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RESUMO

Produgio de Biodiesel por Catilise Enzimatica do Oleo de Babagu com Alcoois de
Cadeia Curta. Daniele Urioste. Dissertagdo de Mestrado. Programa de Pés-Graduacio
em Engenharia Quimica. Departamento de Engenharia Quimica. Faculdade de
Engenharia Quimica de Lorena. Orientadora: Dra. Heizir Ferreira de Castro
(Departamento de Engenharia Quimica, FAENQUIL, CP 116, 12.600-970, Lorena, SP,
Brasil). Banca examinadora: Dr. Everson Alves Miranda e Dr. Pedro Carlos de Oliveira,
Dezembro 2004.

O presente trabalho visou o desenvolvimento de um processo para modificagido
do dleo de babacgu por catdlise enzimatica. O produto a ser obtido, biodiesel, apresenta
um potencial promissor como combustivel, pela sua enorme contribuicio ao meio
ambiente, com a reducdo qualitativa e quantitativa dos niveis de poluicdo ambiental e
como fonte estratégica de energia renovavel em substituicio ao Oleo diesel e outros
derivados do petréleo. A enzima indicada para esse tipo de processo — lipase (EC 3.1.1.3)
foi usada na forma imobilizada e os ensaios foram realizados utilizando 6leo de babagu e
alcoois de cadeia curta (C 2 a C4) em meio isento de solventes.

O trabalho experimental foi desenvolvido em duas etapas. Na primeira, foram
sintetizados os padrdes cromatograficos (ésteres de acidos graxos) por via quimica para
estabelecimento de métodos cromatograficos permitindo a quantificacdo dos ésteres
obtidos com precisdo e rapidez. Os monoésteres foram purificados por destilacdo a
pressdo reduzida e caracterizados por analise de Ressonancia Magnética Nuclear de
Préton (RMN 'H), a fim de se comprovar suas estruturas quimicas. Para verificar a
eficiéncia dos métodos para monitoramento da reacdo, foram efetuadas
interesterificacdo por via quimica do 6leo de babagu com diferentes adlcoois (C2 a C4)
empregando NaOH como catalisador. Os dados obtidos foram também usados como
parametro de comparagdo da reagdo efetuada por via enzimatica.

Numa segunda etapa foram realizados testes comparativos empregando cinco
preparacdes de lipase na forma imobilizada como catalisadores na reacdo de
interesterificagdo enzimatica do o6leo de babagu com dalcoois de cadeia curta (C2 a C4)
em meio isento de solventes, com o objetivo de determinar o perfil do comportamento
de cada sistema reacional, bem como selecionar o derivado imobilizado que fornecesse
maior conversdo em mono¢steres de acidos graxos (biodiesel).

Entre essas preparagdes, Lipozyme IM*° e Novozym 435 foram utilizadas como
pardmetro referencial para os outros sistemas imobilizados testados, por se tratar de
preparacdes amplamente descritas na literatura, incluindo comportamento e
desempenho em diversas modificagdes de oOleos e gorduras, principalmente no que se
refere a modificagdes visando a obtencdo de biodiesel. As outras preparagdes testadas
foram obtidas experimentalmente de acordo com metodologias anteriormente
estabelecidas no Laboratério de Biocatalise da Faculdade de Engenharia Quimica de
Lorena. Duas matrizes ndo comerciais com propriedades distintas (polisiloxano-alcool
polivinilico e 6xido de nidbio) foram selecionadas para imobilizar a lipase de pancreas
de porco (LPP) e a lipase microbiana de Candida rugosa (LCR). A literatura ndo
apresenta nenhum estudo sobre o comportamento desses derivados imobilizados sendo
de grande interesse o desenvolvimento de novos sistemas imobilizados para aplicacdo
na produg¢ao de biodiesel.

Com exce¢do da lipase de Candida rugosa, todas as preparagdes de lipase
imobilizadas mostraram-se eficazes na interesterificagdo enzimatica do dleo de babagu
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com diferentes alcoois, alcancando concentragdes satisfatdrias de monoésteres de acidos
graxos (biodiesel).

O melhor desempenho foi obtido pela Novozym 435 com rendimentos
superiores a 50% e tempo de reacdo de 24h, para todos alcoois testados.

A Lipozyme IM?® e lipase pancredtica imobilizada em polisiloxano-alcool
polivinilico (POS-PVA) tiveram desempenhos similares com rendimentos globais na
faixa de 30-48,5%, dependendo do sistema Oleo: alcool. Os rendimentos mais elevados
foram obtidos para o sistema contendo 6leo: butanol.

A lipase de Candida rugosa nao foi eficiente na interesterificacio do oleo de
babagu para os sistemas Oleo: etanol e dleo: propanol, alcangando rendimentos globais
de 2 e 18%, respectivamente. Rendimentos superiores foram obtidos para o sistema
6leo: butanol (38-39%).

Apesar da rota enzimdtica ter fornecido um desempenho menor que a rota
quimica, rendimentos globais superiores poderdo ser alcangcados pela otimiza¢do dos
parametros que afetam a reacdo de interesterificagdo do 6leo de babagu com dalcoois de
cadeia curta. Para alcangar esse propodsito ¢ recomendado que os estudos posteriores
sejam realizados com a preparacdo de lipase pancreatica imobilizada em polisiloxano-
alcool polivinilico (POS-PVA), por ter apresentado um desempenho similar ao
alcancado pela Lipozyme e menor custo, o que ¢ essencial para esse tipo de processo.



ABSTRACT

The present work aims to study the process for the modification of babassu oil
through enzymatic catalysis. The obtained product (biodiesel) shows a great potential as
fuel, for its huge contribution to the environment due to the qualitative and quantitative
reduction of the emissions levels and for its usage as strategic renewable energy source
in substitution of the diesel itself and others petrol like fuels. The designated enzyme for
this kind of process — lipase (EC 3.1.1.3) was used in immobilized form and the
experiments were carried out using babassu oil and short chain alcohols (C2 to C4) in a
free solvent medium.

The experimental work was developed in two steps. In the first, several alkyl esters
were synthesized by chemical route, purified, characterized through Ressonance Magnetic
Proton (RMN 'H) and used as standards for setting up chromatographic methods to
monitor the reaction products. The established methods allowed easier and faster
quantification of the alkyl esters formed. The efficiency of the chromatographic methods
was checked through chemical interesterification of the babassu oil with different
alcohol (C2 to C4) using NaOH as catalyst. The data obtained was also used to compare
the enzymatic reaction performance.

In the second step, enzymatic interesterification reactions of the babassu oil with
short chain alcohols (C2 to C4) in a free solvent medium were carried out using five
preparations of immobilized lipase. The main goal was to determine the behavior of each
reaction system as well as to select the most efficient immobilized preparation to yield
high conversion of oil into fatty acid esters (biodiesel).

Among the immobilized lipase preparations Lipozyme IM?*° and Novozym 435
were used as comparative parameter for the other immobilized systems since the
performance of these preparations are well documented, including their behavior and
performance in many oil and fat modification, particularly for the biodiesel production.

The others preparations tested were obtained experimentally according to the
procedure previously established at the Laboratory of Biocatalysis — Faculdade de
Engenharia Quimica de Lorena. Two non-commercially available matrices with
different properties (polysiloxane-polyvinyl alcohol particles and niobium oxide) were
selected for immobilizing porcine pancreas lipase (PPL) and the microbial lipase from
Candida rugosa (LCR). Besides having low cost, no studies work has been reported
before regarding the use of such preparations for biodiesel production.

With the exception to the lipase from Candida rugosa, all others immobilized
lipase preparations have shown to be efficient in the enzymatic interesterification of the
babassu oil with different alcohol, attaining satisfactory concentrations of alkyl fatty
acid esters (biodiesel).

The best performance was obtained by the Novozym 435 and yields higher than
50% after 24h reaction were attained for all tested alcohols. The Lipozyme IM*° and
porcine pancreas lipase immobilized on polysiloxane-polyvinyl alcohol particles had
similar performance with global yield of 30-48.5%, depending on the oil-alcohol
system. For both preparations the reaction system consisting of oil and propanol or
butanol was found not to suitable for maintaining the enzyme activity.

On the other hand, the reaction system consisting of oil and ethanol or propanol
strong affected the activity of the Candida rugosa lipase immobilized either on
polysiloxane-polyvinyl alcohol particles or niobium oxide, and consequently low
product yields in the range of 2 to 18% were attained. For this lipase, independent on
the support used the only feasible reaction system was found to be oil and butanol, but
still overall reaction yields were lower than 40%.



Although the enzymatic route showed lower performance in comparison to the
chemical route, better overall reaction yields should be achieved by optimizing the
parameters that affects the interesterification reaction of babassu oil with short chain
alcohols. To achieve this it is recommended that further study should be carried out with
the preparation of porcine pancreas lipase immobilized on polysiloxane-polyvinyl
alcohol that besides showing similar performance as Lipozyme has lower cost, which is
essential for this kind of process.
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1. INTRODUCAO

O uso de dleos vegetais em motores de combustdo interna remonta ao inicio da
operagdo satisfatoria do proprio motor diesel, em fins do século XIX. Rudolf Diesel
projetou em 1896 seu primeiro motor, com eficiéncia da ordem de 26%; testou-o com
petroleo, alcool e, em 1900, com oleos vegetais. Razdes de natureza econdmica,
principalmente o maior custo e menor disponibilidade frente aos derivados de petroleo,
levaram ao completo abandono dos 6leos vegetais como cmbustiveis (SCHUCHARDT
et al., 1998; COSTA NETO, 2002).

Embora os custos de obtencdo dos oOleos vegetais tenham desaconselhado o
emprego desses combustiveis em motores de combustdo interna no Brasil em 1980
(PETROBRAS/ CENPES, 1980), alguns trabalhos demonstraram a viabilidade de se
explorar a utilizacdo desses Oleos para producdo de eletricidade em regides distantes dos
grandes centros populacionais (MOLION, 1994; DI LASCIO ef al., 1994).

A diferenca de propriedades entre o diesel e os Odleos vegetais resulta
principalmente da diversidade quimica entre essas duas substancias. O diesel ¢
constituido de hidrocarbonetos com nimero médio de carbonos em torno de 14. Os
oleos vegetais sdo triésteres de glicerina, ou seja, produtos naturais da condensacdo da
glicerina com 4cidos graxos, cujas cadeias laterais t€ém ntimeros de carbonos variando
entre 10 e 18, com valor médio de 14, para os tipos de 6leos mais abundantes. Além da
presenga do grupamento funcional do tipo éster, os Oleos vegetais possuem massa
molecular @rca de trés vezes maior que o diesel, dependendo da espécie de oleaginosa
(COSTA NETO, 2002).

Para reduzir a elevada viscosidade dos oleos vegetais, diferentes alternativas tém
sido consideradas, tais como: pirdlise, micro-emulsificacdo e a interesterificacdo. Entre
essas, a interesterificacdo ¢ considerada como a melhor escolha, particularmente com
monoalcoois (alcoodlise), especificamente metanol ou etanol, promovendo a quebra das
moléculas de triglicerideos e gerando uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos dos
acidos graxos correspondentes. A glicerina ¢ obtida como subproduto. A massa
molecular desses monoésteres ¢ proxima a do diesel. Os ésteres de acidos graxos
obtidos sdo conhecidos como biodiesel e apresentam caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes & do 6leo diesel, podendo ser utilizados em motores do ciclo diesel sem
nenhuma modificacdo (SCHUCHARDT et al., 1998; COSTA NETO, 2002).

A interesterificacdo de oleos e gorduras pelo processo quimico, embora seja
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simples, rapida e com alto rendimento, apresenta algumas desvantagens. A primeira
refere-se ao catalisador (acido ou base), que, ao final do processo, permanece misturado
com o principal subproduto da rea¢do, a glicerina, dificultando sua separacio e
purificagdo. Essas dificuldades podem ser minimizadas por meio da adogdo de um
processo enzimatico, possibilitando a obtengdo tanto do biodiesel como glicerina, com
maior grau de pureza e ainda permitindo a reutilizagdo do biocatalisador imobilizado.
Uma segunda desvantagem do processo quimico esta relacionada com o tipo de alcool
utilizado, o metanol. Neste caso, a alcodlise enzimatica com o etanol apresenta diversas
vantagens em relacdo ao metanol, tais como custo e toxidade. Além disso, o etanol é um
produto obtido a partir de biomassas e, dessa maneira, o processo se torna totalmente
independente do petrdleo.

Embora, atualmente, a interesterificagdo enzimatica ndo possa competir com a
rota quimica, poderia, gradativamente, substitui-la devido ao crescente interesse pela
utilizagdo desse biocombustivel, no contexto atual. Desta forma, diversos resultados tém
sido reportados em artigos e patentes. O aspecto comum desses estudos consiste na
otimizag¢do das condigdes de reacdo (solvente, temperatura, pH, enzima, entre outros),
visando estabelecer as caracteristicas operacionais para aplicagdes industriais.

