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Resumo: O biodiesel é um combustivel renovavel obtido a partir de uma reacéo
de transesterificacdo quimica ou enzimatica que produz ésteres de acidos
graxos e glicerina, na presenca de um catalisador. Neste trabalho, foram
utilizados diferentes 6leos (soja, girassol, algodao, canola e café) com etanol, na
presenca da lipase AK imobilizada em POS-PVA, nas mesmas proporgoes
estequiométricas. Todos os 6leos testados apresentaram rendimento de 100%
de converséao a ésteres de acidos graxos num tempo de 12 h.

Palavras chave: etandlise. biodiesel. oleaginosas. lipases.

Abstract: Biodiesel is a renewable fuel obtained from a chemical or enzymatic
reaction of transesterification to produce fatty acids and glycerin in the presence
or not of a catalyst. In this work, different oils were used (soybean, sunflower,
cottonseed, canola, and coffee) with ethanol in the presence of immobilized
lipase AK POS-PVA, in the same stoichiometric ratios. All the oils tested showed
100% yield conversion of esters of fatty acids in a time of 12 h.
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Introducéo

Os Oleos vegetais foram propostos para serem usados como
combustiveis para motores de automoveis no inicio do século XIX por Rudolph
Diesel. Contudo, foi descoberto que o produto de sua transesterificagdo com
metanol ou etanol era um combustivel muito melhor devido a maior
compatibilidade de suas propriedades fisico-quimicas, como densidade e
viscosidade. Misturas de metil e/ou etil ésteres de acidos graxos (de mais de
algumas duzias de diferentes espécies) derivados atraves de transesterificacdo
de triacilgliceréis (TAGs) contidos em O6leos vegetais foram chamados de
Biodiesel.

De acordo com dados fornecidos pela ANP, tem sido possivel adaptar
motores e a rede de distribuicdo de combustiveis para usar o Biodiesel ao invés
do petréleo. O Biodiesel € o Unico combustivel alternativo para o diesel que
satisfaz os requerimentos da EPA (Environmental Protection Agency).

O acido graxo metil éster (FAME ou Biodiesel) € um dos promissores
substitutos para os combustiveis fosseis devido aos seus beneficios ambientais
e também devido a diminui¢cdo das reservas de petrleo. Comparado ao diesel
féssil convencional, o biodiesel apresenta maior taxa de biodegradacéo,
menores emissfes de CO,, SO, e quase nenhum poluente particulado apds sua
combustédo (DEMIRBAS, 2007; SHAHID e JAMAL, 2008; SHARMA et al., 2008).

O Biodiesel é conhecido como um combustivel neutro quanto a emissées
de carbono, pois o carbono nele presente foi originalmente fixado da atmosfera
(DIZGE e KESKINLER et al., 2008).

A maneira mais comum de se produzir biodiesel é através da
transesterificagdo de 6leos vegetais ou gorduras animais na presenca de um
alcool de cadeia curta. A reagdo pode ser élcali-catalisada, &cido-catalisada, e
enzima-catalisada ou realizada sob condi¢des supercriticas (MADRAs et al.,
2004; MEHER et al., 2006; HERNANDEZ-MARTIN e OTERO, 2008; LIU et al.,
2009).

O processo mais utilizado para obtencdo do biodiesel € a reagdo de
transesterificagdo. Consistem numa reacdo quimica dos Oleos vegetais e/ou
gorduras animais com o alcool (etanol ou metanol), na presenca de um

catalisador, da qual também se extrai a glicerina, produto com aplicagcbes
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diversas na industria quimica. Além da glicerina, a cadeia produtiva do biodiesel
gera uma série de outros coprodutos (torta, farelo, entre outros) que podem
agregar valor e se constituir em outras fontes de rendas importantes para os
produtores (http://www.biodiesel.gov.br).

