de Produtos Naturais 4 e Servico de Métodos Analiticos do
Instituto de Tecnologia em Farmacos, localizados na Fundacgdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, RJ).

4.1 Materiais

O oleo de fritura utilizado neste trabalho foi doado por restaurantes locais. Ja o 6leo de
soja refinado foi comprado em mercado local. A enzima utilizada como catalisador foi a
Novozyme 435, gentilmente doada pela Novozymes Latin America Ltda. Trata-se de uma
triacilglicerol lipase (E.C.3.1.1.3) inespecifica, extraida da Candida antarctica imobilizada em
resina acrilica macroporosa.
Os reagentes quimicos utilizados para a realizacdo dos experimentos que compdem essa
dissertacdo foram:
e Alcool metilico P.A., 99,8% de pureza, Isofar Inddstria e Comércio de Produtos
Quimicos Ltda;
e Alcool etilico P.A., 99,5% de pureza, Isofar Industria e Comércio de Produtos Quimicos
Ltda;
Eter etilico P.A., Vetec Quimica Fina Ltda;
Fenolftaleina pura, Vetec Quimica Fina Ltda;
Hidréxido de sédio P.A., Vetec Quimica Fina Ltda;
Complexo trifluoreto de boro-metanol, Sigma Aldrich;
Hexano P.A., Isofar Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda e
Sulfato de sodio anidro P.A., Vetec Quimica Fina Ltda.

4.2 Metodologia Experimental

Um fluxograma apresentando todas as etapas experimentais conduzidas para o processo
de producéo de biodiesel através da transesterificacdo enzimatica a partir da mistura de 6leos é
apresentado na Figura 9. O fluxograma é composto pelas etapas de caracterizacdo dos 6leos
utilizados, preparo das misturas, reacdo de transesterificacdo, separacao de fases, recuperacao
das lipases e caracterizacdo do produto final.

4.2.1 Caracterizacdo das matérias primas

Primeiramente, o 6leo residual de fritura foi filtrado para que as impurezas provenientes
do processo de coccdo de alimentos fossem removidas. A partir disso, o 6leo de soja refinado
e 0 Oleo de fritura foram analisados, a fim de determinar suas caracteristicas fisico-quimicas,
como indice de acidez, viscosidade cinematica, massa especifica, teor de agua e perfil de acidos
graxos. Cada andlise necessaria a caracterizacdo dos mesmos € descrita detalhadamente a
seguir.
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Figura 9. Fluxograma das Etapas Experimentais conduzidas para o Processo de Producdo de
Biodiesel

4.2.1.1 Indice de acidez

O indice de acidez (IA) para Oleos e gorduras é definido como o nimero de mg de
hidroxido de potassio (KOH) necessario para neutralizar os acidos graxos livres de um grama
de amostra. Um alto indice de acidez nas matérias primas indica a baixa qualidade do 6leo que
pode ser devido aos problemas no processamento e/ou na armazenagem, Visto que O
aquecimento e a luz sdo responsaveis por acelerar a hidrolise dos glicerideos presentes nos 6leos
(CHHETRI et al., 2008).

O procedimento foi realizado de acordo com a norma Cd 3d-63 da American Oil
Chemists’ Society (AOCS). Neste procedimento, cerca de 5 g de 6leo foram diluidos em 50 mL
de uma solucéo contendo alcool etilico e éter etilico, na proporcdo de 1:1. Esta solucéo foi,
entdo, titulada com KOH 0,1M, utilizando uma solucédo de fenolftaleina 1% em alcool (duas ou
trés gotas) como indicador. Previamente, foi feita a titulacdo apenas do solvente e indicador
(branco) para a minimizagédo de erros experimentais.

O indice de acidez e calculado a partir do volume de solugcdo de KOH utilizado para

neutralizar a amostra através da Equacéo 22.
IA (g KOH/g)= Cxon x (V, me) X MMgon (22)
sendo Va o volume da solucdo de KOH (mL) utilizado na titulagdo da amostra, Vb o volume
da solugdo de KOH (mL) utilizado na titulagdo do branco, C a concentragdo molar da solugéo
titulante, MMkon a massa molar do hidroxido de potassio (56,11 g/gmol) e m a massa da
amostra (g).
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4.2.1.2 Viscosidade

A viscosidade é a medida da expressao da resisténcia do fluido ao escoamento, ou seja,
ao deslocamento de parte de suas moléculas sobre moléculas. A medicdo da viscosidade foi
realizada em um Reémetro HAAKE RheoStress 1, localizado no Laboratério de Escoamento
de Fluidos DEQ/IT/UFRRJ.

4.2.1.3 Massa especifica

A massa especifica € uma grandeza fisica definida como a massa por unidade de volume
de uma sustancia em uma temperatura especifica. Neste trabalho, a medida experimental da
massa especifica foi realizada utilizando um densimetro digital (Gehaka, modelo DSL 920),
com * 0,0001 g/cm? de incerteza.

4.2.1.4 Perfil de &cidos graxos

As amostras de 6leo foram derivatizadas utilizando o método do trifluoreto de boro. O
processo de derivatizacdo é feito para que se possa avaliar a composi¢do dos 6leos em fungédo
dos éacidos graxos, ja que a adicdo direta dos 6leos pode danificar a coluna cromatogréfica.

Primeiramente, pesou-se 50 mg da amostra de 6leo em um baldo de 50 mL, depois
adicionou-se 10 mL da solucdo metandlica de hidroxido de sédio (0,5 M). O baldo foi
adicionado a um condensador e deixou-se em refluxo por 10 min. Entdo, adicionou-se 5 mL do
complexo trifluoreto de boro e deixou-se em ebuli¢cdo por mais 2 min. Por fim, 5 mL de hexano
foram adicionados ao balédo e, ap6s 1 min de ebulicdo deixou-se a amostra esfriar naturalmente.
A amostra foi transferida para um baldo de separacédo e adicionou-se uma solucéo saturada de
NaCl para acelerar a separacdo de fases. Separou-se a fase superior em um béquer e uma
espatula de Na2SO4 anidro foi adicionada para remover qualquer trago de dgua. A fase orgénica
foi filtrada, utilizando um filtro seringa e reservada para posterior analise cromatogréafica.