Para que a interesterificacdo enzimatica possa competir com a produgido quimica
de biodiesel, alguns pontos de natureza técnica devem ser considerados. A imobilizagdo
da lipase, por exemplo, ¢ um fator limitante na economicidade do processo. As lipases,
devido a sua natureza protéica, podem sofrer ao longo de uma reagdo um processo de
desnaturagdo com perda progressiva da atividade funcional. Por meio da imobilizagdo
em suportes solidos, entretanto, pode ocorrer um aumento na estabilidade do
catalisador, prolongando sua vida tutil. A imobilizagdo facilita a recuperagdo da enzima
do meio reacional, possibilitando sua posterior reutilizagdio (VILLENEUVE et al,
2000).

Considerando o crescimento da utilizagdo do biodiesel em ambito mundial, ndo
somente pelo aspecto de meio ambiente, mas, principalmente, por se tratar de uma fonte
de energia renovavel, a investigacdo do uso de lipases imobilizadas para produgdo de
biodiesel € de relevante importancia.

O desenvolvimento de sistemas imobilizados, particularmente da enzima lipase,
em diferentes suportes organicos € inorganicos para posterior utilizacdo em reagdes de
biocatalise em meios nao convencionais, tem sido realizado no Laboratorio de

Biocatadlise da Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena (CASTRO et al, 1999;



OLIVEIRA et al., 2000; PEREIRA et al., 2001; SOARES et al., 2002; BRUNO et al.,
2004; MIRANDA, 2004). As caracteristicas satisfatorias desses biocatalisadores,
principalmente em termos de estabilidade operacional, tornam atraentes, em termos
econdmicos a avaliagdo desses derivados para producdo de energia alternativa.

O presente trabalho teve por objetivo estudar a rea¢do de interesterificacdo
enzimatica do 6leo de babagu com alcoois de cadeia curta visando sua utilizacdo como
combustivel alternativo ao diesel convencional, avaliando o desempenho de cinco
preparagdes de lipase imobilizada em diferentes suportes. Entre essas preparagdes,
Lipozyme IM?° ¢ Novozym 435 serviram de base para comparagio com 0s Outros
sistemas imobilizados testados, por se tratar de preparagdes amplamente descritas na
literatura, incluindo comportamento e desempenho em diversas modificacdes de oleos e
gorduras, principalmente no que se refere a modificagdes visando a obtencdo de
biodiesel. As outras preparacdes testadas foram obtidas experimentalmente de acordo
com metodologias anteriormente estabelecidas no Laboratério de Biocatdlise da
FAENQUIL. Duas matrizes ndo comerciais com propriedades distintas (polisiloxano-
alcool polivinilico e 6xido de nidbio) foram selecionadas para imobilizar a lipase de
pancreas de porco (LPP) e a lipase microbiana de Candida rugosa (LCR). A literatura
ndo apresenta nenhum estudo sobre o comportamento desses derivados imobilizados,
sendo de grande interesse o desenvolvimento de novos sistemas imobilizados para
aplicagdo na producédo de biodiesel.

O suporte polisiloxano-alcool polivinilico (POS-PVA) combina os atributos
fisico-quimicos de materiais inorgdnicos e organicos, permitindo a manipulacio da
hidrofilicidade e hidrofobicidade, carga i6nica, capacidade tamponante, condutividade
elétrica, porosidade, molhabilidade e propriedades mecéanicas em geral, tornando essa
matriz adequada tanto a lipase como para aplicagdo em meio organico.

A selecdo do outro suporte de imobilizagdo, o6xido de nidbio hidratado, foi
baseada nos resultados promissores obtidos por MIRANDA (2004), nos quais foi
demonstrado que o derivado de lipase imobilizada nesse suporte apresenta
caracteristicas semelhantes ou melhores que aqueles obtidos com silica de porosidade
controlada. Este fato ¢ bastante interessante sob o ponto de vista industrial, pois
representa uma reducdo no custo de obtencdo do biocatalisador, tendo em vista o

elevado custo da silica e seus derivados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta revisdo bibliografica serd dado um enfoque nos principais temas
relacionados com o trabalho desenvolvido, iniciando-se pela importancia das fontes
renovaveis de energia para o meio ambiente, seguido de biodiesel, dleos vegetais usados
como matéria-prima na producdo de biodiesel, interesterificagdo quimica e enzimatica, a

utilizacdo de lipases imobilizadas em meios ndo convencionais.
2.1. Fontes Renovaveis de Energia

O futuro do mundo depende das fontes renovaveis de insumos energéticos e
quimicos, face & prioridades dadas atualmente ao petrdleo, carvdo e gés. Biomassa, gas
natural, bagaco de cana-de-agucar, alcool, eolica, radiacdo e o biodiesel sdo algumas das
fontes de energia e produtos quimicos mais limpos, que precisam ser mais bem
utilizados para desenvolvimento com sustentabilidade (METZGER, 2001). O Brasil ¢
um pais rico em oleaginosas, porém restringe as suas culturas para fins alimenticios.
Existe um grande potencial a ser explorado, tanto em relacdo ao aproveitamento das
culturas tempordrias e perenes como também a utilizacdo de produtos residuais, tais
como o Oleo residual usado na fritura de alimentos.

A maior aplicagdo dos oleoquimicos sintéticos, provenientes de matérias-primas
fosseis, ¢ na obtengdo de combustiveis (gasolina, 6leo diesel, etc), entretanto, cerca de
10% sao utilizados como matéria-prima para inumeros processos industriais. A Figura
2.1 apresenta alguns dos diversos produtos da industria oleoquimica. Observa-se que
produtos obtidos tradicionalmente a partir de fontes ndo renovaveis também podem ser
obtidos a partir de fontes renovaveis.

Do ponto de vista quimico os Oleos e gorduras, triglicerideos de acidos graxos
ou triésteres do glicerol, podem ser convertidos em produtos de elevado valor agregado
tais como combustiveis (biodiesel), lubrificantes, solventes, adesivos, surfactantes,
agroquimicos, entre outros produtos (METZGER, 2001).

Por se tratar de fonte de energia renovavel, os Oleos vegetais tém sido
largamente investigados como candidatos a programas de energia renovavel, pois
proporcionam uma geragdo descentralizada de energia e um apoio a agricultura familiar,
criando melhores condi¢des de vida (infra-estrutura) em regides carentes, valorizando
potencialidades regionais e oferecendo alternativas a problemas econdmicos e sdcio-

ambientais de dificil solucio.



Produtos obtidos a partir Produtos obtidos a partir
de fontes n&o renovaveis de fontes renovaveis
Petréleo, carvao, | Oleos e gorduras |
Xisto, etc. |

Gasolina, dleo diesel,

GLP, polimeros,etc. Produtos tradicionais: Novos materiais:
’ . sabdes, detergentes, biodiesel, biolubrificantes,
alcoois, acidos graxos, biopolimeros, etc.
efc.

Figura 2.1. Produtos da industria oleoquimica (METZER, 2001).

A utilizagdo de Oleos vegetais in natura como combustivel alternativo tem sido
alvo de diversos estudos na ultima década (NAG et al., 1995; PIYAPORN et al., 1996).
No Brasil, ja foram realizadas pesquisas empregando dleos virgens de macatba, pinhdo-
manso, dendé, indaid, buriti, pequi, mamona, babagu, cotieira, tungue e pupunha
(BARRETO, 1982; MIC, 1985; SERRUYA, 1991) e nos testes realizados com esses
Oleos em caminhdes e maquinas agricolas, foi ultrapassada a meta de um milhdo de
quilometros rodados (MIC, 1985). No entanto, esses estudos demonstraram a existéncia
de algumas desvantagens no uso direto de Oleos virgens: i) ocorréncia de excessivos
depdsitos de carbono no motor; ii) obstrucdo nos filtros de 6leo e bicos injetores; iii)
dilui¢do parcial do combustivel no lubrificante; iv) durabilidade do motor e v) aumento
consideravel dos custos de manutencao.

Outros autores GOERING e FRY (1981), KOBMEHL e HEINRICH (1998) e
GHASSAN et al. (2003) demonstraram que a alta viscosidade e a baixa volatilidade dos
oleos vegetais in natura podem provocar sérios problemas ao bom funcionamento do
motor. Dentre os problemas que aparecem apos longos periodos de utilizagdo,
destacam-se a formacdo de depdsito de carbono por combustdio incompleta, a
diminuicdo da eficiéncia de lubrificagdo do dleo pela ocorréncia de polimerizagdo (no
caso de Oleos poli-insaturados) e a atomizag¢do ineficiente e/ou entupimento dos
sistemas de inje¢do (PRYDE, 1983; MA e HANNA, 1999).

Para resolver esses problemas, houve um consideravel investimento na

adaptacdo dos motores para que o uso de Odleos vegetais in natura pudesse ser
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viabilizado, particularmente na produgdo de energia elétrica em geradores movidos por
motores estacionarios de grande porte. Nesse caso, o regime de operagdo do motor ¢
constante e isso facilita o ajuste dos parametros para garantir uma combustio eficiente
do dleo vegetal, podendo ser utilizada, inclusive, uma etapa de pré-aquecimento (pré-
camaras) para diminuir a sua viscosidade e facilitar a inje¢do na cdmara de combustio.
No entanto, para motores em que o regime de funcionamento ¢ varidvel (por exemplo,
setor de transportes), foi necessario desenvolver uma metodologia de transformagio
quimica do Oleo para que suas propriedades se tornassem mais adequadas ao seu uso
como combustivel. Assim, em meados da década de 70, surgiram as primeiras propostas
de modificagdo de Oleos vegetais por meio da reagdo de transesterificagdo, cujos
objetivos eram os de melhorar a sua qualidade de igni¢do, reduzir o seu ponto de

fluidez, e ajustar os seus indices de viscosidade e densidade especifica (SHAY, 1993;

STOURNAS et al., 1995; MA e HANNA, 1999).
2.2. Biodiesel

O biodiesel ¢ definido pela “National Biodiesel Board” (EUA) como o derivado
mono-alquil éster de acidos graxos de cadeia longa, proveniente de fontes renovaveis
como Oleos vegetais, cuja utilizacdo estd associada a substituicio de combustiveis
fosseis em motores de igni¢do por compressdo (motores de ciclo diesel) (NATIONAL
BIODIESEL BOARD, 1998). E produzido por meio da alcodlise de 6leos vegetais,
mediante a utilizagdo de um catalisador, que pode ser acido, basico ou enzimatico. Este
biocombustivel possui grande adaptabilidade aos motores de ciclo-diesel, e enquanto o
uso de outros combustiveis limpos, como o gas natural ou biogas, requer adaptagdo dos
motores, a combustdo do biodiesel pode dispensa-la, configurando-se em uma
alternativa técnica capaz de atender toda a frota ja existente movida a petrodiesel
(OLIVEIRA e COSTA, 2002).

O biodiesel apresenta as seguintes caracteristicas: (i) € virtualmente livre de
enxofre e compostos aromaticos; (ii) tem numero de cetano maior que o diesel; (iii)
possui teor médio de oxigénio em torno de 11%; (iv) possui maior viscosidade e maior
ponto de fulgor que o diesel convencional; (v) possui um nicho de mercado especifico,
diretamente associado a atividades agricolas; (vi) tem preco de mercado relativamente
superior ao diesel comercial (RAMOS et al., 2003). Entretanto, se a etapa de
recuperacdo e aproveitamento do subproduto (glicerina) for otimizada, o biodiesel

podera ser obtido a um custo seguramente competitivo com o prego do 6leo diesel.
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Do ponto de vista econdmico, a viabilidade do biodiesel esta relacionada com o
estabelecimento de um equilibrio favoravel na balanga comercial brasileira, visto que o
diesel ¢ o derivado de petroleo mais consumido no Brasil, ¢ que uma fracdo crescente
desse produto vem sendo importada anualmente (NOGUEIRA e PIKMAN, 2002).

Em termos ambientais, a adogdo do biodiesel, mesmo que de forma progressiva,
ou seja, em adigdes de 2% a 5% ao diesel de petroleo (RAMOS et al., 2003), resultara
em uma redugdo significativa no padrdo de emissdes de materiais particulados, 6xidos
de enxofre e gases que contribuem para o efeito estufa e chuvas acidas (MITTELBACH
et al.,, 1985). Sendo assim, sua difusdo, em longo prazo, podera proporcionar uma maior
expectativa de vida a populacdo e, como conseqiiéncia, um declinio nos gastos com
saude publica, possibilitando o redirecionamento de verbas para outros setores, como
educagdo e previdéncia. Cabe ainda ressaltar que a adicdo de biodiesel ao petrodiesel,
em termos gerais, melhora as caracteristicas do combustivel fossil, pois possibilita a
reducdo dos niveis de ruidos e melhora a eficiéncia da combustdo pelo aumento do
nimero de cetano (GALLO, 2003).