Diversos pesquisadores tém estudado, para a obtengcédo de biodiesel
(reacéo de transesterificagdo) utiliza como biocatalisador uma lipase comercial,
a qual se tornou bastante atrativa para a producdo de biodiesel, visto que o
glicerol pode ser facilmente recuperado e a purificacdo dos acidos graxos metil
ésteres € relativamente simples (DIZGE e KESKINLER et al., 2008).

Sabe-se que enzimas como a lipase podem ser usadas para catalisar o
processo de transesterificacdo através de sua imobilizagdo em um suporte
adequado. A vantagem da imobilizacdo € que a enzima pode ser reutilizada sem
separagdo. Além disso, a temperatura operacional do processo € baixa (50°C)
comparada a outras técnicas. As desvantagens incluem efeitos de inibicdo que
sdo observados quando metanol € utilizado e o fato de que enzimas sé@o caras
(SHIMADA et al., 2002).

A conversédo enzimatica é baseada no uso de lipases que, por um lado,
catalisam a hidrélise de gorduras e 6leos vegetais com liberagdo de glicerol e,
por outro lado, na presenca de alcoois de cadeia curta, favorecem a formacéo
de ésteres de cadeia linear (HARI KRISHNA et al., 2001A producéo enzimatica
é possivel utilizando lipases extras e intracelulares. Em ambos os casos, a
enzima é imobilizada e utilizada, o que elimina opera¢des subsequentes como
separagdo e reciclagem. Varios trabalhos reportados na literatura, enzimas
imobilizadas (extracelulares) ou células inteiras imobilizadas (enzimas
intracelulares) séo usadas para catalise. Ambos 0s processos sdo reportados
como sendo altamente eficientes se comparados ao uso de enzimas livres
(RANGANATHAN et al, 2008).

Baseado neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar
a producdo de biodiesel de diferentes fontes oleaginosas utilizando a catalise

enziméatica (lipase) como uma alternativa a via quimica.
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Procedimentos Experimentais

Materiais

Foram obtidos 6leos vegetais (soja, milho, girassol, canola e café) no
comércio local. Os Oleos foram caracterizados quanto a densidade, a
viscosidade, o teor de acidos graxos e o indice de peroxidos.

Os experimentos foram realizados com lipase comercial de
Pseudomonas fluorescens (AK) imobilizada em suporte POS-PVA. Os demais

materiais e reagentes empregados foram de grau analitico.

Determinac&o da composi¢cdo em acidos graxos dos 6leos

Antes de iniciar a reagdo enzimética, € necessério que se conheca a
composicao em acidos graxos dos 6leos utilizados, de forma que a razdo molar
Oleo:etanol seja corretamente aplicada, para tanto, foram utilizados dados
relatados na literatura (DA ROS, 2009), bem como, algumas analises foram

realizadas em universidades parceiras especializadas nesse tipo de andlise.

Determinacé&o da razdo molar 6leo:etanol das reagdes

Sabendo a composicdo em &acidos graxos dos 6leos, foi possivel
determinar a fragdo da massa molar do 6leo composta por seus principais acidos
graxos e através deste valor, calcular a massa molar do 6leo através da seguinte

equacgéo 1:

MMgieo= 3.MMacs.+ 38 (1)1

sendo que é multiplicado por 3 devido aos Oleos serem triglicérides (&cidos
graxos presentes na molécula) e somados a 38 devido aos hidrogénios

presentes nas ligacdes da molécula.

A razd8o molar utlizada foi de 1:12 (6leo:etanol), e para calcular
corretamente a quantidade necessaria de cada reagente levou-se em
consideracdo a massa molar do 6leo calculada e a massa molar do etanol

(46g/mol). Além disso, também foi considerada a massa total da reacao (30g),
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sendo utilizados 3g de imobilizado enziméatico (10% em relagdo & massa total da

reacao).