A andlise cromatogréafica foi feita utilizando um cromatdgrafo de fase gasosa Hewlett-
Packard 6890 equipado com uma coluna Agilent 122-1831 modelo DB-17HT (30 m de
comprimento x 0,25 mm x 0,15 um de espessura de filme) acoplado a um espectrometro de
massas (CG-EM). A composicao do dleo foi caracterizada por comparacdo dos espectros de
massa na biblioteca do aparelho (Wiley Library Software 7N). As condi¢des de operacdo
cromatograficas foram as seguintes: temperatura inicial do forno de 110 °C, taxa de
aquecimento de 5 °C/min, temperatura final de 365 °C, temperatura do injetor de 250 °C,
temperatura do detector de 250 °C, tempo inicial de 10 min, tempo final de 35 min, split 1:50,
H> como gés de arraste com vazao de 1 mL/min e volume de injecéo de 2 pL.

As anélises cromatogréaficas foram realizadas para identificar os componentes presentes
nos 6leos com suas respectivas quantidades proporcionais. A partir da composi¢do quimica
obtida em determinado 0leo, foi possivel determinar seu peso molecular médio. De acordo com
Pighinelli (2007), o peso molecular dos 6leos pode ser calculado com base na composi¢do em
acidos graxos dos 0leos demonstrados pela Equacéo 23.

n

MMgjeo =3 X Z(Xi x MM;) + MMg — 3 x MM;gua (23)
i=1

sendo MMegieo 0 peso molecular do 6leo em g/mol, X; a quantidade do acido graxo i na amostra,

MMi; o peso molecular do acido graxo i em g/mol, MMg 0 peso molecular de uma molécula de
glicerol e MMagua o peso molecular da agua perdida na formacéo dos triglicerideos.

29



4.2.2 Planejamento de experimentos

A metodologia que combina o planejamento fatorial com a anélise de superficies de
respostas esta fundamentada na teoria estatistica. Essa metodologia tem como vantagem uma
reducdo no nimero de experimentos, sendo os fatores analisados simultaneamente e, com isso,
torna-se possivel otimizar mais de uma resposta ao mesmo tempo (RODRIGUES & IEMMA,
2009). Com isso, a conversao reacional da producdo de biodiesel foi avaliada, a partir de um
planejamento experimental, para analisar a influéncia de cada variavel independente na variavel
dependente, conversdo, e para determinar as condi¢cdes operacionais 6timas do processo. As
varidveis avaliadas estatisticamente foram a quantidade de catalisador (lipase), teor de 6leo de
fritura na mistura de 6leos e tempo de reagdo. Na Tabela 5, pode-se observar os fatores e niveis
selecionados para o planejamento experimental proposto.

Tabela 5. Variaveis e niveis correspondentes ao planejamento de experimentos

o _ Niveis
Variaveis Caodigo
-1,68 -1 0 +1 +1,68
% enzima X1 5 8 12,5 17 20
% Oleo de fritura X2 0 20 50 80 100
Tempo (h) X3 4 5,2 7 8,8 10

O planejamento adotado foi o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR),
sendo um fatorial completo 23, incluindo 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central,
totalizando 17 experimentos que estdo ilustrados na Tabela 6. A variavel dependente escolhida
como resposta foi a conversao de ésteres metilicos.

Tabela 6. Matriz do DCCR para a realizacdo dos experimentos de producdo de biodiesel

Niveis das Variaveis Independentes Niveis Reais das Variaveis
. Codificados Independentes

Ensaio —— 0 Oleode  Tempo . 0 Oleo de Tempo
Lipase ) givraoey () SP2® ) fritura©e)  (hmin)

1 -1 -1 -1 8 20 05:12
2 -1 -1 1 8 20 08:48
3 -1 1 -1 8 80 05:12
4 -1 1 1 8 80 08:48
5 1 -1 -1 17 20 05:12
6 1 -1 1 17 20 08:48
7 1 1 -1 17 80 05:12
8 1 1 1 17 80 08:48
9 -1,68 0 0 5 50 07:00
10 1,68 0 0 20 50 07:00
11 0 -1,68 0 12,5 0 07:00
12 0 1,68 0 12,5 100 07:00
13 0 0 -1,68 12,5 50 04:00
14 0 0 1,68 12,5 50 10:00
15 0 0 0 12,5 50 07:00
16 0 0 0 12,5 50 07:00
17 0 0 0 12,5 50 07:00
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As condicdes operacionais escolhidas foram feitas baseando-se na revisdo bibliogréfica,
apresentada no Capitulo 2, visando principalmente os estudos que utilizaram um dos 06leos
escolhidos como matéria prima para este trabalho e que utilizaram a mesma enzima de interesse.

4.2.3 Procedimento experimental

A reacdo de transesterificacdo enzimatica foi conduzida utilizando uma mistura de 6leo
de soja refinado com oleo de fritura residual, lipase como catalisador e metanol como aceptor
de grupo acila. O esquema do aparato experimental utilizado, localizado no Laboratério de
Termodindmica Aplicada e Biocombustiveis, pode ser observado na Figura 10. Este sistema é
composto por um agitador magnético, um tubo de ensaio e um banho térmico.

40°C O

(a) (b)
Figura 10. Esquema ilustrativo do aparato experimental para a reagdo de transesterificagéo
enzimatica, sendo (a) agitador magnético e (b) banho termostatico

Primeiramente pesou-se, aproximadamente, 2 g da mistura de 6leos em um tubo de ensaio
e depois adicionou-se metanol em uma razdo molar de 6leo para alcool de 1:3. Posteriormente,
adicionou-se a massa de lipase necesséaria, de acordo com o planejamento de experimentos, no
tubo de ensaio com o auxilio de um funil de vidro. A temperatura do sistema foi mantida a
40 °C, utilizando um banho maria com circulacdo externa de agua (Novatecnica — modelo NT
249), sob agitacdo de 350 rpm, utilizando o agitador magnético Fisatom (modelo 752A). Ap6s
0 tempo experimental estabelecido previamente, a reacdo foi interrompida retirando o tubo de
ensaio do aparato experimental.