Estudos mercadologicos indicam os seguintes cenarios para os produtos

oleoquimicos e petroquimicos (COSTA NETO et al., 2000).

e O biodiesel constitui um excelente combustivel alternativo e sucedaneo do oleo diesel,
cuyjo ingresso no mercado ¢ considerado um fato irreversivel na Europa, nos Estados
Unidos e Australia.

e Os incentivos propiciados pela taxa de emissdo de gas carbdnico, pratica ja
considerada como definitiva, deverdo favorecer a implementacdo de programas de

producgdo de energias limpas, como o biodiesel.

e A tendéncia de alta nos pregos do petréleo é uma preocupagdo permanente,
especialmente quando se leva em conta a escassez, fato que devera favorecer o
crescimento da produ¢do mundial de biodiesel e de outras modalidades energéticas
alternativas.

e A questdo do efeito estufa, provocado pelas emissdes atmosféricas de gas carbono,
deverda moderar o wuso dos combustiveis de petrdleo, favorecendo o uso dos

combustiveis e biomassa, onde se contempla, em condi¢des de exceléncia, o biodiesel.
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Em diversos paises, o biodiesel ja ¢ uma realidade. Usado na Europa ha cinco
anos, o biodiesel serve tanto como aditivo ao o6leo diesel, como acontece na Franga e na
Suécia, quanto para colocar um motor em marcha como na Alemanha, Austria e Itilia.
S6 a Alemanha consome 300 mil toneladas anuais de biodiesel. Misturado numa
proporcdo de 5% ao Oleo diesel, o combustivel vegetal ajuda a reduzir a emissdo de
particulas de enxofre e o efeito lubrificante ameniza o desgaste do motor (RAMOS et
al., 2003).

As pesquisas no Brasil também estdo avangando gradativamente. O Programa
Nacional de Oleos Vegetais (OVEG) realizou testes com 6leos vegetais de composicdes
quimicas e graus de insaturacdo variados (MIC, 1985). Outros Programas Nacionais
intitulados, PROBIODIESEL (Portaria n° 702 do MCT, de 30 de outubro de 2002) e
CERBIO (Centro Nacional de Referéncia em Biodiesel) surgiram nos ultimos anos,
com o objetivo de promover o desenvolvimento das tecnologias de produgdo e avaliar a
viabilidade e a competitividade técnica, socio-ambiental ¢ econdmica do biodiesel para
os mercados interno e externo, bem como sua producdo e distribuicdo nas diferentes
regides do pais (ANDRADE, 2003; MCT, 2002).

As caracteristicas fisico-quimicas de alguns oleos vegetais e do dleo diesel sdo
listadas na Tabela 2.1. Os oleos combustiveis derivados do petrdleo sdo estaveis a
temperatura de destilagdo, mesmo na presenca de excesso de oxigénio. Ao contrario,
nos Oleos vegetais que cont€m triacilgliceréis de estrutura predominantemente
insaturada, reacdes de oxidacdo podem ser observadas até a temperatura ambiente e o
aquecimento a temperaturas proximas a 250°C ocasiona reagdes complementares de
decomposi¢do térmica, cujos resultados podem inclusive levar a formag¢do de compostos
poliméricos mediante reagdes de condensacdo. A presenga de compostos poliméricos
aumenta a temperatura de destilacio e o nivel de fumaga do motor, dimmnui a
viscosidade do oOleo lubrificante e acarreta diminuicdo da poténcia pela queima
incompleta de produtos secundarios. Esse comportamento ndo € observado com
derivados metanolisados ou etanolisados (biodiesel), cuja mistura ¢ destilada

integralmente a temperaturas inferiores a 350 °C.



Tabela 2.1. Caracteristicas de alguns oleos vegetais e do dleo diesel

. Oleos vegetais Oleo
Caracteristicas mamona  babagu  dendé soja piqui  diesel
Poder calorifico (kcal/kg) 8913 9049 8946 9421 9330 10950
Ponto de névoa ( °C) 10 26 31 13 26 0
Indice de cetano nd 38 38-40 36-39 38 40
Densidade a 25°C 0,9578 09153 09118 nd 0,910 0,8497
Viscosidade a 37,8 °C (cSt) 285 30,3 36,8 36,8 2 2,0-4,3
Destilagdo a 90% (°C) nd 349 359 370 47,0 338
Teor de cinzas (%) nd 0,03 0,01 nd nd 0,014
Cor (ASTM) 1,0 0,5 1,0 nd 0,01 2,0
Residuos de carbono Conradson nd 0,28 0,54 0,54 2,0 0,35
sobre 10% do residuo seco (%) nd

Fonte: COSTA NETO et al (2000).
2.3. Caracteristicas Basicas de um Combustivel para Motores Diesel

A viabilidade técnica de um combustivel para motores diesel deve ser
considerada levando em conta os seguintes fatores: combustibilidade, impactos
ambientais das emissdes, compatibilidade ao uso e compatibilidade ao manuseio
(PARENTE, 2003).

A combustibilidade de uma substancia, diz respeito ao seu grau de facilidade em
realizar a combustio no equipamento na forma desejada, com producdo de energia
mecanica mais adequada. Em motores a diesel, a combustibilidade relaciona-se com as
seguintes propriedades essenciais do combustivel: poder calorifico e o indice de cetano.
A viscosidade cinematica ¢ a tensdo superficial, pelo fato de definirem a qualidade de
pulverizacdo na injecdo do combustivel, participam também como fatores de qualidade
na combustao.

Os impactos ambientais das emissoes constitiem uma caracteristica bdsica
importante, pois a fauna e a flora precisam ser preservadas. Os teores de enxofre e de
hidrocarbonetos aromaticos, além da combustibilidade, sdo caracteristicas importantes
inerentes aos impactos das emissoes.

A compatibilidade ao uso diz respeito a longevidade, ndo somente do motor
como também dos seus entornos, representada pela lubricidade e pela corrosividade,
sendo esta ultima, definida principalmente pelo teor de enxofre e acidez do combustivel.

A compatibilidade ao manuseio, diz respeito ao transporte, armazenamento ¢ a
distribuicdo do combustivel, sendo a corrosividade, toxidez ¢ o ponto de fulgor as
propriedades mais importantes. No inverno dos paises mais frios, o ponto de fluidez

torna-se também uma importante propriedade, sinalizando para a adi¢do de aditivos
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anticongelantes. As caracteristicas fisico-quimicas do biodiesel sdo semelhantes entre si,
independentemente de sua origem, isto €, tais caracteristicas sdo quase idénticas,
independentes da natureza da matéria-prima ¢ do agente de interesterificagdo (etanol,

propanol ou butanol) (PARENTE, 2003).
2.3.1. Propriedades Fisicas do Biodiesel

Viscosidade e densidade

As propriedades fluidodindmicas de um combustivel, no que diz respeito ao
funcionamento de motores de injecdo por compressao (motores diesel) sdo a
viscosidade e a densidade, as quais exercem grande influéncia na circulagdo e injegdo
do combustivel. As propriedades fluidodindmicas do biodiesel, independentemente de
sua origem, assemelham-se ao do o6leo diesel mineral, ndo sendo necessdria qualquer

adaptacdo ou regulagem no sistema de injecdo dos motores (PARENTE, 2003).
Lubricidade

A lubricidade ¢ uma medida do poder de lubrificagdo de uma substincia, em
funcdo de varias de suas propriedades fisicas, destacando a viscosidade e tensdo
superficial. Diferentemente dos motores movidos a gasolina, os motores a dleo diesel
exigem que o combustivel tenha propriedades de lubrificacdo, especialmente, em razio
do funcionamento da bomba, exigindo que o liquido que escoa lubrifique

adequadamente as suas pecas em movimento (PARENTE, 2003).
Ponto de névoa e de fluidez

O ponto de névoa ¢ a temperatura na qual o liquido, por refrigeracdo, comega a
ficar turvo, e o ponto de fluidez é a temperatura na qual o liquido ndo mais escoa
livremente. Tanto o ponto de fluidez como o de névoa varia com a fonte de matéria
prima, bem como o d&lcool empregado na reacdo de interesterificacdo. Essas
propriedades sdo consideradas importantes no que diz respeito & condigdes nas quais o

combustivel deve ser armazenado e utilizado (PARENTE, 2003).
Ponto de fulgor

E a temperatura na qual um liquido torna-se inflamavel em presenca de uma
chama ou faisca. Esta propriedade ¢ importante no que diz respeito a seguranga no
transporte, manuseio € armazenamento. O ponto de fulgor do biodiesel, se

completamente isento de dlcool, for superior a temperatura ambiente, significa que o
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combustivel ndo ¢ inflamdvel nas condigdes normais que ¢é transportado e armazenado

(PARENTE, 2003).
Poder calorifico

O poder calorifico de um combustivel indica a quantidade de energia
desenvolvida pelo combustivel por unidade de massa, quando ele ¢ queimado. No caso
de um combustivel de motores, a queima significa a combustdo para o funcionamento
do motor. O poder calorifico do biodiesel ¢ muito préximo do poder calorifico do 6leo
diesel mineral. A diferenga média em favor do dleo diesel do petréleo situa-se na ordem
de somente 5%. Entretanto, com uma combustio mais completa, o biodiesel possui um

consumo especifico equivalente ao diesel mineral (PARENTE, 2003).
Indice de cetano

O indice de octano ou octanagem dos combustiveis estd para motores do ciclo
Otto, da mesma forma que o indice de cetano ou cetanagem estd para os motores do
ciclo Diesel. Portanto quanto maior for o indice de cetano de um combustivel, melhor

sera sua combustdo no motor diesel. O indice de cetano médio do biodiesel ¢ 60,

enquanto para o 6leo diesel é entre 48 a 52 (PARENTE, 2003).
2.3.2. Propriedades Quimicas do Biodiesel

Teor de enxofre

Como os Oleos vegetais ¢ as gorduras de animais ndo possuem enxofre, o
biodiesel ¢ completamente isento desse elemento. Os produtos derivados do enxofre sdo
bastante danosos ao meio ambiente € a0 motor € seus componentes. Entende-se que o

biodiesel ¢ um combustivel limpo, enquanto o diesel possui enxofte, prejudica a flora, a

fauna, o homem e o motor (PARENTE, 2003).
Poder de solvéncia

O biodiesel, constituido por uma mistura de monoésteres de acidos carboxilicos,
solubiliza um grupo muito grande de substincias organicas, incluindo as resinas que
compdem as tintas. Dessa forma, cuidados especiais com o manuseio do biodiesel
devem ser tomados para evitar danos a pintura dos veiculos, nas proximidades do ponto

ou bocal de abastecimento (PARENTE, 2003).
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2.4. Matérias-Primas para a Producio de Biodiesel

As matérias primas para a produgdo de biodiesel podem ser de diferentes
origens: Oleos vegetais, gorduras de animais e Oleos e gorduras residuais. Porém, nem
todo oleo vegetal deve ser utilizado como matéria-prima para a producdo de biodiesel.
Isso porque alguns oleos vegetais apresentam propriedades ndo ideais, como elevados
viscosidade e numero de iodo, que sdo transferidas para o biocombustivel e que o
tornam inadequado para uso direto em motores do ciclo diesel. Portanto, a viabilidade
de cada matéria-prima dependera de suas respectivas competitividades técnica,
econdmica e soécio-ambiental, e passam; inclusive, por importantes aspectos
agronOmicos, tais como: i) o teor em Oleos vegetais; ii) a produtividade por unidade de
area e iil) o equilibrio agronomico e demais aspectos relacionados com o ciclo de vida
da planta (RAMOS et al., 2003).

Podem se transformados em biodiesel, todos os oleos vegetais enquadrados na
categoria de oleos fixos ou triglicerideos, como os obtidos de grio de amendoim, polpa
do dendé, améndoa do coco de dendé, améndoa do cdco da praia, caroco de algoddo,
améndoa do coco de babacgu, semente de girassol, baga de mamona, semente de colza,
semente de maracuja, polpa de abacate, carogo de oiticica, semente de linhaca e semente
de tomate, entre muitos outros vegetais em forma de sementes, améndoas ou polpas
(CAMPOS, 2003; PARENTE, 2003; PERES e JUNIOR, 2003).

Os O6leos vegetais s3o produtos naturais constituidos por uma mistura de ésteres
resultantes da condensacdo de uma molécula de glicerol com trés moléculas de acidos

graxos (triacilglicerdis ou triglicerideos) (Figura 2.2)

(ﬁ
HC @] i {CHaCHs
I|:|:I
HE @] Z (CHy 1 CH——="CH(CH:}7CHs
(‘:‘)
H,C i iZ (CHy )y CH=—CHCH,CH—CH{CH;),CH;

Figura 2.2. Estrutura de uma molécula de triglicerideo (SRIVASTAVA e PRASAD,
2000).
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Oleos vegetais sdo constituidos de cadeias curtas ou longas de acidos graxos,
cuyjo grau de saturagdo, ou insaturacdo, ¢ funcdo da origem do tipo da semente. Os
acidos graxos mais comumente encontrados nos dleos apresentam cadeias de 16 e 18
atomos de carbono. Essas cadeias podem ser saturadas (sem duplas ligacdes) ou
insaturadas (com duplas ligacdes) (COSTA NETO, 2002). Oleos que possuem maior
nimero de 4cidos graxos saturados, como por exemplo, o 6leo de babagu (rico em 4cido
laurico), apresenta-se em estado so6lido a temperatura entre 20-25°C; aqueles cujo teor
de polinsaturados ¢ mais elevado, por exemplo, soja, algoddo, amendoim (ricos em
acidos linoleico e oleico) apresentam-se em estado liquido a temperatura ambiente ou
abaixo desta. (ABOISSA OLEOS VEGETAIS, 2003).