Preparo do suporte POS-PVA e imobilizagdo da lipase comercial

Para melhorar a estabilidade fisico-quimica da enzima utilizada (lipase
AK de Pseudomonas fluorescens) realizou-se um processo de imobilizagéo das
mesmas, tendo sido utilizado o suporte hibrido polissiloxano-polivinilalcool (POS-
PVA).

As pastilhas de POS-PVA foram trituradas em moinho de faca e
peneiradas utilizando-se 2mesh diferentes, de 42 e 60, sendo utilizado somente
o volume retido na peneira de 60 mesh. Apés esta etapa, o suporte triturado é
deixado durante 1 hora no shaker em contato com solugéo de epicloridrina 2,5%
em tampao fosfato 0,1M e pH 7,5. Filtrou-se a mistura e o suporte ficou por mais
2 horas no shaker em contato com hexano na propor¢cdo de 10 mL do solvente
para cada grama de suporte. Por fim, filtrou-se novamente e ao suporte foram
adicionadas algumas gotas de polietilenoglicol (PEG) e as enzimas numa
proporcao de 0,25¢g para cada grama de suporte.

O derivado imobilizado preparado foi mantido em geladeira overnight e
no dia seguinte o teor de umidade foi determinado. E importante que o preparado
ndo apresente um teor de umidade elevado (~ 10% m/v) devido ao fato de as
enzimas trabalharem em uma interface 6leo-agua, sendo que um excesso de
adgua pode ocasionar uma perda consideravel na eficiéncia de conversdo do

substrato em produto.

Determinacé&o da atividade enzimatica do preparado

A atividade enzimatica do preparado foi avaliada utilizando emulsédo
preparada com propor¢des iguais de agua destilada e azeite e 7% de goma
arabica em relacdo a massa de agua utilizada. O ensaio foi conduzido em
triplicata, utilizando um padrdo para cada amostra, titulando-se com KOH
0,02535 N. A atividade foi calculada através da equacao 2:

(Va—=Vp).M.1000 (2)
Menz. . t
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Sendo: Va e Vp: 0 volume da solugdo de KOH utilizado na amostra e seu
respectivo padréo; M: a molaridade da solugdo de KOH; Mgn..: @ massa (g) de

enzima utilizada na amostra; t: o tempo (min).

Parametros reacionais da producéo de biodiesel

As reagdes foram conduzidas sobre agitador magnético em reatores de
vidro acoplados a um banho térmico estabilizado em 45°C e a um condensador.

As reacdes foram conduzidas durante 72h com o objetivo de se obter um
panorama melhor da conversdo dos triglicerideos em ésteres etilicos, sendo
retiradas amostras aos tempos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas a partir do inicio das
reagoes.

Ao término das reacdes foram separadas as enzimas imobilizadas, as
quais foram imersas em terc-butanol afim conserva-las para uso posterior, e 0

biodiesel foi tratado com levatite para retirar residuos de glicerol das amostras.

Determinacdo da densidade, viscosidade e viscosidade cinematica

A densidade dos dleos foi medida utilizando um densimetro eletrénico.

Aviscosidade (em centiPoise) das amostras de 6leo e de biodiesel foram
determinadas utilizando-se viscosimetro acoplado a um computador utilizando o
software Rheocalc V2.4 & temperatura de 40°C e torque entre 20-80%. Quanto
a viscosidade cinematica (em centiStokes) foi calculada dividindo-se a

viscosidade pela densidade do 6leo ou biodiesel.

Analise cromatogréafica do biodiesel

As amostras de biodiesel obtidas foram avaliadas em cromatdgrafo a gas
para determinar sua composic¢do final em &acidos graxos e o rendimento da

conversao.
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Resultados e discussodes

Principais &cidos graxos componentes dos 6leos

Nas Tabelas 1 a 5 estdo descritos os principais acidos graxos
componentes de cada 0Oleo utilizado neste estudo e abaixo o célculo da massa

molar a ser utilizada para determinar a razdo molar da reagao.