Para a separacdo da fase de metil ésteres, a amostra foi centrifugada em uma centrifuga
(Daiki — Modelo 80-2B) por 10 min a uma velocidade 2500 rpm. Foram retiradas aliquotas da
fase superior que seguiram para analises posteriores.

4.2.4 Caracterizacéo do produto

O produto obtido foi analisado por cromatografia gasosa para avaliar seu enquadramento
nas normas vigentes.
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4.2.4.1 Cromatografia gasosa

Para a quantificacdo dos ésteres de acidos graxos presentes nas amostras, transferiu-se
250 mg da amostra para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com n-
hexano. A solucéo foi entdo injetada em um cromatdgrafo gasoso para a analise da converséo
em esteres metilicos. A analise cromatografica foi feita utilizando a mesma metodologia
descrita no item 4.2.1.4 deste trabalho, porém, neste caso, o cromatografo de fase gasosa
Hewlett-Packard 6890 foi acoplado a um detector de ionizacéo de chamas (CG-FID).

A conversdo em ésteres metilicos foi determinada a partir da analise cromatografica para
cada um dos ensaios realizados e foi definida como a soma das porcentagens dos ésteres
metilicos, identificados e quantificados através de analise cromatogréfica.

4.2.5 Reutilizagdo da enzima

Uma das grandes vantagens de utilizar uma enzima imobilizada é que esta pode ser
recuperada e reutilizada. Apds realizados os experimentos do planejamento experimental,
foram conduzidos experimentos, de forma a testar a capacidade de reutilizacdo da lipase
estudada. Como resultado, espera-se avaliar novamente a conversdo em ésteres, visando avaliar
a capacidade de reuso dessa enzima.

Para esses experimentos, a temperatura foi mantida a 40 °C e a razdo molar alcool 6leo
foi mantida a 1:3. As condicdes experimentais de tempo de reacdo, teor de 6leo de fritura na
mistura e quantidade de enzima foram as condicGes 6timas obtidas a partir do planejamento
realizado anteriormente. ApGs cada reacdo de reutilizacdo, o biocatalisador imobilizado foi
lavado trés vezes com hexano P.A. e, em seguida, filtrou-se a vacuo a suspensdo obtida. Os
resultados e comparac@es sdo apresentados no capitulo de resultados e discussoes.

4.2.6 Estudo cinético

Além do estudo do planejamento de experimentos, que visa avaliar os efeitos das
variaveis do processo e maximizar a conversdo da reacdo, foi feito também um estudo da
modelagem matematica da cinética da reacéo.

Para a analise da cinética de reacdo, novamente as condi¢des operacionais levaram ao
melhor resultado de conversdo foram escolhidas. Foi feito um experimento para cada tempo de
reacdo, evitando assim a alteracdo no volume de controle, caso fossem necessarios tirar
aliquotas durante a reacdo. Entdo, todos os experimentos foram realizados ns mesmas condicdes
de temperatura, razdo molar alcool:6leo, porcentagem de mistura de éleo e quantidade de
catalisador, de acordo com o experimento do planejamento que gerou o melhor resultado,
alterando-se apenas o tempo de reacao.

Os modelos utilizados foram descritos no capitulo 3 do presente trabalho. Os parametros
cinéticos foram obtidos atraves de ajuste do modelo aos dados experimentais, utilizando um
estimador de parametros, visando a minimizacao da funcéo objetivo, representada na Eq 24. Os
modelos foram analisados usando testes estatisticos, a fim de avaliar sua aplicabilidade e
confiabilidade.

N
2
FO= Z(Ycalc'Yexp) (24)
i=1
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados das etapas propostas neste
trabalho, como a caracterizacdo das matérias primas, analise do planejamento de experimentos
envolvendo os pardmetros operacionais da producdo de biodiesel, a analise da capacidade de
reutilizacdo do biocatalisador empregado, bem como o estudo cinético da reacao pertinente ao
processo de producdo de biodiesel.

5.1 Caracterizacdo da Matéria Prima

As amostras de 6leo foram submetidas ao processo de derivatizacdo, a fim de determinar
a composicao de cada 6leo. O perfil de acidos graxos presentes em cada uma das amostras foi
obtido a partir da identificacdo dos acidos graxos e seu teor na amostra, através de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Na Tabela 7 estdo apresentados os acidos graxos
presentes na amostra e o percentual relativo de cada componente, tanto no 6leo de soja quanto
no 6leo de fritura e na mistura com 50% de cada matéria prima. Além disso, 0s cromatogramas
dos bleos de soja e de fritura obtidos através de CG-EM estdo apresentados em anexo.

Tabela 7. Composi¢do dos &cidos graxos presentes nas matérias primas

o Eérmula Massa Oleq de C)I_eo de Mistura
Acido graxo molecular molar soja fritura 50%

% molar % molar % molar
Palmitico C16H3202 256,43 10,76 14,30 12,41
Palmitoleico C16H3002 254,414 - 0,57 0,34
Oleico C18H3402 282,468 33,54 39,02 36,11
Linoleico C1sH3202 280,452 48,83 41,65 45,37
Linolénico Ci18H3002 278,436 5,97 3,64 4,93
Eicosandico C20H4002 312,538 0,54 0,50 0,52
Behénico C22H1402 340,592 0,35 0,31 0,32

A composicdo do 6leo de soja e o teor de cada um dos acidos obtidos estdo de acordo
com os resultados obtidos por Tacias-Pascacio et al. (2017), Nie et al. (2015), Wang et al.
(2015), Cerverd et al. (2014), Haigh et al. (2013) e Barbosa et al. (2010).