Conforme a espécie de oleaginosa, variagdes na composi¢do quimica do oleo
vegetal sdo expressas por variagdes na relacdo molar entre os diferentes acidos graxos
presentes na estrutura. Portanto, a andlise da composicdo de 4cidos graxos constitui o
primeiro procedimento para uma avaliagdo preliminar da qualidade do 6leo bruto e/ou
de seus produtos de transformacdo e isto pode ser obtido por meio de varios métodos
analiticos, tais como: cromatografia liquida de alta eficiéncia (PLANK e LORBEER,
1995), cromatografia em fase gasosa (MITTELBACH, 1990) e espectroscopia de
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (COSTA NETO, 2002). A Tabela 2.2
apresenta a composicdo de alguns Oleos vegetais, com potencial de utilizagdo na

produg@o de biodiesel no Brasil.

Tabela 2.2. Composicdo em porcentual de acidos graxos em diferentes oleos vegetais e
estrutura quimica dos acidos graxos mais comuns.

Acido Graxo Estrutura Formula Babacu Mamona Palma Seja  Girassol
Caprilico 8:0 CgH;60, 35 0 0 0 0
Caprico 10:0 C10H200, 45 0 0 0 0
Laurico 12:0 Ci1oH4O, 447 0 0,1 0 0
Miristico 14:0 Ci1sHy30, 175 0 1,2 0,1 0
Palmitico 16:0 Ci16H3,0, 9,7 1,2 46,8 10,5 7,0
Estearico 18:0 Ci3H360, 3,1 1,0 3.8 32 33
Oléico 18:1 CoHyuO, 152 33 37,6 22,3 14,3
Linoleico 18:2 Ci13H3,0, 1,8 36 10,0 54,5 75,4
Linolénico 18:3 CisH300, 0 0,2 0 83 0
Ricinoleico 18:1 C12H40; 0 89,2 0 0 0
Eicosandico 20:0 Cs0H100, 0 0 0 0,2 0
Eicosendico 20:1 C,0H390, 0 0,3 0,5 0,9 0

Fonte: SONNTAG, 1979.
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Como o presente trabalho trata da conversio do oOleo de babacu em
biocombustivel, essalta-se que o mesmo ¢ extraido do coco de babagu conhecido como
baguagu ou coco-de-macaco (Orrbignya speciosa), pertence a familia botanica da
Palma origindria do Brasil - Regido Amazonica e Mata Atlantica na Bahia. Os frutos
sdo ovais alongados de coloragdo castanha, a polpa ¢ amilacea e oleosa, envolvendo de
3 a 4 sementes oleaginosas (ABOISSA OLEOS VEGETALIS, 2003).

Considerando os 17 milhdes de hectares de florestas onde predominam a
palmeira do babagu e as possibilidades de aproveitamento integral do coco (Tabela 2.3),
o babagu constitui, potencialmente, uma extraordindria matéria-prima para a obtencdo
de produtos com altos teores de matérias graxas, ou seja, gorduras de aplicagdo

alimenticia ou industrial.

Tabela 2.3. Constituintes do coco de babagu, caracteristicas e aplica¢des.

Constituintes % Caracteristicas e Aplicacdes

Material oleaginoso contendo até 62% de 6leo do tipo lauridico.

Améndoas =9 Na extragao resulta uma torta utilizavel para racdo de animais

Lignito vegetal, de elevada dureza, com aplicacdo na produgéo
de carvdes especiais, sendo recomendavel o aproveitamento dos
gases condensaveis resultando diversos produtos de interesse
para a industria quimica.

Endocarpo 50— 65 | Alternativamente, o lignito pode ser utilizado na producgio de
pecas aglomeradas, possiveis de serem empregadas como
substituto de madeiras, na industria de mdveis ¢ nas construgdes
Civis.

Possiveis excedentes podem ser direcionados como combustivel
industrial, na co-geragdo de eletricidade.

Por¢do amildcea do coco, prestando-se como energético na
Mesocarpo 15-22 | produgdo de ragdes ou etanol, entre outras possibilidades.

11-16 Material fibroso, ligno-celuldsico, podendo ser utilizado como
Epicarpo combustivel industrial, e até mesmo, na co-geracdo de
eletricidade.

Os principais destinatarios das améndoas do coco de babagu sdo as industrias de
esmagamento, produtoras de 6leo cru. Constituindo cerca de 65% do peso da améndoa,
esse Oleo ¢ subproduto para a fabricacdo de sabdo, glicerina e 6leo mmestivel. O dleo

de coco babagu refinado ¢ um produto largamente utilizado na produgdo de cosméticos,
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tais como, emulsdes limpantes, cremes faciais, cremes para o corpo, cremes para OS
labios, preparados para cabelos secos ou quebradigos entre outros.

Apesar dessa potencialidade, medida pela dimensdo de ocorréncia e valor
econdmico das varias aplicagdes ja testadas, a exploracdo do coco de babagu ¢ ainda
realizada, em grande parte do nordeste, de forma muito artesanal (PARENTE, 2003),
tendo em vista que essas pequenas comunidades ndo tém acesso aos equipamentos
existentes para a quebra automdtica do coco de babagu, com a separagdo de seus
constituintes, bem como as tecnologias de aplicacdes das matérias primas resultantes.

Estudos realizados demonstram que eliminando as palmeiras improdutivas nos
babacuais de elevadas densidades, a produ¢do chega a dobrar, passando da média de 3
para 6 toneladas anuais. E sabido também que o consorcio do babagu com culturas
temporarias rasteiras como o feijdo, o amendoim, a soja, € até mesmo o girassol, sdo
possiveis em lavouras familiares, proporcionando ocupagdes e rendas complementares.

Desta forma a pratica do aproveitamento integral do coco, partindo da quebra
mecanizada, poderia ser uma excelente oportunidade de geracdo de renda na coleta do
coco, bem como na industrializagdo dos constituintes, produzindo riquezas oportunas
para os Estados detentores de babagu, quais sejam: Maranhdo, Piaui, Tocantins, parte de
Goias, além de varias micro-regides isoladas no Ceard, em Mato Grosso, em Rondonia
e outras. Neste cenario, o 6leo de babagu poderia ingressar no mercado energético, com

quantidades substantivas e pre¢os competitivos (PARENTE, 2003).
2.5. Producio de Biodiesel

Combustiveis alternativos para motores a diesel sdo cada vez mais importantes
devido a escassez das reservas de petrdleo e aos problemas de poluicdo ambiental. Um
grande numero de estudos tem mostrado que os triglicerideos sdo uma alternativa
promissora ao diesel (BARTHOLOMEW, 1981; ZIEJEWSKI e KAUFMAN, 1983).
Contudo, o uso direto de Oleos vegetais ou misturas de Oleos € considerado
insatisfatorio e nio pratico tanto para motores de injecdo direta como indireta, movidos
a diesel. Dentre os principais problemas apresentados estdo: a composi¢cdo em dacidos
graxos dos oleos vegetais, a elevad viscosidade, a acidez, a presenga de gomas formadas
por oxidagdo e polimerizacdo durante a estocagem e a decomposi¢do de carbonos, entre
outros (MA e HANNA, 1999). Conseqiientemente, varios estudos t€ém sido conduzidos
para desenvolver derivados de oleos vegetais, cujas propriedades e desempenho se

aproximem do 6leo diesel.
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Sdo trés os processos mais investigados para superar os problemas encontrados
na substituicdo do diesel por oOleos vegetais: a pirdlise, a micro-emulsificacdo e a

interesterificagao.
2.5.1. Pirdlise

Pirdlise € a conversdo quimica causada pela aplicacdo de energia térmica, na
presenga de nitrogénio. Muitos estudos foram realizados com a pirolise de triglicerideos
com o objetivo de obter produtos adequados aos motores a diesel (CROSSLEY et al.,
1962; BILLAUND et al, 1995). A decomposi¢ao térmica dos triglicerideos produz
diferentes tipos de compostos, incluindo alcanos, alcenos, alcadienos, 4cidos
carbonilicos e aromaticos, dependendo da fonte do oleo vegetal decomposto. A pirolise
do dleo de soja, por exemplo, contém 79% de carbono e 12% de hidrogénio (SCHWAB
et al, 1988), apresentando baixa viscosidade e alto numero de cetano quando
comparado ao oleo puro. Contudo, apesar dos oOleos vegetais pirolisados possuirem
concentragdes satisfatorias de enxofre, dgua, sedimentos e cobre, sdo inaceitdveis os
niveis de cinzas, residuos de carbono e o ponto de ignicdo alcangado. Embora o produto
da pirdlise seja quimicamente similar ao diesel proveniente do petrdleo, a remogdo do

oxigénio durante o processo térmico elimina qualquer beneficio ambiental do produto

(SRIVASTAVA e PRASAD, 2000; MA e HANNA, 1999).
2.5.2. Microemulsificaciao

O uso de microemulsdes com solventes como metanol, etanol e butanol € outro
processo que vem sendo estudado com o objetivo de resolver o problema da viscosidade
dos oleos vegetais (SCHWAB et al., 1987; ZIEJEUSKI et al., 1984).

Microemulsdes s3o dispersdes isotropicas, termodinamicamente estaveis, de
oleo, 4gua, surfactante e geralmente uma molécula pequena anfifilica, denominada
cosurfactante (SCHWAB et al., 1987). ZIEJEUSKI et al. (1984) prepararam uma
emulsdo de 53,3% (v/v) de dleo de girassol, 13,3% (v/v) de etanol e 33,4% (v/v) de
butanol. Esta emulsio ndo-idnica apresentou viscosidade de 6,31X10’6 m’/s a 40°C,
nimero de cetano de 25, 0,01% de enxofre, 0,01% de &cidos graxos livres e cinzas
inferior a 0,01%. A viscosidade obtida foi ainda menor quando se aumentou a
concentra¢ao de butanol.

SCHWAB et al (1987) mostraram que o 2-octanol foi efetivo na solubilizagdo
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micelar de metanol em trioleina e d6leo de soja. Contudo, foram observados, em escala
laboratorial, depdsitos de carbono e aumento da viscosidade.

Apesar das microemulsdes apresentarem boas caracteristicas, verificou-se que
em longo prazo provocam a decomposi¢do de carbono no motor, combustdo incompleta

e aumento da viscosidade dos dleos lubrificantes (FELIZARDO, 2003).
2.5.3. Interesterificacio

A interesterificacdo (também denominada alcoolise) é a rea¢do de formagdo de
ésteres a partir de 6leos e alcoois, resultando em glicerol. A reag¢do de interesterificagdo
pode ser catalisada por dlcalis, acidos ou enzimas, particularmente as lipases. A
interesterificacdo € o processo usado para producdo de biodiesel nos Estados Unidos e
na Europa. Essa reacdo também ¢ usada na produgdo de ésteres metilicos para outras
aplicagdes como detergentes e cosméticos.

Os élcoois que podem ser usados sdo o metanol, etanol, propanol, butanol ou
alcool amilico. Os alcoois mais utilizados sdo o metanol e etanol, principalmente pelo
seu baixo custo, suas propriedades fisico-quimicas (menor cadeia carbonica) e grande
disponibilidade na Europa, Japdo e EUA. Como no Brasil existe grande disponibilidade
de etanol, provavelmente serd este o substrato para o biodiesel brasileiro.

NYE ef al. (1983) investigaram a reagdo de interesterificacdo de oleos de frituras
com metanol, etanol, n-propanol, iso-propanol, n-butanol e 2-etoxietanol em meios
acido e basico. Nesse estudo alguns ésteres de menor viscosidade foram selecionados
para a realizacdo de testes preliminares em motores do ciclo diesel. Os ésteres metilicos
obtidos em meio basico e os ésteres etilicos ¢ butiricos obtidos em meio acido, nio
mostraram problemas de ignicdo e desempenho, apresentando pouca ou nenhuma
fumaca na exaustdo. Os demais ésteres ndo foram testados por critérios de viscosidade e
o rendimento da reagdo ndo serviu como pardmetro para a selecdo dos ésteres a serem
utilizados nos testes.

A interesterificagdo tem sido largamente utilizada para redug¢do da viscosidade
dos triglicerideos, melhorando as propriedades fisicas dos combustiveis para o motor a
diesel (CLARK et al., 1984). A Figura 2.3 mostra a comparacdo entre viscosidade e
indice de cetano do 6leo diesel e do biodiesel interesterificado (CORMA, 1995).
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Figura 2.3. Efeito da interesterificagdo nos dleos vegetais.

Para completa interesterificacdo estequiométrica é necessario ter uma relacdo
molar de 3:1, no minimo, entre o alcool e triglicerideos. Os principais fatores que

interferem na reagdo de intesterificagio sao:

e A concentracdo de acidos graxos livres nos Oleos ¢ um fator importante na reagdo
catalisada por NaOH. O contetido de 4gua nos reagentes deve ser baixo, pois podem ser

formados sabdes no processo, o que aumenta a viscosidade final do produto e dificulta a
separagdo do glicerol (FREEDMAN et al., 1986; FEUGE e GROSE, 1949).

e O efeito da relacdo molar entre os reagentes estd associado ao tipo de catalisador
utilizado, por exemplo; a catalise acida necessita de 30 moles de butanol para 1 mol de
oleo de soja, enquanto na alcalina s6 sdo requeridos 6 moles de alcool para 1 de 6leo
para atingir a mesma velocidade de reagdo (FREEDMAN et al., 1986).

e Os tipos de catalisadores possiveis sdo os acidos (H2SO4, HCI, H;PO,), élcalis (KOH,
NaOH) ou as enzimas (lipases). A catdlise alcalina é muito mais rapida do que a acida,
contudo, quando se utilizam O6leos residuais com elevado teor de dgua e de 4cidos
graxos livres, a catdlise dcida ¢ a mais indicada (FREEDMAN et al., 1986). Os estudos
miciais referentes ao emprego das lipases como biocatalisadores foram publicados no

inicio da década de 90.

e O efeito da temperatura varia em fun¢do dos tipos de Oleos e do catalisador. A

metandlise alcalina do dleo de mamona, por exemplo, ocorre entre 20-35°C.