Tabela 1. Composi¢céo em 4cidos graxos do 6leo de algodao.

Ac. Graxo % (m/m) Massa Molar MM parcial
Ci4:0 (miristico) 1,0 228,37 228,37
Cie:0 (palmitico) 25,0 256,42 6410,5
Cis:0 (estearico) 2,8 284,47 796,516

Cis:1 (0l€ico) 17,1 282,46 4830,066
Cis:2 (linoléico) 52,7 280,44 14779,186

MMac.= D (%ix Mmi)/ > %i) = 27044,636/98,6 = 274,29 g/mol
MMgieo = 3(MMac.) + 38 = 860,86 g/mol

Tabela 2. Composi¢céo em acidos graxos do dleo de canola.

Ac. Graxo % (m/m) Massa Molar MM parcial
Cie:0 (palmitico) 3,75 256,42 961,58
Cis:0 (estearico) 1,87 284,47 531,96

Cis:1 (0léico) 62,41 282,46 17628,33
Cis:2 (linoléico) 20,12 280,44 5642,45
Cis:3 (linolénico) 8,37 278,42 2330,38
C20:1 (eicosendico) 1,54 310,52 478,20

MMac.= > (%ix Mmi)/ > %i) = 27572,5/98,06 = 281,18 g/mol
MMgieo = 3(MMac.) + 38 = 881,55 g/mol

Tabela 3. Composicéo em 4cidos graxos do 6leo de girassol.

Ac. Graxo % (m/m) Massa Molar MM parcial
Ci6:0 (palmitico) 5,70 256,42 1461,59
Cis:0 (estearico) 4,79 284,47 1362,61

Cis:1 (0léico) 15,26 282,46 4310,34
Cis:2 (linoléico) 71,17 280,44 19958,91
C22.0 (behénico) 1,16 340,59 395,08

MMac.= 3 (%ix Mmi)/ 3 %i) = 27488,53/98,06 = 280,32 g/mol
MMgieo = 3(MMac.) + 38 = 878,96 g/mol
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Tabela 4. Composi¢céo em 4cidos graxos do 6leo de soja.

Ac. Graxo % (m/m) Massa Molar MM parcial
Ci6:0 (palmitico) 10,82 256,42 2774,47
Cis:1 (0léico) 24,18 282,46 6829,88
Cis:2 (linoléico) 52,72 280,44 14784,80
Cis:3 (linolénico) 6,56 278,42 1826,44
MMac.= 3 (%ix Mmi)/ Y %i) = 26215,59/94,28 = 278,06 g/mol
MMgieo = 3(MMac.) + 38 = 872,18 g/mol
Tabela 5. Composi¢céo em 4cidos graxos do 6leo de café.
Ac. Graxo % (m/m) Massa Molar MM parcial
Ci6:0 (palmitico) 10,90 256,42 2794,98
Cis:1 (0léico) 26,23 282,46 7408,93
Cis:2 (linoléico) 51,00 280,44 14302,44
Cig:3 (linolénico) 6,56 278,42 1826,44

MMac.= > (Y%ix Mmi)/ Y %i) = 26332,79/94,69 = 278,09 g/mol
MMgieo = 3(MMac.) + 38 = 872,28 g/mol

Viscosidade e densidade dos 6leos

A Tabela 6 mostra os resultados das analises de densidade, viscosidade

(cP) e viscosidade cinemética (cSt) dos 6leos e ésteres etilicos produzidos.

Tabela 6. Propriedades dos 6leos e do biodiesel obtido.