Na Tabela 7, é possivel observar que ndo houve alteracdes significativas na composi¢ao
de acidos graxos, ao se comparar o 6leo de soja com o dleo de fritura. Porém, pode-se observar
gue houve um aumento no teor de &cidos graxos saturados e, consequentemente, uma
diminuicdo no teor de acidos graxos insaturados presentes no 6leo de fritura quando comparado
ao Oleo de soja. O oleo de fritura e o 6leo de soja utilizados possuem 84,9% e 88,3% de acidos
graxos insaturados e 15,1% e 11,7% de acidos graxos saturados, respectivamente. Este fato é
uma consequéncia do processo de cocgdo de alimentos, visto que as altas temperaturas as quais
ele é submetido, atua na quebra das ligacbes duplas, aumentando o teor de acidos graxos
saturados na composicgdo do oOleo de fritura residual (DANTAS, 2016).

A partir da composi¢ido apresentada na Tabela 7, foi possivel determinar a massa
molecular do 6leo de soja e do oOleo de fritura residual através da Equacdo 23 do item 4.2.1.4
do presente trabalho. De acordo com os dados obtidos, a massa molar do 6leo de soja
determinada foi de 874,48 g/mol, a massa molar do 6leo de fritura foi de 871,85 g/mol e a massa
molar da mistura 50/50 foi de 873,17 g/mol. Esses resultados estdo de acordo com 0s
apresentados por Cerverd et al. (2014) de 871 g/mol para o 6leo de soja e por Dantas (2016) de
870,9 g/mol para o 6leo de fritura.
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Além disso, as caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de soja e do 6leo de fritura foram
obtidas a partir da metodologia descrita no Capitulo 4 do presente trabalho com a intencéo de
compara-las e determinar sua qualidade. As analises foram realizadas em triplicata e o desvio
padrdo (DP) foi calculado para cada propriedade analisada. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Propriedades fisico-quimicas das matérias primas

. . Oleo de soja Oleo de fritura
Propriedade Unidade Valor DP (%) Valor DP (%)

indice de acidez mg KOH/g 0,309 9,061 16,809 5,036

Massa especifica kg/m3 0,907 0,111 0,909 0,112

O indice de acidez indica o teor de acidos graxos livres presentes na amostra. Durante o
processo de fritura, a presenca de agua e calor acelera a hidrélise de triglicerideos aumentando
a acidez do 6leo (DANTAS, 2016). Por isso, observa-se a alta acidez do 6leo de fritura
(16,809 mg KOH/g) se comparado ao 6leo de soja refinado (0,309 mg KOH/g). Sonare &
Rathod (2010) também observaram o aumento no indice de acidez quando compararam o 6leo
de girassol refinado (0,706 mg KOH/g) com o 6leo ap6s 0 uso para a coc¢do de alimentos
(2,805 mg KOHY/qg), corroborando com o observado neste trabalho. O 6leo de fritura residual
apresentou um maior indice de acidez comparado aos valores apresentados por Almeida et al.
(2015) e Tavares et al. (2017). Isso pode ser devido ao longo tempo de armazenamento deste
material e, pelo fato de ndo ter sido realizado nenhum pré-tratamento desse 6leo. Liu et al.
(2010), Haigh et al. (2014) e Babaki et al. (2017) também utilizaram 0leos residuais de fritura
com alto indice de acidez, 84,15 mg KOH/g, 16,6 mg KOH/g e 76 mg KOH/g, respectivamente.

Como ja foi citado anteriormente neste trabalho, a massa especifica e a viscosidade da
amostra estdo relacionados ao perfil de acidos graxos presentes na amostra (KARMAKAR
etal., 2010; MAHMUDUL et al., 2017). Por isso, a densidade observada nas duas amostras é
similar, visto que o perfil de acidos graxos presentes (Tabela 7) também é similar.

As viscosidades cinematicas obtidas para o 6leo de soja e 6leo de fritura foram,
respectivamente, 34,598 mm?/s e 40,915 mm?2/s. A viscosidade do 6leo de fritura € maior do
que a viscosidade do 6leo de soja; devido ao aumento no grau de saturagdo do 6leo apds ser
utilizado no processo de fritura dos alimentos, j4 que, quanto maior o grau de insaturacdo,
menor a viscosidade do acido graxo (KNOTHE & RAZON, 2017).

Os resultados obtidos para a massa especifica e viscosidade cinematica do 6leo de soja
estdo de acordo com os obtidos por Martinez et al. (2014). Ja os resultados obtidos de densidade
e viscosidade para o 6leo de fritura sdo corroborados pelos obtidos por Azécar et al. (2010).

5.2 Analise dos Resultados segundo o Planejamento Experimental

Foi realizado um delineamento composto central rotacional 22 para avaliar o efeito das
variaveis independentes (quantidade de lipase, teor de 6leo de fritura na mistura de 6leo e tempo
de reacdo) na conversdo de ésteres metilicos. Os resultados dos 17 experimentos conduzidos
estdo apresentados na Tabela 9.

A conversdo em ésteres metilicos foi determinada a partir da analise cromatografica para
cada um dos ensaios realizados e foi definida como a soma das porcentagens dos ésteres
metilicos, identificados e quantificados através de andlise cromatografica. A conversdao em
ésteres variou entre 89 e 98,05%. Analisando os resultados mostrados na Tabela 9, observa-se
que 7 dos 17 ensaios realizados, experimentos 2, 5, 6, 8, 10, 11 e 14, tiveram como resultado
uma conversao maior do que 96,5%, que € o preconizado pela Agéncia Nacional de Petrdleo,
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Gaés Natural e Biocombustiveis (ANP), como o teor de éster minimo para que o produto seja
considerado como biodiesel. . Também € possivel observar que a conversao maxima obtida foi
de 98,05% utilizando 12,5% m/m de lipase, uma mistura contendo 50% v/v de 6leo de fritura,
apos 10 h de reacdo. O cromatograma desse experimento que levou a uma maior conversao esta
apresentado no Anexo 2 deste trabalho. Estas condi¢Ges foram utilizadas para realizar os
experimentos de estudo da reutilizacao e estudo cinético discutidos nas proximas sesses. Como
ndo existem outros trabalhos sobre a transesterificacdo enzimatica dessa mistura de éleos, ndo
foi possivel comparar a conversdo obtida e as condi¢Ges étimas.