19

2.6. Cinética das Reacoes de Interesterificacido

Existem muitos estudos relatados na literatura sobre a cinética de catdlise acida
(FREEDMAN et al., 1986; DUFEK et al., 1972) e basica (FREEDMAN et al., 1986;
NOUREDDINI e ZHU, 1997) das reacdes de nteresterificagdo. DUFEK et al. (1972)
estudaram a esterificagdo e interesterificacdo por catalise acida do &cido 9 (10)-
carboniesteratico e seus mono e di ésteres metilicos. FREEDMAN et al. (1986)
relataram a reacdo de interesterificio do oleo de soja e de outros dleos vegetais com
alcoois, examinando o efeito do tipo de alcool, a relacdo molar entre os reagentes, tipo e
concentragdo do catalisador e temperatura de rea¢do na ordem e curso da reagdo. Na
presenca de catalisadores acidos ou basicos, a reacdo apresentou-se como sendo de
pseudo-primeira ordem para o butanol e dleo de soja na propor¢do de 30:1. Na
propor¢do de 6:1 de butanol e 6leo de soja com catalisador alcalino, a reagdo apresentou
cinética de segunda ordem. Para metanol e o6leo de soja (6:1) com 0,5% de metdxido de

sodio, a cinética foi combinada de segunda e quarta ordens.

2.6.1. Efeito da Relacio Molar entre os Reagentes na Cinética das Reacdes de
Interesterificaciao

Uma varidvel importante na velocidade de interesterificagdo ¢ a relagdo molar
entre o alcool e o dleo. A estequiometria da reag¢@o requer 3 moles de dlcool por mol de
triglicerideos, para render 3 moles de monoéster ¢ um mol de glicerol.

Elevada relagdo molar resulta em maior concentragio de monoésteres em menor
tempo de reagdo. Na reacdo de alcoolise do dleo de amendoim com etanol, na proporgio
de 6:1, foi liberada maior quantidade de glicerol do que na propor¢do de 3:1.
FREEDMAN et al. (1984) estudaram, o efeito da relacdo molar (de 1:1 para 6:1) na
conversao de oOleos vegetais em monoésteres metilicos. Os O6leos de soja, girassol,
amendoim e algoddo apresentaram comportamento similar, com maior conversao
atingida na proporg¢ao 6:1.

Estudos efetuados por KRISNANGKURA e SIMAMAHARUNOP (1992)
referentes a interesterificagdo do dleo de palma a 70°C em presenca de solvente
organico com metoxido de sodio como catalisador, verificou que a conversdo aumentou
com o aumento da relacdo molar entre o metanol e o 6leo de palma. Assim, a relagdo
molar de 6:1 ¢ geralmente a mais empregada em processos industriais para obter

mono¢steres metilicos com 98% de conversdo (FILLIERES ef al., 2000).
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2.6.2. Efeito do Catalisador na Cinética das Reacoes de Interesterificacao

A reacdo de intereterificacdo de triglicérideos com alcool pode ser representada
pela equacdo geral ilustrada na Figura 2.4a. A Figura 2.4b contém as reagdes
consecutivas e reversiveis que sofrem os triglicerideos na interesterificacdo. Para que
ocorra a reagdo ¢ importante monitorar as trés etapas consecutivas e a reversibilidade da
reagdo. Na primeira etapa ocorre a conversdo do triglicerideo para diglicerideos,
seguido pela conversdo do diglicerideo para monoglicerideo, ¢ do monoglicerideo para
glicerol, fornecendo uma molécula de éster de cada glicerideo a cada etapa

(FREEDMAN et al., 1986; NOUREDDINI e ZHU, 1997).

HC—O0—~C0—FR CH,C0H
| Catalisardor
@) Hzill—O—co—R + 3R—0H == 3R—O0—CO—FR + HCOH
HC—0——~C0—FR CH,OH
Trglicerideos Aleool Esteres Ghcerol
o . Catalisador oo .
Triglcerides + REOH dighcerideo + RE'COOR
. . Catalisador . N
(b) Diglicerides + EOH monoglicenides + E"COOR
Catalisador

Monoglcendes + EOH glicerel + E"COOR

Figura 2.4. Interesterificagdo de triglicerideos com dalcool. (a) Equagdo geral; (b) Trés
reagdes consecutivas e reversiveis. R1, R2, R3 e R’, representam os grupos alquila.
(COSTA NETO, 2002)

Os catalisadores quimicos mais usados sdo os alquilatos metéalicos (metdxido ou
etoxido de sodio), seguidos dos metais sodio, liga sodio-potdssio e dos hidroxidos de
sédio ou potassio (ROZENAAL, 1992; GIOIELLI, 1998).

O metoxido de sodio tem se mostrado mais efetivo do que o hidroxido de sddio,
provavelmente por produzir menor concentracdo de agua durante a reagdo (FREEDMAN
et al., 1984). ALCANTARA et al. (2000) reagiram trés 6leos (6leo de soja, 6leo de fritura
e gordura de porco) com metoxido de sédio em dois tipos diferentes de reagdo: a

interestificacdo e a amidacdo, com metanol e dietilamina, respectivamente. As amidas
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melhoraram as propriedades de igni¢do do o6leo diesel. Como tanto o hidréxido de sodio
quanto o de potassio sdo capazes de catalisar a interesterificacdo, e sendo ambos muito
baratos, sdo extensivamente aplicados industrialmente na produ¢ao de biodiesel.

A cinética de interesterificacgdo enzimdtica de triglicerideos com metanol
(metanolise) catalisada pela lipase de Rhyzopus oryzae parece estar de acordo com o
modelo tedrico proposto (KAIEDA et al, 2001), ou seja, inicialmente os triglicerideos
sdo hidrolisados pela lipase em glicerideos parciais e acidos graxos livres, e depois sdo
sintetisados os mono¢steres metilicos com metanol e os acidos graxos livres sugerindo
que, diferentemente da catdlise alcalina, os acidos graxos livres contidos em 6leos usados

podem ser convertidos facilmente em monogsteres na catalise enzimatica.
2.7. Outros Processos de Interesterificacio
2.7.1. Processo de Interesterificacio Catalisada por Acidos in situ

Os 4cidos utilizados na interesterificacdo quimica incluem os dacidos: sulftirico,
fosforico, hidroclorico e sulfonicos organicos. Embora a interesterificagdo por catélise
acida seja mais lenta que a alcalina (MA e HANNA, 1999; SRIVASTAVA e PRASAD,
2000), a interesterificacdo acida ¢ a melhor alternativa quando o o6leo usado tem alta
concentracdo de 4cidos graxos livres e dgua, como € no caso de oleos ja utilizados em
frituras (FREEDMAN et al., 1984; AKSOY et al, 1988). AKSOY et al. (1988)
relataram a necessidade de realizar a rea¢do de interesterificagdo do oleo de oliva com
muitos compostos de enxofre por catdlise dcida. Em geral, os ésteres etilicos de éacidos
graxos monossaturados ou de cadeia curta, com 2% de &cido sulfirico podem ser
considerados 6timos combustiveis alternativos (KLOPFENSTEIN e WALKER, 1983).

Interesterificagdo in situ difere do processo convencional porque utiliza 6leo cru
e éalcool acidificado, em vez de o6leo e alcool purificados, ou seja, a extracdo e
interesterificagdo ocorrem no mesmo reator com o alcool atuando em dois papéis: como
solvente extrator e como agente de esterificacdo.

KILDIRAN et al. (1996) propuseram a interesterificacdo in situ do 6leo de soja,
enquanto OZGUL e TURKAY (1993) estudaram a interesterificagio in situ do oleo de
arroz com diferentes dalcoois monohidratados, explorando a vantagem da extragdo
simultdinea dos lipideos neutros das sementes, quando a interesterificagdo in siftu foi

empregada.
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2.7.2. Interesterificacio utilizando Fluidos Supercriticos

Com o objetivo de desenvolver um novo processo de metandlise de dleos sem
qualquer catalisador, KUSDIANA e SAKA (2001) realizaram um estudo fundamental
para producdo de biodiesel em metanol supercritico. Demonstraram que o pré-
aquecimento a 350°C por 240s em metanol supercritico foi suficiente para converter o
6leo de semente de colza em ésteres metilicos. Os ésteres metilicos produzidos em
metanol supercritico foram os mesmos obtidos por catdlise alcalina, mas com maior
taxa de conversdo. As andlises cinéticas das reacdes demonstraram que a conversio em
ésteres metilicos foi mais rapida em condigdes supercriticas. As condigdes mais
favoraveis foram a 350°C e relacdo molar de 42:1 entre metanol e dleo (KUSDIANA e
SAKA, 2001).

Uma hipdtese que pode justificar a maior velocidade de reagcdo é que metanol
supercritico tem natureza hidrofilica com baixa constante dielétrica, dessa forma, os
triglicerideos ndo polares podem ser bem solvatados pelo metanol supercritico,
formando um sistema unifisico de metanol/ 6leo. Além disso, o metanol liquido ¢ um
solvente polar e apresenta pontes de hidrogénio entre o OH-oxigénio e OH-hidrogénio
formando clusters de metanol, dificultando o acesso do triglicerideo.

Assim como na interestificagdo enzimatica, € ao contrario da alcalina, os acidos
graxos livres contidos no dleo também podem ser esterificados em metanol supercritico.
Além deste aspecto positivo, adiciona-se o fato de ndo utilizar catalisadores quimicos, o
que torna mais facil a separagdo dos produtos dessa reacdo em relagdo a catélise
alcalina. Deve-se observar que neste novo processo sdo requeridas altas temperaturas
(350°C) e pressoes (45 MPa), além de grandes quantidades de metanol, sendo ainda

necessario investigagdes do processo para viabilizar sua aplicacdo industrial.
2.8. Comparacio da Interesterificacido Alcalina e Enzimatica

As bases empregadas na catdlise do processo de interesterificacdo incluem
NaOH, KOH, carbonatos e alcoxidos como metdxido de sodio e butoxido de sddio. A
interesterificagdo alcalina ocorre, aproximadamente, 4000 vezes mais rapida do que a
acida (FORMO, 1954) e ¢ a mais empregada comercialmente.

No caso da interesterificagdo alcalina, os glicerideos ¢ o alcool devem ser
anidros, pois a presenca de agua favorece a rea¢do de saponificacdo dos acidos com

alcalis, formando sabdes (MACEDO e MACEDO, 2004). O sab3o consome o
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catalisador reduzindo a eficiéncia catalitica e aumentando a viscosidade. As
conseqiiéncias sdo a formagao de gel e a dificuldade de separagdo do glicerol.

MA e HANNA (1999) sugeriram que a concentracdo de acidos graxos livres no
oleo refinado deve ser a menor possivel, abaixo de 0,5%. FEUGE e GROSE (1949)
também refor¢aram a importancia dos oleos estarem livres de dgua e de acidos graxos.
FREEDMAN et al. (1984) reportam que as velocidades de interesterificagdo sdo
significativamente reduzidas se os reagentes nio seguirem essas especificacdes.

A interesterificagdo enzimatica ¢ o processo de modificacdo lipidica realizado
por lipases (triacilglicerol-acilhidrolases) que sfo enzimas obtidas predominantemente
de microrganismos (JAEGER ez al., 1994; FABER, 1997; CASTRO et al., 2004).

A interesterificacdo enzimdtica tem a vantagem de permitir maior controle sobre
a distribuicdo posicional dos acidos graxos no produto final, devido a seletividade e
regioespecificidade das lipases. A tecnologia da interesterificagdo enzimatica ¢ uma
realidade comercial, sendo utilizada na Holanda para valorizagdo de Oleos de baixo
custo (CASTRO et al., 2004). As aplicagdes atuais sdo reservadas a produtos de alto
valor agregado, mas o desenvolvimento de processos mais econdmicos tornard possivel
o emprego em produtos de maior consumo. Além disso, vem sendo muito utilizada em
pesquisas cientificas, para explorar as relacdes entre estrutura e funcdo de
triacilglicerois, levando ao desenvolvimento de novos produtos (CASTRO et al., 2004).

Entretanto, as dificuldades associadas ao controle do processo € ao aumento de
escala, bem como ao elevado custo das lipases, t€m reduzido a aplicacdo industrial
desses catalisadores para modificagdo de oleos e gorduras (WILLIS e MARANGONI
1999). Todavia o procedimento de imobilizagdo da lipase, possibilitando uma posterior
reutilizagdo do biocatalisador pode tornar o processo vidvel sob os pontos de vista
comercial e econémico (VILLENEUVE et al., 2000).