Amostra Densidade Viscosidade V. Cinematica
(g/mL) (cP) (cSt)
Soja (6leo) 0,91 32,47 35,68
Girassol (6leo) 0,91 29,10 31,98
Canola (6leo) 0,90 33,60 37,33
Algodao (6leo) 0,91 30,25 33,24
Café (6leo) 0,91 32,98 36,24
Soja (biodiesel) - 4,40 4,83
Girassol (biodiesel) - 3,52 3,87
Canola (biodiesel) - 3,59 3,99
Algodéo (biodiesel) - 3,89 4,27
Café (biodiesel) - 4,70 5,13

Os resultados evidenciam uma conversdo eficiente dos triglicérideos

para ésteres etilicos, pois 0s mesmos passaram a ter um valor de viscosidade

cinemética que se enquadra em um intervalo ideal para utilizacdo do biodiesel,

entre 3,5 e 5,5 centiStokes.
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Teor de umidade e atividade hidrolitica do imobilizado enzimético

A umidade do preparado foi devidamente avaliada em aparelho
especifico, atingindo 10,53% de umidade em relacdo a massa total do
imobilizado, um valor dentro do que se esperava para que as enzimas
trabalhassem bem na converséo e a reagéo ocorresse bem.

A Tabela 7 mostra os resultados da analise de atividade hidrolitica, em
unidades de atividade por grama (U/g), da lipase AK de Pseudomonas

fluorescens imobilizada no suporte POS-PVA.

Tabela 7. Atividade hidrolitica do derivado imobilizado.

Massa Umida Massa seca

Al A2 A3 Média Al A2 A3 Média

1868,44 | 1963,10 | 1960,43 | 1930,65 | 1671,70 | 1756,38 | 1753,9 | 1727,36

A atividade da massa seca foi calculada descontando-se o teor de
umidade das amostras. Os valores de atividade hidrolitica alcancado pelas
enzimas imobilizadas foram bastante satisfatorios, considerando que ao serem
imobilizadas uma parcela das enzimas fica inserida no suporte, diminuindo sua

superficie de contato com o substrato e consequentemente sua atividade.

Analise cromatogréafica dos produtos obtidos

A andlise de cromatografia gasosa das amostras de biodiesel obtidas foi
realizada pra determinar a conversado de cada acido graxo presente nos 6leos,
de forma que foi possivel acompanhar a reacdo ao longo do tempo, como

mostrado na Figura 2, para cada um dos 6leos estudados.
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Figura 2. Rendimento da conversédo dos 6leos em biodiesel ao longo do tempo.

O rendimento avaliado aos tempos de 48 e 72h foi omitido, pois foi
observado que aos tempos de 12 e 24h o rendimento j& havia atingido 100% de
conversdo dos 6leos em biodiesel.

Pdde-se observar um tempo e rendimento de conversdo bastante
satisfatorio por se tratar de uma reacdo enzimatica, destacando-se o 6leo de
canola que apresentou maior rendimento ao tempo de 6 horas. O 6leo de café,
apesar de nao ter se destacado na primeira medicdo, também apresentou
rendimento de 100% ao final de 12 horas, provando ser uma matéria prima

interessante para a producéo de biodiesel no Brasil.

Conclusodes

Com base nos dados obtidos neste estudo, podemos afirmar com
seguranca que a via enzimatica esta muito préxima da eficiéncia da via quimica
para converter Oleos vegetais em biodiesel. Além disso, as vantagens
observadas em um processo de catalise enzimatica sdo muito grandes, tendo
maior facilidade na separacdo do catalisador e dos subprodutos, maior
aproveitamento dos Oleos, pois as enzimas sdo mais especificas que os

catalisadores quimicos, e futuramente, espera-se que o custo deste processo se
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torne menor com o reaproveitamento das enzimas imobilizadas em diversas
bateladas ou processo continuo.

Outro ponto interessante de se observar neste estudo € que a
diversidade de Oleos vegetais que podem ser utilizados com eficicia na
producdo de biodiesel € muito grande, utilizando-se o mesmo &lcool e 0 mesmo
catalisador enzimético, mostrando que uma producdo em maior escala néo

ficaria necessariamente dependente de apenas uma espécie oleaginosa.
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