Tabela 9. Resultados de conversdo para cada ensaio do planejamento de experimentos
Lipase (%) Oleo de fritura (%)  Tempo (h:min) Converséo (%)

Ensaio

X1 X2 X3 Y
1 8 20 05:12 94,74
2 8 20 08:48 97,28
3 8 80 05:12 90,28
4 8 80 08:48 93,74
5 17 20 05:12 97,91
6 17 20 08:48 97,79
7 17 80 05:12 95,10
8 17 80 08:48 97,44
9 5 50 07:00 89,00
10 20 50 07:00 97,97
11 12,5 0 07:00 97,56
12 12,5 100 07:00 96,47
13 12,5 50 04:00 96,48
14 12,5 50 10:00 98,05
15 12,5 50 07:00 94,15
16 12,5 50 07:00 95,77
17 12,5 50 07:00 95,02

A influéncia das trés variaveis independentes codificadas, teor de lipase, teor de 6leo de
fritura na mistura e tempo de reacdo, na conversdo de biodiesel foi analisada estatisticamente
considerando um nivel de confianga de 95% (p<0,5). Para tal analise, os coeficientes de
regressao, erro padrao, t-valor e p-valor foram calculados em funcéo da variavel resposta, com
0s dados apresentados na Tabela 9 e estdo apresentados na Tabela 10.

De acordo com o nivel de confianca estabelecido, o p-valor correspondente a cada fator
deve ser menor que 0,05 para indicar que este seja estatisticamente significativo. Diante disso
e de acordo com os dados de p-valor presentes na Tabela 10, conclui-se que o fator linear
referente ao teor de lipase e o fator linear referente ao teor de 6leo de fritura foram os parametros
considerados estatisticamente significativos. Pode-se observar, também, que o fator linear
relacionado a quantidade de biocatalisador adicionado (p-valor = 0,011870) foi o que
apresentou menor magnitude no valor de p, o que indica que esta variavel é a mais significativa
do processo.

Tal resultado pode ser corroborado através da analise do grafico de Pareto, mostrado na
Figura 11. As alturas representam o efeito das variaveis (t-valor) e estdo dispostas em ordem
decrescente. Novamente, é possivel observar que o fator linear do teor de lipase e o fator linear
do teor de 6leo de fritura foram os parametros significativos, sendo o primeiro 0 mais
significativo. Além disso, pode-se observar que o fator linear teor de lipase tem efeito positivo
na conversdo em biodiesel, ou seja, quanto maior a quantidade de lipase, maior a conversao.
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Wang et al. (2015), Azécar et al. (2010) e Halim & Kamaruddin (2008) observaram o mesmo
efeito com relagéo a quantidade de lipase na conversdo da reagdo utilizando a lipase imobilizada
de Candida sp. e oOleo de fritura, Novozyme 435 e mistura de 6leo de soja e 6leo de colza e,
Novozyme 435 e dleo de fritura, respectivamente. Além disso, foi possivel observar que o fator
linear do teor de 6leo de fritura mostra um efeito negativo sobre a conversdo em ésteres
metilicos, indicando que o aumento desse fator ndo favorece a conversdao da reacdo de
transesterificagdo. Este fato ja era esperado visto que nos estudos citados na revisdo
bibliografica, os experimentos utilizando a Novozyme 435 e 6leo de fritura (HAIGH et al.,
2013; MACEIRAS et al., 2009; HALIM & KAMARUDDIN, 2008) apresentaram conversoes
Otimas relativamente inferiores aos estudos que utilizaram a Novozyme 435 e 6leo de soja
(CERVERO et al., 2014; GO et al., 2013; ZHENG et al., 2009; HERNANDEZ-MARTIN &
OTERO, 2008).

Tabela 10. Resultados de coeficientes de regressdo, erro padrao e p-valor
Coeficiente de

Fatores « Erro Padréo p-valor
Regressao
Média 95,00977 0,466610 0,000024
Coeficientes lineares
(1) Lipase (L) 1,99832 0,220148 0,011870
(2) Oleo de fritura (L) -0,95210 0,219436 0,049217
(3) Tempo (L) 0,79549 0,220148 0,068213
Coeficientes quadraticos
(1) Lipase (Q) -0,62941 0,244473 0,119403
(2) Oleo de fritura (Q) 0,62196 0,241271 0,123695
(3) Tempo (Q) 0,70894 0,244473 0,099167
Coeficientes de interacdo
(1) por (2) 0,60560 0,286568 0,168888
(1) por (3) -0,47198 0,286568 0,241314
(2) por (3) 0,42480 0,286568 0,276490

(1) Lipase (L) 1070
(2) Olzo de fritura (L)
(3) Tempo (L)

(3) Tempo (Q)

(1) Lipase (Q)

(2) Oleo de fritura (Q)
1L por 2L

1L por 3L

2L por 3L

Figura 11. Grafico de Pareto para a analise da conversao em ésteres metilicos
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Para avaliar a qualidade do ajuste do modelo, foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) com intervalo de confianca de 95%, apresentada na Tabela 11.

Através dos resultados da andlise de variancia, apresentados na Tabela 11, pode-se
observar que o p-valor do modelo foi menor que 0,05, mostrando que o modelo € altamente
significativo. Além disso, é possivel observar através do teste F, que a analise de regressao
também foi significativa, visto que o valor de F calculado (19,82636) foi maior que o F tabelado
(3,738892).

Tabela 11. Andlise de variancia da conversdo da reacdo de transesterificacdo em Biodiesel

Fonte de Graus de Soma Media F-cal F-tab p-valor
variagao liberdade quadratica quadratica
Regresséo (R) 2 82,8382 41,41911 19,82636 3,738892 8,23671E-05
Residuo (r) 14 29,2473 2,089093
Falta de ajuste 5 10,0915
Erro puro 2 1,3139
Total (R+r) 16 112,0855

Entdo, como o F calculado foi maior que o F tabelado, foi possivel gerar um modelo
quadrético de regressdo para representar o processo utilizando as varidveis codificadas
(Equacdo 25). Com base na andlise de variancia, 0 modelo de regressdo pode ser simplificado
gerando um modelo representativo do processo, Equagdo 26, como uma funcdo apenas das
variaveis significativas do processo.