Embora a interesterificacdo quimica por catalise alcalina, resulte em altas taxas
de conversio de trigliceridecos em seus respectivos ésteres, existem alguns
inconvenientes que devem ser considerados: elevados gastos energéticos; recuperagdo
do glicerol dificil e demorada; necessidade de remocdo do catalisador; requer o
tratamento da agua alcalina residual; requer o emprego de substratos e reagentes com
baixa concentragdo de dgua e 4cidos graxos livres.

Uma comparagdo das caracteristicas do substrato e dos produtos obtidos na
catalise alcalina e enzimatica ¢ apresentada na Tabela 2.4. Em particular, deve ser

observado que o subproduto glicerol pode ser facilmente recuperado, sem processos
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complexos, € os acidos graxos livres nos 6leos também sdo convertidos em seus ésteres
correspondentes. Por outro lado, o custo das lipases ¢é significativamente maior que dos

catalisadores quimicos.

Tabela 2.4. Comparacdo entre catdlise alcalina e catalise enzimatica para a producgdo de
biodiesel.

Catalise Alcalina Catalise Enzimatica
Temperatura de reacdo (°C) 60-70 30-40
Acidos graxos livres no 6leo ndo Produtos saponificados Esteres
refinado
Agua na matéria -prima Interferéncia na reacgéo Sem influéncia
Rendimento em metil ésteres Alto Alto
Recuperacio do glicerol Dificil Facil
Purificagéo de ésteres Lavagens consecutivas Nenhuma
Reutilizagdo do catalisador Nenhuma Facil (quando imobilizado)

Fonte: MACEDO e MACEDO (2004)
2.9. Processos de Obtencio de Biodiesel por via Enzimatica

A Tabela 2.5 relaciona alguns processos de obtengdo de biodiesel por
biocatdlise, na qual pode ser verificado que o processo ¢ dependente de diversas
varidveis, incluindo: sistema reacional (tipo de oleo e 4alcool), origem da preparagdo
enzimatica, tipo de suporte de imobilizag¢ao, entre outras.

Entre os trabalhos pesquisados, verifica-se uma tendéncia no uso dos 6leos de
soja ou palma, de preparagdes de lipases imobilizadas disponiveis comercialmente
(Lipozyme e Novozym 435) e o metanol como doador do grupo acila. Devido a elevada
hidrofilicidade desse alcool (ISO et al., 2001) as reacdes sdo efetuadas em meio a
solvente orgéanico, como cloroférmio, 1-4-dioxano e benzeno em propor¢des geralmente
elevadas, da ordem de 50 a 90% em relagdo a massa total de reagentes envolvidos. Para
emprego dos outros alcoois (etanol, propanol e butanol) ndo ¢ necessdria a adicdo de
solventes organicos no meio reacional, o que viabiliza o processo de obtengdo de
biodiesel com redu¢do de custos com solventes (normalmente tdéxicos, de alta
inflamabilidade e caros) e com consumo de energia (etapas de destilacdo) (ISO et al.,
2001). Nos trabalhos desenvolvidos no Brasil, preferencialmente tem sido usado etanol
como doador do grupo acila, por ser proveniente de biomassa tornando o processo
totalmente independente do petroleo.

A alcodlise de oleo de girassol, na presenca ou auséncia de solvente (éter de
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petrdleo) foi investigada por MITTELBACH (1990), utilizando trés lipases obtidas de
diferentes fontes. Os rendimentos mais elevados foram obtidos com a lipase de
Pseudomonas sp e etanol hidratado. Por outro lado, na auséncia de solvente, o
rendimento foi menor e o tempo de reagdo maior.

NELSON et al. (1996) investigaram a habilidade das lipases na
interesterificacdo de triglicerideos com alcoois de cadeia curta. A lipase de Mucor
miehei foi a mais eficiente na conversdo de triglicerideos em seus alquil ésteres com
alcoois primarios, enquanto a lipase de Candida antarctica foi mais eficiente na
interesterificagdo de triglicerideos com dlcoois secundarios na producdo de ésteres
ramificados. As taxas maximas de conversdo para os alcoois primarios metanol, etanol,
propanol, butanol e isobutanol, foram de 94,8 a 98,5% e para os dlcoois secundarios
isopropanol e sec-butanol de 61,2 a 83,8%, sempre na presenga de hexano. Nas reagdes
isentas de hexano, contudo, as taxas de conversdo para etanol e metanol decresceram até
19,4%.

A interesterificacdo dos Oleos de peixe, girassol e gordura vegetal com etanol
(etandlise) foi também estudada por diversos pesquisadores. Em todos os casos, foram
observadas taxas de conversdo superiores a 80%, empregando lipases de Mucor miehei
(SELMI e THOMAS, 1998), Candida antarctica (BREIVK et al., 1997) e
Pseudomonas cepacia (WU et al., 1999).

A otimizagdo da reagdo de interesterificacdo de dleo de soja e mamona com
metanol, utilizando lipase de Candida antarctica imobilizada em ceramica, foi estudada
por SHIMADA et al. (1999). Nessa reagdo, foram utilizados trés equivalentes de
metanol para um de o6leo, sendo dservado que o equivalente molar de metanol superior
a 1,5 provocou a inativagdo da enzima. Portanto, a rea¢do foi conduzida com a adigdo
do alcool em etapas. Nas primeiras 10 h, a rea¢do foi conduzida com um equivalente de
MeOH. Apds a conversdo de 95% do metanol inicialmente adicionado, foi acrescentado
mais um equivalente de MeOH e a reagdo prosseguiu por mais 14 h. Finalmente, o
terceiro equivalente foi adicionado e a reacdo continuou por mais 24 h, sendo obtido um
rendimento global em ésteres metilicos de 98,4%.

WATANABE et al. (2000) também demonstraram um processo de metandlise
efetivo utilizando um sistema em regime de batelada, com 2 e 3 etapas, catalisado pela
Novozym 435. A taxa de conversdo molar no final do tltimo estagio foi de 90-93% e a

preparacdo de lipase pode ser reutilizada por 100 ciclos, sem perder atividade.
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Lipases Oleo Doador do grupo acila Meio Referéncia Bibliografica

Pseudomonasﬂuor?scens girassol MeOH, EtOH éter de petroleo MITTELBACH (1990)

Mucor miehei

PrOH

Novozym. 435. Sebo, soja, alcoois primarios isento de solvente NELSON et al. (1996)

Mucor miehei colza e secundarios hexano

Mucor miehei girassol EtOH isento de solvente SELMA e TOMAS (1998)

o manga . .
Mucor miehei palma alcoois (C4-C8) isento de solvente DE et al. (1999)

Rhizopus delemar
Aspergillus niger

mistura de dleo

i . MeOH isento de solvente SHIMADA et al. (1999)
Fusarium heterosporum de soja e colza
Novozym 435, Lipozyme IM
Peudomonas cepacia gordura reciclada de FtOH isento de solvente WU et al. (1999)
Novozym 435 restaurante
Pseudomonas cepacia palma MeOH, EtOH isento de solvente ABIGOR et al. (2000)
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Lipases Oleo Doador do grupo acila Meio Referéncia Bibliografica
. . WATANABE
Novozym 435 soja MeOH isento de solvente et al. (2000)
. . SAMUKAWA
Novozym 435 soja MeOH isento de solvente et al. (2000)
. OLIVEIRA e
Lipozyme IM palma EtOH hexano ALVES (2000)
Candida rugosa
Penicillium camemberti
Penicillium roquef or‘t ! soja MeOH isento de solvente KAIEDA et al. (2001)
Pseudomonas cepacia
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas cepasia MeOH
Mucor javanicus girassol EtOH )
Candida rugosa PrOH isento de solventes ISO et al. (2001)
Rhizopus nivius ButOH
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Lipases Oleo Doador do grupo acila Meio Referéncia Bibliografica
Candida rugosa imobilizada
em suportes alternativos soja EtOH hexano NASCIMENTO et al. (2001)
(casca de coco)
Candida rugosa imobilizada soja MeOH
Lipozyme RM IM soja degomado EtOH hexano COSTA NETO (2002)
Lipolase oleos residuais
Novozyme 435 algodao MeOH isento de solvente KOSE et al. (2002)
MeOH
Pseudomonas fluorescens (AK) Algodao, girassol, EtOH, PrOH isento de solvente SOUMANOU e
Rhizomucor miehei (RM) palma, coco ButOH hexano BORNSCHEUER (2003)
iso-ButOH
Lipase pacreatica , .
Candida rugosa residuo do refino do dleo de MeOH hexano LARA e PARK (2004)
; ; palma ButOH
Candida cylindracea
MeOH
Novozym 435 soja © isento de solvente DU et al. (2004)

acetato de metila
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O efeito do pré-tratamento da lipase Novozym 435 em metanol para metandlise
de dleos foi investigada ppr SAMUKAWA et al. (2000). A metanolise progrediu muito
mais rapido quando a Novozym 435 foi pré-incubada em metiloleato por 0,5 h e
subseqiientemente em 6leo de soja por 12h. Como resultado, a taxa de conversdo atingiu
97% em 3,5h de reagdo, com adi¢do continua de 0,33 moles de metanol apos cada 0,25-
0,4 h de reagdo.

KAIEDA et al. (2001) estudaram a metanoélise do éleo de soja com lipases ndo-
regiosseletiva e 1(3)-regioespecifica em sistema aquoso. As lipases ndo regioespecificas
de Candida rugosa, Pseudomonas cepacia e Pseudomonas fiuorescens mostraram
elevada atividade catalitica na presenca de 4-30% de 4gua no sistema. A lipase de
Rhizopus orvzae, que exibe 1(3)-regioseletividade (OKUMURA et al., 1976; SCHEIB
et al, 1998) também foi efetiva na metandlise do o6leo de soja atingindo 80% de
conversao.

Na interesterificacdo do dleo de colza com 2etil-1-hexanol, foi obtida uma taxa
de 97% de conversdo com lipase de Candida rugosa. DE et al (1999), estudaram a
conversdo de alcoois graxos em ésteres (C4-C18:1) empregando lipase imobilizada de
Mucor miehei (Lipozyme IM?") em sistema livre de solventes organicos. A conversio
molar foi entre 86,8-99,2%.

ABIGOR et al. (2000) também observaram que na conversdo do oleo de palma
pela lipase Pseudomonas cepacia, o etanol atingiu melhores taxas de conversdo (72%)
que o metanol (15%).

Recentemente um novo enfoque para reduzir o efeito negativo do metanol na
atividade da enzima foi estudado por DU et al. (2004). Esses autores avaliaram a
substituicdo do metanol por acetato de metila como doador do grupo acila e obtiveram
rendimentos superiores a 92% em ésteres metilicos, numa razdo molar de acetato: dleo
de 12:1. A principal vantagem desse processo foi a eliminacdo da formagdo do glicerol
como subproduto.

A utilizagdo de preparagcdes da lipase de Candida rugosa imobilizada em
diferentes suportes em reagdes de transesterificacdo do dleo de soja com etanol na
presenga de solvente (hexano) foi descrita por NASCIMENTO et al. (2001). Foram
avaliados suportes granulados (carvdo ativo de casca de coco, carvdo de pinus e bauxita
ativada) com 4reas superficiais de 854, 1038 e 100 m’/g, respectivamente. Com a
mesma finalidade, outro suporte, o gel de agar, foi também estudado. Os derivados

imobilizados da lipase de Candida rugosa foram wados na etandlise do o6leo de soja e
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rendimentos quantitativos, apos 36h de reagdo a 35°C, s6 foram obtidos para o derivado
de lipase imobilizada em gel de 4gar. Utilizando-se a lipase livre nas mesmas condi¢des
experimentais, o rendimento foi inferior a 9% e para a lipase imobilizada em carvdo de
coco ndo foi verificada formagao do produto.

LARA e PARK (2004) verificaram a viabilidade de utilizar o residuo da
refinacdo do oOleo bruto (terra diatomécea) para producdo de biodiesel por alcoolise
usando metanol e butanol como doadores do grupo acila. Entre as seis preparagdes de
lipases testadas, a Candida cylindracea fornecida pela empresa Meito Sanyo (Japdo) foi
a que apresentou melhor eficiéncia no processo.

As lipases sdo conhecidas por terem a propensdo a agir mais efetivamente em
moléculas de cadeia carbonica longa do que em cadeias carbonicas curtas (FABER,
1997). Assim, de modo geral, a eficiéncia da interesterificacdo dos triglicerideos com
metanol parece ser menos favorecida do que com etanol, tanto em sistemas com ou sem
solventes organicos. Os principais resultados dos estudos mencionados podem ser

sintetizados da seguinte forma:

e as lipases catalisam a interesterificacdo de triglicerideos em reagdes que ocorrem mais
eficientemente se a cadeia carbonica for maior do que dos élcoois etanol e metanol;

e a alcoolise do metanol e etanol ocorre mais eficientemente na presenca de solvente
organico do que em meio isento de solventes

e a ndo ser que a lipase seja imobilizada e permita a reutilizagdo, o processo enzimatico
pode ser muito dispendioso;

e as vantagens ambientais do processo enzimdtico sdo evidentes: menor gasto
energético com temperatura e pressdo elevadas, mais facil a recuperagdo dos produtos e
menor quantidade de glicerol como subproduto.