Y =95,00977 +1,99832 X, - 0,95210 X, + 0,79549 X; + 0,60560 X; X, - 0,47198

X X5+ 0,42480 X, X5 - 0,62941 X3 +0,62196 X3 + 0,70894 X3 (25)
Y =95,00977 +1,99832 X; — 0,95210 X, (26)
sendo Y a conversdo em ésteres metilicos, X1 o teor de lipase, X2 o teor de 6leo de fritura e X3
o0 tempo de reacéo.

O modelo representativo foi utilizado para predizer os novos valores de conversdo e o
desvio relativo encontrado foi de 1,44%, mostrando que a relacdo das variaveis significativas
foi relevante e apropriada. Pode-se considerar que o modelo é valido e apropriado para
representar as relacdes entre as variaveis selecionadas.

Diante de todos os resultados, foi possivel gerar superficies de resposta, visto que elas
definem as condi¢des mais adequadas para maximizar a variavel dependente. As superficies de
resposta que ilustram a conversdo de biodiesel em funcdo da quantidade de lipase, teor de 6leo
de fritura na mistura e tempo de reagéo estdo apresentadas nas Figura 12, 13 e 14.

A Figura 12 mostra a interagéo entre o teor de lipase e o teor de 6leo de fritura na mistura
de 6leos e sua influéncia na conversdo em ésteres metilicos. E possivel observar que o aumento
no teor de lipase leva a um aumento na conversédo da reacdo. Além disso, a superficie de resposta
também mostra que o aumento no teor de 6leo de fritura na mistura faz com que a conversdo
seja reduzida. Porém quando o teor de lipase € alto (maior do que 13%), o teor de 0Oleo de fritura
interfere menos na conversdo da reacdo, mantendo a conversdo em esteres maior que 97%
independente da caracteristica da mistura. Esse fato pode ser corroborado pelo p-valor muito
préximo de 0,05 obtido para o teor de 6leo de fritura (p-valor = 0,049217), o0 que mostra que
esse fator tem uma significancia bem menor na conversdo em ésteres.
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Ja na Figura 13, é possivel observar a dependéncia da conversdo em metil ésteres no
tempo de reacdo e na quantidade de lipase utilizada. Novamente, observa-se um aumento da
conversdo com o aumento da quantidade de catalisador adicionada ao meio reacional. Além
disso, € possivel observar que a variacdo no tempo reacional tem uma menor influéncia na
conversdo se comparado a quantidade de catalisador adicionada.

L3

ORI Ty

Ll

Figura 12. Superficie de resposta relacionando a conversao em ésteres em funcao do teor de
lipase e do teor de dleo de fritura.
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Figura 13. Superficie de resposta relacionando a conversdo em ésteres em funcdo do tempo e
do teor de lipase.
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Ambas as figuras reforcam o resultado obtido de que a lipase é o fator mais significante
e que exerce mais influéncia na conversao em ésteres metilicos. Além disso, o efeito sinergético
da gquantidade de biocatalisador no meio ja poderia ser esperado visto que, quanto maior a
quantidade de lipase adicionada ao meio, maior o nimero de sitios ativos disponiveis no meio
(RAZACK & DURAIARASAN, 2016; POPPE et al., 2015).

A partir da superficie de resposta apresentada na Figura 14, é possivel observar que o
tempo tem um efeito positivo na conversao, enquanto que a adicdo de 6leo de fritura na mistura
causa um efeito negativo. Também é possivel observar que, para misturas contendo maior teor

de 6leo de fritura, maiores tempos de reacdo sd@o necessarios para se obter uma conversdo
razoavel.
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Figura 14. Superficie de resposta relacionando a conversdo em ésteres em fungéo do teor de
6leo de fritura e do tempo.
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Apbs andlise, foi observado que a regido otimizada € localizada com a menor
porcentagem de Gleo de fritura na mistura e com maior tempo de reacdo e maior quantidade de
lipase, apesar do tempo ndo ter se revelado uma variavel significativa.

Buscando entender melhor a influéncia das variaveis significativas do processo e sua
aplicabilidade industrialmente, gerou-se superficies de resposta relacionando a conversdo com
o teor de lipase e teor de Oleo de fritura em diferentes tempos de reagéo, 10, 7 e 4 h, que estdo
apresentados nas Figuras 15, 16 e 17, respectivamente.

Em 10 h de reagéo, Figura 15, é possivel obter uma conversdo maior que 96,6% usando
uma quantidade de catalisador acima de 8% para qualquer matéria prima, independente do teor
de 6leo de fritura na mistura.

Em 7 h, Figura 16, observa-se que quando apenas o 6leo de soja € utilizado é possivel
obter conversdes acima de 96,5% com teor de lipase acima de 8%. A quantidade minima de
biocatalisador para se obter conversées maiores que 96,5% aumenta conforme o teor de 6leo
de fritura na mistura € aumentado, até que essa mistura chegue a 50% de 6leo de fritura. A partir
desse ponto, o teor de lipase necessario para obter esta conversdo diminui com o aumento do
teor de 6leo de fritura na mistura, chegando a 15% quando apenas 6leo de fritura é utilizado.
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Fixando o tempo em 4 h, Figura 17, é necessaria uma maior quantidade de lipase quanto
maior for o teor de 6Oleo de fritura na mistura. Porém, quando 15% de lipase é adicionado, é
possivel obter conversées maiores que 96,5% independente da mistura utilizada.
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Figura 15. Superficie de resposta relacionando a conversao em ésteres em funcéo do teor de
lipase e do teor de Gleo de fritura para um tempo fixo de 10 h
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Figura 16. Superficie de resposta relacionando a conversdo em ésteres em funcédo do teor de
lipase e do teor de 6leo de fritura para um tempo fixo de 7 h
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Figura 17. Superficie de resposta relacionando a conversao em ésteres em funcédo do teor de
lipase e do teor de 6leo de fritura para um tempo fixo de 4 h

Foi possivel observar entdo que, independentemente do tempo de reacdo, altas
quantidades de biocatalisadores no meio fazem com que a caracteristica da mistura nao interfira
tanto na conversdo em metil ésteres. Apds realizada essa analise e pensando no ponto de vista
da aplicacao industrial desse processo, busca-se um menor tempo de reacdo, maior teor de 6leo
de fritura e menor quantidade de lipase. Contudo, deve-se levar em consideracao que as lipases
podem ser reutilizadas em processos em batelada ou podem ser utilizadas em reatores continuos
de leito recheado. Sendo assim, fixando o tempo de reacdo em 4 h, focando na utilizacdo de
uma mistura contendo 50% de 0leo de fritura e utilizando o modelo representativo gerado,
observa-se que € necessario que 14% de lipase seja adicionado para que as conversdes estejam
dentro do minimo estabelecido pela ANP. Observa-se também que, para esse sistema, é possivel
chegar a uma conversao de até 98,5% utilizando 20% de lipase. Por outro lado, quando é
utilizado apenas 6leo de fritura em 4 h de reacdo, que sdo as condi¢cdes de maior interesse para
aplicacdo industrial, observou-se que o teor minimo de lipase para se obter uma conversao de
96,5% € de 15%. Também foi possivel observar que a partir dos 15%, a cada 2% a mais de
lipase adicionada, tem-se um ganho de 2% em conversdo, podendo chegar a 99,20% de
conversdo utilizando 12,5% de lipase e 100% de 0leo de fritura em 4 h.

A partir dos resultados promissores obtidos no planejamento experimental, foi feito entéo
um estudo da reutilizagdo do biocatalisador, a fim de verificar sua atividade em outras bateladas.

5.3 Estudo da Reutilizagdo

A lipase comercial Novozyme 435 ja é conhecida como uma das mais efetivas para a
reacao de transesterificagdo (RODRIGUES et al., 2008; TALUKDER et al., 2009; SOUZA et
al., 2016; NGUYEN et al., 2017). Diante dos resultados promissores em relacdo a converséo,
decidiu-se estudar a estabilidade da enzima no sistema através de sua reutilizacdo. Devido ao
alto custo das lipases, sua utilizagdo em escala industrial torna-se restrita e uma das formas de
compensar esse problema ¢ a reutilizacdo da enzima. Desta forma, o estudo da reutilizagéo da
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enzima se torna um fator critico para a viabilidade econémica do processo. A condigdo
operacional escolhida para esta etapa do estudo foi a condi¢do que levou a maior conversdo
obtida no planejamento experimental, sendo uma reagdo contendo como substrato uma mistura
com 50% de 6leo de fritura, 12,5% de lipase, a 40 °C, sob agitacdo de 350 rpm por 10 h. Ao
fim de cada reagé&o, a lipase foi lavada com hexano e filtrada, antes de seguir para o novo ciclo.
Na Figura 18 pode-se observar a conversdo em ésteres metilicos a cada novo ciclo em que a
lipase foi utilizada. Vale a pena lembrar que todas as amostras obtidas com a lipase reutilizada
foram analisadas por cromatografia nas mesmas condicdes ja citadas no capitulo de materiais e
métodos. A partir dos dados apresentados, pode-se observar a diminui¢do da conversao a cada
ciclo de utilizacao, observou-se uma reducéo de 97,2% para 91,3% na conversdo em ésteres do
primeiro para o quinto ciclo. Considerando a converséo obtida na primeira utilizagdo como
100% de sua atividade inicial, pode-se observar que a lipase estudada manteve 93,9% da
atividade depois de 5 ciclos.

No trabalho de Hernandez-Martin & Otero (2008), a Novozyme 435 manteve 84% da
atividade inicial apds 9 ciclos de utilizacdo, catalisando a reacdo de 6leo de soja e etanol em
uma razdo molar de 1:6, a 25 °C por 7 h. J& no trabalho de Zheng et al. (2009), a lipase manteve
a conversdo em éster em mais de 95%, mesmo depois de 150 usos na reacdo de
transesterificacdo do 6leo de soja e metanol (1:3) a 40 °C por 15 h utilizando 6 mL de alcool
terc-amilico. Gharat & Rathod (2013) observaram uma reducdo de 6% na atividade inicial da
Novozyme 435 ap0s, 6 ciclos de utilizacdo, sendo esta sido utilizada como catalisador da reacéo
entre o 6leo de fritura residual e dimetil carbonato em uma razdo de 1:6, temperatura de 60 °C
e por 24 h.
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Figura 18. Estudo da reutilizagcdo da Novozyme 435 para a producao de biodiesel

Os estudos citados mostram a alta estabilidade da Novozyme 435 durante as reagdes de
transesterificagdo corroborando com os resultados obtidos neste trabalho. Vale ressaltar que o
estudo de Zheng et al. (2009) mostrou uma estabilidade maior da Novozyme 435 se comparados
a este e os outros trabalhos citados. Porém, no trabalho de Zheng et al. (2009), alcool
terc-amilico foi utilizado como solvente de forma a reduzir os impactos negativos causados
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pelo metanol e glicerol a lipase. Apesar dos efeitos positivos causados pela adicdo desse
solvente, isso implica na necessidade de etapas adicionais de remocao do solvente e purificacdo
do produto levando a custos adicionais ao processo. Sendo assim, a estabilidade operacional da
lipase obtida neste trabalho tem como fato importante a alta atividade residual mantida apds 5
ciclos mesmo sem a adicédo de solventes.

5.4 Resultados da Modelagem Cinética do Processo

Os experimentos para o estudo da cinética foram realizados nas condi¢des operacionais
do experimento do planejamento que levaram a melhor conversédo, usando razdo molar de 3:1,
12,5% da Novozyme 435, temperatura de 40 °C e agitacdo de 350 rpm nos tempos de 2, 4, 6, 8
e 10 h.

O principal objetivo desse estudo é obter uma expressdo para a taxa de rea¢do que possa
descrever bem os dados experimentais e com isso, seja apropriada para a projecdo de reatores
para a producédo de biodiesel. Logo, os dois modelos sugeridos foram ajustados aos dados
experimentais, a fim de obter os parametros cinéticos. O ajuste foi realizado a partir da
minimizacdo da funcdo objetivo, como a soma do quadrado dos erros. A partir disso, a
confiabilidade destes modelos foi analisada atravées do coeficiente de determinacéo e estudo da
soma do quadrado dos erros.