2.10. Etapas do Processo de Obtencao de Biodiesel por Interesterificacao

O processo de produgcdo de biodiesel, partindo de uma matéria-prima graxa
qualquer, envolve as etapas operacionais mostradas na Figura 2.5 e comentadas a seguir

de forma resumida (PARENTE, 2003).
Preparacio da matéria prima: E necessario que a matéria prima tenha o
minimo de umidade e de acidez, o que ¢ possivel submetendo-a a um processo de

neutralizagdo, por meio de uma lavagem com uma solucdo alcalina de hidroxido de
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sodio ou de potassio, seguida de uma operagdo de secagem ou desumidificagdo. A
especificidade do tratamento depende da natureza e das condi¢des da matéria graxa

empregada como matéria-prima.

Reacdo de interesterificagdo: E a etapa da conversdo, propriamente dita, do 6leo
ou gordura na presenga de catalisador (quimico ou bioquimico) em ésteres etilicos,

propilicos ou butilicos de &cidos graxos, que constitui o biodiesel.

Separacdo de fases: Apos a reagdo de interesterificagdo que converte a matéria
graxa em ¢steres (biodiesel), a massa reacional final é constituida de duas fases,
separaveis por decantacdo ou por centrifugacdo. A fase mais pesada ¢ composta de
glicerina bruta, impregnada dos excessos utilizados de alcool, de 4gua, e de impurezas
inerentes a matéria-prima. A fase menos densa ¢ constituida de uma mistura de ésteres,
conforme a natureza do alcool originalmente adotado, também impregnado de excessos

reacionais de alcool e de impurezas.

Recuperacgdo do dlcool, glicerina e dos ésteres: A fase pesada, contendo dgua e
alcool, ¢ submetida a um processo de evaporagdo, eliminando-se da glicerina bruta esses
constituintes volateis, cujos vapores sdo liquefeitos num condensador apropriado. Da
mesma forma, mas separadamente, o &lcool residual é recuperado da fase mais leve

contendo, liberando para as etapas seguintes, os ésteres.

Desidratagdo do dlcool: O excesso residual de alcool, apds os processos de
recuperagdo, contém quantidades significativas de &gua, necessitando de uma separacio.

A desidratacao do alcool ¢ feita normalmente por destilagao.

Purificacdo dos ésteres: Os ésteres deverdo ser lavados por centrifugacdo e
desumidificados posteriormente, resultando finalmente o biodiesel, o qual devera ter
suas caracteristicas enquadradas nas especificagdes das normas técnicas estabelecidas

para o biodiesel como combustivel para uso em motores do ciclo diesel.

Destilacdo da glicerina: A glicerina bruta, mesmo com suas impurezas
convencionais, constitui um subproduto que pode ser comercializado. No entanto, o
mercado ¢ muito mais favoravel a comercializacdo da glicerina purificada. Essa
purificagdo pode ser feita por destilagdo a vacuo, resultando um produto limpido e
transparente, denominado comercialmente de glicerina destilada. O produto da calda da
destilacdo, ajustdvel na faixa de 10-15% da massa da glicerina bruta, ¢ denominada

“glicerina residual”, ainda encontra possiveis aplicagdes importantes.
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Figura 2.5. Fluxograma do processo de produgédo de biodiesel.
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2.10.1. Métodos de Deteccio da Reacao

Os métodos utilizados para comprovar a ocorréncia da reagdo e detectar o ponto

final sdo descritos a seguir:

e Alteracdo na cor: a mudanga visual que ocorre é o desenvolvimento de coloragdo
marrom que se intensifica com o progresso da reagdo catalisada quimica, ndo ocorrendo
0 mesmo nas reagdes catalisadas enzimaticamente. Normalmente a reagdo ¢ processada

por periodo de tempo fixo (0,5-1 h) apds o aparecimento da cor escura.

e Conteudo de gordura sélida: este pardmetro expressa a relac@o entre solido-liquido da
gordura em diversas temperaturas. As mudangas nos triacilglicerois dos tipos
trisaturados, disaturados e monoinsaturados provocadas pela interesterificacdo sdo

refletidas nas curvas de solidos antes e apds a reacdo.

o Concentragdo de glicerol: o glicerol formado como subproduto pode ser determinado
por diversos métodos analiticos e o célculo da conversdo ¢ efetuado considerando que a
concentracdo maxima de glicerol obtido na reagdo ¢ da ordem de 10% em massa do

Oleo utilizado.

e Andlise da composi¢ao em acilglicerdis: sdo utilizadas as técnicas de cromatografia
em camada delgada, cromatografia em fase gasosa e ressondncia magnética nuclear de

proton (RMN 'H) para quantificar os monoésteres de acidos graxos formados durante o

processo (MARANGONI e ROUSSEAU, 1995; GIOIELLI, 1998).
2.11. Enzimas

Enzimas s3o catalisadores de reagdes quimicas em sistemas bioldgicos in vivo,
envolvendo reagcdes com substratos naturais € ndo naturais in vitro (STRYER, 1992;
FABER, 1997). As enzimas sdo proteinas de alta massa molecular formadas por
subunidades conhecidas como aminoacidos, ligados entre si por ligagdes peptidicas de
natureza protéica. Sdo altamente especificas, apresentam elevados poder catalitico e
possuem em suas estruturas grupos polares, tais como COOH, OH, NH,, SH ¢ CONH,,
que atuam como catalisadores.

O imteresse em utilizar enzimas como catalisadores vem aumentado
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gradativamente devido a sua alta versatilidade e & condigdes suaves de temperatura e
pH em que se realizam as reagdes, apresentando grande importdncia na pesquisa
cientifica, nos diagndsticos clinicos e na indastria. Entre as muitas vantagens da
utilizacdo de enzimas, trés caracteristicas s3o consideradas as mais importantes:
quimiosseletividade, regiosseletividade e enantiosseletividade (FABER, 1997).

Entre todos os tipos de reagdes catalisadas por enzimas, as transformagdes
hidroliticas, envolvendo a formacdo de ligacdes imidicas e ésteres podem ocorrer
facilmente usando-se proteases, esterases ou lipases. Quando a enzima estd operando
em um ambiente que tenha baixa concentragdo de 4gua, qualquer outro nucleéfilo pode
competir com a agua e formar o produto a partir de um intermedidrio acil-enzima,
levando assim a vdrias transformagdes sinteticamente uteis. Durante o curso da reagdo
catalisada enzimaticamente, qualquer tipo de quiralidade do substrato ¢ reconhecida
pela enzima, e isso causa uma preferéncia para as duas diregdes possiveis com relagdo a
estereoquimica da reacdo. As enzimas hidroliticas sdo os biocatalisadores mais usados
em biotransformagdes (CASTRO et al., 2004; FABER, 1997) sendo de particular e

grande interesse para o desenvolvimento deste trabalho, as lipases.
2.11.1. Lipases

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) s3o classificadas como
hidrolases e atuam sobre ligagdes éster presentes em acilglicerdis, liberando acidos
graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de esterases (FABER, 1997). A
diferenciacdo entre uma lipase e uma esterase (EC. 3.1.1.1) estd no fato de que a
primeira catalisa reagcdes de substratos insoliveis em agua, enquanto que uma esterase
age em substratos soluveis (ALVAREZ-MACARIE et al., 1999).

Entretanto, a diferenciag¢do entre lipases e esterases ainda ndo estd
completamente definida. Em 1958, Sarda e Desnuelle propuseram definir as lipases a
partir de sua caracteristica cinética, que ¢ a propriedade de ativacdo na presenga de
substratos insoluveis em agua e emulsionados, ou seja, na presenca de uma interface
lipideo/ agua. Segundo estes autores, as lipases seriam ativadas na presenca de ésteres
emulsionados, enquanto as esterases ndo apresentariam esta ativagdo, exercendo sua
fungdo hidrolitica sobre substratos soluveis em agua (SARDA e DESNUELLE, 1958).

As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, ¢ podem ser
produzidas por fermentagdo usando varias espécies de microrganismos, tais com oS

fungos Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp, por leveduras de
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Tulopis sp e Candida sp e bactérias como Pseudomonas sp, Achromobacter sp e
Staphylococcus sp. Do ponto de vista economico e industrial, as lipases de fontes
microbianas sdo preferiveis as lipases de fontes animais e plantas, devido ao alto custo
do seu isolamento (CASTRO ¢ ANDERSON, 1995; CASTRO et al., 2004).

Entre as lipases, as de Humicola lanuginosa, Rhizopus delemar (DEREWENDA
et al, 1994), Geotrichum candidum (SCHRAG et al., 1991), Mucor miehei (BRADY et
al., 1990), Pseudomonas glumae (CLEASBY et al, 1992), Candida rugosa
(anteriormente denominada Candida cylindracea) (GROCHULSKI et al., 1994),
Candida antarctica (UPPENBERG et al., 1994), Chromobacterium viscosum (LANG et
al., 1996), lipase pancreatica de cavalo (BOURNE ez al, 1994), lipase pancreatica
humana (WINKLER ¢ GUBERNATOR, 1994) tém sua estrutura determinada. A massa
molecular destas enzimas varia de 20-75 kDa. Seu ponto isoelétrico varia em uma faixa
de 3,6 e 7,6, sendo majoritariamente acidicas, com pl entre 4 ¢ 5 (FABER, 1997;
FERRER et al., 2000). 2000).

2.11.2. Mecanismo de Ac¢do das Lipases

As estruturas tridimensionais da lipase fungica de Rhizomucor miehei ¢ da lipase
pancredtica humana foram determinadas em 1990 (JAEGER e REETZ, 1998). Até
1998, entre 12 estruturas de lipases elucidadas, todas eram membros da familia
“entrelace o/f hidrolase”, com uma arquitetura comum composta de uma seqiiéncia de
o hélices ¢ fitas B (SCHMID e VERGER, 1997).

O ceme da lipase é composto de uma ladmina [ central, consistindo de oito
diferentes fitas B (B1-B8) conectadas por seis o hélices (A-F). O sitio catalitico ¢
formado por uma triade -catalitica (trés aminodcidos), consistindo dos aminoacidos
serina, acido aspartico (ou glutdmico) e histidina; o residuo nucleofilico de serina ¢
localizado no C-terminal da fita 5, num pentapeptidico altamente conservado,
GXSXG, o qual forma um “motivo” caracteristico [-giro-ct, chamado de “cotovelo
nucleofilico” (JAEGER e REETZ, 1998).

As lipases atuam na interface oleo/ 4gua de emulsdes e sdo ativas inclusive em
solventes organicos. A hidrdlise do substrato inicia com um ataque nucleofilico ao
atomo carboxilico da ligacdo éster pelo oxigénio da serina do sitio catalitico. Ocorre a
formag¢do de um intermediario tetraédrico, que ¢ estabilizado pelos hidrogénios ligados

aos atomos de nitrogénio dos residuos da cadeia principal da enzima, que pertencem a
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“cavidade oxianion” (JAEGER e REETZ, 1998). A cavidade oxidnion ¢ uma regido
eletrofilica em torno do residuo de serina, criada pela reestruturagdo conformacional da
lipase PAIVA et al., 2000). Um élcool ¢ liberado apos a formagdo do complexo acila-
lipase, o qual ¢ finalmente hidrolisado, liberando o 4cido graxo e regenerando a enzima
(Figura 2.6) JAEGER e REETZ, 1998).

Um aspecto estrutural comum a maioria das lipases ¢ a presenca de uma tampa
ou valvula, composta de uma seqiiéncia peptidica em o hélice, que cobre o sitio ativo e,
na conformacgdo fechada, isto €, na auséncia de uma interface ou solvente, previne o
acesso do substrato a triade catalitica (VERGER, 1997; SCHMID e VERGER, 1997). O
lado da tampa voltado para o sitio ativo é composto principalmente de cadeias laterais
hidrofébicas alifaticas, enquanto que a face oposta ¢ hidrofilica e estabilizada pelas
interacdes na superficie da proteina (YAHYA et al., 1998).

A ativacdo de lipases na presenca de superficies hidrofobicas (miscelas de
substrato, solventes organicos imisciveis, entre outras), fendmeno conhecido como
ativagdo interfacial, ¢ uma caracteristica importante destas enzimas (YAHYA et al,
1998).

O fendmeno de ativacdo interfacial ¢ geralmente associado com a reorientagdo
da estrutura o helical da tampa, aumentando a hidrofobicidade da superficie nas
vizinhangas do sitio ativo (YAHYA et al., 1998). Na presenca da interface lipidio/agua,
¢ postulado que a tampa sofre uma mudanga conformacional (VERGER, 1997),
produzindo a chamada “estrutura aberta” de lipases, a qual na exposi¢do de superficies
hidrofébicas da enzima, interagem com a interface hidrofdbica, conferindo
funcionalidade aenzima (YAHYA et al., 1998).