5.4.1 Leidas Poténcias

O ajuste do modelo da Lei das Poténcias aos dados experimentais é apresentado na
Equacdo 27, sendo a constante da reacdo direta 2,1045 mol? L3 h''e o da reacdo inversa
0,0002 mol L3 h't, demostrando que a reagéo inversa afeta pouco a conversdo da reacao.
r=2,1045 x [TG] x [ROH]3- 0,0002 x [BD]? x [GL] (27)

Os dados experimentais de conversao e os dados preditos pelo modelo estdo na Figura
19. E possivel observar que o modelo apresentou uma boa correlacio aos dados experimentais.
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Figura 19. Conversoes experimental e predita pelo modelo da Lei das Poténcias em funcéo do
tempo
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5.4.2 Mecanismo de Eley-Rideal

A estimacédo dos parametros desse modelo cinético foi feita da mesma forma que a do
modelo da Lei das Poténcias. Desta forma, a equacdo 26 é a que caracteriza a conversdo e na
Figura 20 observa-se 0 ajuste do modelo aos dados experimentais. Os parametros cinéticos
estimados foram de 1,6040 mol= L3 h! para a reacdo superficial direta, 0,0008 mol L3 h'! para
a reacdo superficial inversa, 0,1505 mol™* L para a adsor¢do do triglicerideo e 7,5975 mol L*
para a dessor¢édo de glicerol. Assim como no modelo da Lei das Poténcias, a reagdo direta
apresentou um parametro de maior significancia na conversao final. Ja em relacéo as reacGes
de adsorgdo e dessor¢do observou-se que o parametro relativo a dessor¢do é bem maior que o
de adsorcéo, sendo a liberacdo do produto mais rapida.

_ 1,6040 x Cyg % Crop - 0,0008 x Cgp. * CRame

1
(1 +0,1505 % Crg + 75575 * CGL)

I

(28)
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Figura 20. Conversoes experimental e predita pelo modelo de Eley-Rideal em funcédo do
tempo

Como esses dois modelos ainda ndo tinham sido utilizados por outros trabalhos com
experimentos envolvendo transesterificacdo enzimatica, ndo foi possivel comparar as
constantes cinéticas obtidas. Porém, através dos dados obtidos, foi possivel observar que ambos
apresentaram bom ajuste aos dados. Uma forma de comparar esses modelos buscando o que
apresentasse melhor ajuste seria atraves da comparacao entre os coeficientes de determinagéo
e a soma do quadrado dos erros. Entdo, na Tabela 12 séo apresentados os dados relativo a essa
analise. Foi possivel observar que ambos apresentaram altos e similares coeficientes de
determinacdo, porem quando analisado a soma dos quadrados dos erros, o modelo de
Eley-Rideal foi o que apresentou a menor soma dos erros. Com isso, pode-se concluir que o
modelo de Eley-Rideal é o mais indicado para descrever os dados experimentais da reagdo de
transesterificacdo enzimatica. Al-Sakkari et al. (2017) e Chantrasa et al. (2011), ambos
utilizando catalisadores heterogéneos quimicos, também compararam o modelo de Lei das
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Poténcias com o mecanismo de Eley-Rideal, e ambos observaram que o mecanismo de
Eley-Rideal descreveu melhor os dados experimentais.

Tabela 12. Soma do quadrado dos erros para os dados obtidos com os dois modelos sugeridos

Modelo Coeficiente de determinagéo Soma do quadrado dos erros
Lei das Poténcias 0,997 17,5
Eley-Rideal 0,998 14,5
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

A producdo de biodiesel a partir de catalise enzimatica, utilizando a Novozyme 435, de
uma mistura dos 6leos de soja e de fritura, apresentou a melhor conversdo de 98,05%. Essa
converséo foi alcancada adicionando 12,5% de lipase no meio, utilizando uma mistura contendo
50% de Gleo de fritura e com um tempo reacional de 10 h. As variaveis teor de lipase e teor de
6leo de fritura na mistura foram as mais significativas no processo estudado, tendo maior
influéncia o teor de lipase.

A partir das superficies de resposta, observou-se que a regido otimizada para a conversao
de ésteres € aquela usando maiores teores de lipase, menores teores de 6leo de fritura na mistura
e maiores tempos de reagéo.

O estudo sobre a reutilizacdo deste biocatalisador, apds 5 ciclos, mostrou que a Novozyme
435 manteve boa parte de sua atividade catalitica. Foi observada apenas uma reducao de 6%
entre a conversdo do primeiro e ultimo ciclo, o que demostra uma boa indicacéo para que esta
seja utilizada em escala industrial.

Para a modelagem matematica da cinética, escolheu-se 2 modelos que ainda nao tinham
sido utilizados para representar a transesterificacdo enzimatica. Contudo, os modelos baseados
no mecanismo da Lei das Poténcias e Eley-Rideal puderam representar o processo de producao,
ao se comparar as conversoes experimentais e preditas.

Diante dos resultados obtidos, sugere-se a aplicacdo da modelagem cinética utilizada
verificando seu comportamento com outras lipases. Outra proposta € o estudo de uma mistura
da Novozyme 435 com outra lipase que possa ter uma maior afinidade com éleos com altos
teores de &cidos graxos livre, como € o caso do 6leo de fritura. Também sugere-se fazer mais
testes sobre a estabilidade operacional da Novozyme 435 no meio por um nimero maior de
ciclos para, em seguida, realizar o estudo desse sistema em uma escala maior e em sistema
continuo, visto que este biocatalisador ja& mostrou uma boa estabilidade durante os ciclos
realizados. Propde-se ainda a simulacdo do processo com os modelos sugeridos.
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ANEXO 1 - Cromatogramas gasosos dos 6leos de soja e de fritura
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Figura Al. Cromatograma gasoso do 6leo de soja comercial
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ANEXO 2 - Cromatograma gasoso da amostra que apresentou a maior conversao
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Figura B1. Cromatograma gasoso do produto obtido no ensaio 14
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