Atualmente ¢ sabido que nem todas as lipases sdo ativadas por interfaces, como
¢ o caso das lipases de Pseudomonas glumae ¢ Pseudomonas aeruginosa, e, também,
que tanto a qualidade como a quantidade da interface desempenha papel importante na
ativacdo dessas enzimas (PAIVA et al., 2000). A qualidade da interface, em termos de
tensdo interfacial, ¢ um dos pardmetros mais decisivos quando se trabalha com enzimas
lipoliticas, o que significa que comparacdes validas somente podem ser feitas entre
dados obtidos sob condigcdes estritamente idénticas, preferencialmente no mesmo

laboratério (VERGER, 1997).
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2.11.3. Reacgdes Catalisadas por Lipases

Lipases catalisam a clivagem de ligacdes éster via reacdo de hidrdlise (com
concomitante consumo de moléculas de agua) (PAIVA ef al., 2000). Também podem
catalisar a reacdo reversa, isto &, a formagdo de ésteres a partir de um dlcool, como
glicerol, ¢ um 4acido carboxilico de cadeia longa, como um &cido graxo, com liberagdo
de moléculas de agua, num processo denominado esterificacio (YAHYA et al., 1998;
CASTRO et al., 2004). O deslocamento do equilibrio na reagdo, no sentido direto
(hidrdlise) ou inverso (sintese), ¢ controlado pela quantidade de 4gua presente na
mistura reacional (Figura 2.7).

Esses dois processos basicos podem ser combinados num padrdo seqiiencial para
dar origem a um grupo de reacdes usualmente denominadas de interesterificagdes, que,
dependendo do substrato de partida, podem ser aciddlise (quando o grupo acila ¢
deslocado entre um éster e um 4cido carboxilico), alcodlise (quando o grupo acila é
deslocado entre um éster € um dalcool) e transesterificacdo (quando dois grupos acilas

sdo deslocados entre dois ésteres), sem ocorrer nem consumo nem formagdo de agua

(Figura 2.7) (CASTRO et al., 2004).
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Figura 2.7. Reagdes catalisadas por lipases (CASTRO et al., 2004).
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As lipases sdo muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade e baixo custo. Além disso, ndo requerem cofatores, atuam em uma faixa
de pH relativamente grande, s3o muito estidvels em meio orginico, apresentam
especificidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade.  As
lipases tém sido extensivamente investigadas com relacdo a suas propriedades
bioquimicas e fisioldgicas e, mais recentemente, em diversas aplicacdes industriais

(KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998; CASTRO et al., 2004).
2.11.4. Especificidade

A especificidade de lipases ¢ um fator decisivo para a sua aplicacdo analitica ou
industrial (CASTRO e ANDERSON, 1995). Em geral, as lipases podem ser
classificadas em dois grupos: ndo regiosseletivas e regiosseletivas (CASTRO e
ANDERSON, 1995; TOMBS, 1995).

Lipases ndo regiosseletivas ndo apresentam especificidade em relagdo a posic@o
da ligacdo éster na molécula de glicerol, catalisando a clivagem completa de
triacilgliceridios a glicerol e &cidos graxos, embora diacilglicerdis e monoacilglicerdis
sejam intermedidrios na reacdo (CASTRO e ANDERSON, 1995). Nesse grupo estdo
incluidas lipases produzidas por Candida sp. e Staphylococcus sp. (TOMBS, 1995).

Lipases regiosseletivas apresentam especificidade do tipo sn-1,3, com a
liberacdo preferencial de 4cidos graxos das posi¢cdes terminais do glicerol, como as
lipases pancredticas e de varias espécies de Mucor e Rhizopus (FABER, 1997). Com
essas lipases, triacilglicerois sdo hidrolisados produzindo écidos graxos livres, 1,2 (2,3)-
diacilglicerdis e 2-monoacilgliceris. Porém, como os grupos acilas migram
espontaneamente de uma posi¢do a outra na molécula de glicerol, as lipases do tipo sn-
1,3 também sdo capazes de catalisar a hidrélise completa com o prolongamento da
reacdo, uma vez, que a taxa de hidrolise de triglicerideos € normalmente mais rapida

que a de di- e monoglicerideos (CASTRO e ANDERSON, 1995; TOMBS, 1995).
2.11.5. Uso de Lipases Imobilizadas em Meio nio Aquoso

Quando a 4gua ¢ substituida por um solvente organico, alteracdes na
conformagdo nativa da enzima podem ocorrer tanto na estrutura tercidria como nas mais
proeminentes estruturas secundarias (o-hélice e a conformagdo P) acarretando, desta

maneira, a sua desestabilizagdo. Com o objetivo de assegurar uma conformagio
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enzimatica cataliticamente ativa em meio organico, a molécula de enzima deve ter uma
camada de hidratacdo definida CASTRO e ANDERSON, 1995), separando o solvente
do contato com a superficie da proteina e contribuindo para o aumento da sua
flexibilidade interna. Uma outra maneira de proteger a configuracdo nativa da enzima ¢
por meio de sua insolubilizagdo em suportes solidos. A imobilizagdo da enzima tem um
efeito benéfico na sua estabilidade, em fung¢@o das interagdes fisicas e quimicas entre o
suporte ¢ as moléculas da enzima. A imobilizagdo, também auxilia na dispersdo
homogénea da enzima no meio organico, o que ¢ essencial, para a conducdo de reacdes
enzimaticas (CASTRO ¢ ANDERSON, 1995; BALCAO et al., 1996; VILLENEUVE et
al., 2000).

Diversas preparacdes de lipase imobilizada podem ser adquiridas de diversos
fornecedores, como: Sigma-Aldrich, Fluka, Novozyme, Amano, entre outros, conforme
mostrado na Tabela 2.6, que também apresenta os pregos divulgados nos catalogos
desses fornecedores.

Devido ao custo elevado dessas preparagdes imobilizadas, inimeros trabalhos
sdo encontrados na literatura que tratam das diferentes técnicas de imobilizagdo de
lipases, caracterizagdo dos complexos ativados e aplicagdes em reacdes que se

processam em meio aquoso ou ndo-aquoso (VILLENEUVE et al., 2000).

Tabela 2.6. Cotacdo de preparacdes de lipase imobilizada em diferentes suportes.

Fonte de Lipase Descrigiio do suporte Preco
(USS$/g)

Candida antarctica Sol-gelAK ou vidro sinterizado 32,12
Resina acrilica (Novozym 435) 5,00

Candida cylindracea sol-geFAK 56,80
Resina acrilica 30,00
Candida rugosa POS-PVA 0,87
Nb,Os.nH,0 0,38

Mucor miehei sol-geLAK 50,50
Pseudomonas fluorescens Sol-gelAK ou vidro sinterizado 31,76

Resina de troca ionica
macroporosa (Lipozyme)
Lipase pancreatica POS-PVA 0,63*
*custos calculados por MIRANDA (2004), BRUNO (2003) e PAULA (2003), conforme
detalhado nas Tabelas 2.7 e 2.8.

Rhizomucor miehei 2,00

Uma grande variedade de materiais naturais, sintéticos organicos ou inorganicos,
com diferentes caracteristicas de tamanho, forma e densidade, tem sido estudada para a

imobilizagdo de lipases (CASTRO et al., 1999; OLIVEIRA et al, 2000; PEREIRA et
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al., 2001; SOARES et al.,, 2002; BRUNO, 2003, MIRANDA, 2004). Estudos
comparativos mostram diferencas acentuadas no desempenho de lipases imobilizadas
nos varios suportes, ¢ evidenciam que apesar das varias experiéncias reportadas na
literatura, a imobilizacdo de lipases ainda € um desafio complexo, uma vez que a
extensdo da imobilizacdo depende da estrutura da enzima, método de imobilizagdo e do
tipo de suporte. Em muitos casos, suportes que proporcionam uma elevada atividade e
estabilidade da enzima, apresentam sérias limitagdes de resisténcia mecéanica e de queda
de pressdo, o que os tornam invidveis para a utilizagdo em alguns tipos de reatores.

Os métodos e suportes disponiveis atualmente sdo iniimeros ¢ a escolha ¢ uma
estratégia baseada em processos especificos de catalise, incluindo parametros como
atividade enzimatica, utilizagdo efetiva da lipase, desativacdo e caracteristicas de
regeneragdo, custo, toxicidade dos reagentes de imobilizacdo, propriedades finais da
lipase imobilizada (VILLENEUVE et al, 2000; YAHYA et al., 1998).

Recentemente no Laboratdrio de Biocatdlise da Faculdade de Engenharia
Quimica de Lorena duas novas matrizes foram avaliadas para imobilizagdo da enzima
lipase, a saber: Oxido de nidbio hidratado (Nb,Os.nH,O) e polisiloxano-alcool
polivinilico (POS-PVA). Considerando os resultados promissores alcancados nos
trabalhos desenvolvidos por BRUNO et al. (2004); PAULA (2003) e MIRANDA
(2004) e para dar continuidade a linha de pesquisa, o presente trabalho verificou o
desempenho das lipases pancredtica e Candida rugosa imobilizada nesses suportes na
interesterificacdo do dleo de babagu com alcoois de cadeia curta.

As Tabelas 2.7 e 2.8 apresentam o custo do processo de obtencdo da lipase
imobilizada em oxido de nidbio (Nb,Os.nH,O) e em polisiloxano-alcool polivinilico
(POS-PVA), a partir do preparo do suporte e dos métodos utilizados para sua
modificagdo quimica. Considerou-se, para efeito de base de calculo, o processamento de
uma partida de 100 g de suporte para a producdo do biocatalisador imobilizado e custos

declarados em catalogos de precos.
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Tabela 2.7. Avaliacdo economica do procedimento de imobilizacdo da lipase de

Candida rugosa em 6xido de nidbio.

Material Custo (USS)
100 g de Nb,Os.nH,O 1,73
1,6 Ml de aminopropiltrietoxisilano 0,20
60 mL de glutaraldeido a 25% 430
25 g de lipase Candida rugosa 31,82
Custo Total: 38,05

Fonte: MIRANDA (2004)

Tabela 2.8. Avaliagdio econdmica do procedimento de

imobilizagdo da lipase

pancredtica® e Candida rugosa® em polisiloxano-alcool polivinilico.

Material Custo (US9)
* 125 mL de tetraetilortosilicato (TEOS) 41,40
* 125 mL de etanol 0,18
* 150 mL de solugdo de alcool polivinilico 2% 7,96
* 60 mL de glutaraldeido a 25% 4,30
25 g de lipase 9,307 31,82°
Custo Total: 63,64" 86,66°

*Materiais para obter 100 g do suporte POS-PVA
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais
3.1.1. Enzimas

No desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizadas cinco preparacdes de
lipase imobilizada em diferentes suportes. Duas adquiridas comercialmente da
Novozymes (Dinamarca): Lipozyme IM?*° ¢ Novozym 435. Uma preparacio de lipase
pancredtica (LPP, pancreas de porco, Tipo II, Sigma) imobilizada em polisiloxano-
alcool polivinilico (POS-PVA), e outras duas preparacdes de lipase de Candida rugosa
(LCR, Tipo VII, Sigma) imobilizada em particulas de polisiloxano-alcool polivinilico
(POS-PVA) e oxido de niobio hidratado (Nb,Os. nH,0).

Lipozyme IM*° ¢ uma lipase de Rhizomucor miehei imobilizada por adsorgio em
uma resina de troca anidnica macroporosa (tamanho de particula de 0,2 a 0,6 mm). Essa
preparacdo de lipase ¢ classificada como 1,3-especifica e termo-estdvel, podendo ser
usada em temperaturas entre 30°C e 70°C. No entanto, para estender a estabilidade
operacional € recomendado trabalhar em temperaturas na faixa de 40-60°C. Essa
preparagdo de lipase pode ser usada em meio livre de solvente ou na presenca de
solventes biocompativeis. A Novozym 435 ¢ uma enzima microbiana de Candida
antarctica imobilizada em resina polimérica que apresenta uma elevada estabilidade
térmica, sendo recomendada pelo fabricante para uso em meio organico.

Amostra comercial de lipase de Candida rugosa (LCR) ¢ classificada como
regioinespecifica ¢ tem habilidade de liberar todos os tipos de acidos graxos (tanto de
cadeias médias e longas) independente da sua posi¢do no triglicerideo FABER, 1997).
A técnica de eletroforese em gel mostra uma proteina Gnica com uma massa de 63 kDa
para LCR fornecida pela Sigma (KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998).

Lipases pancredticas tém uma massa molecular de aproximadamente 50 kDa e
sdo normalmente isoladas de pancreas ou biles de animais. Sdo preparagdes geralmente
impuras, contendo diversas outras hidrolases, como esterases, proteases, entre outras. A
lipase pancreatica da Sigma (LPP) contem cerca de 820% de proteina e de acordo com
informagdes de literatura (KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998) apresenta como
proteinas contaminantes o-quimotripsina, carboxipeptidase B, proteases, fosfolipases e
colesterol esterases.

A caracterizagdo bioquimica e cinética dessas preparacdes pode ser encontrada

nos catalogos informativos da Novozymes e nos trabalhos desenvolvidos por BRUNO
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(2003), PAULA (2003) ¢ MIRANDA (2004). As atividades dessas preparacdes bem

como as fotografias ilustrativas dos sistemas imobilizados sdo apresentadas na Tabela

3.1 e Figuras 3.1, respectivamente.

Tabela 3.1. Atividade enzimatica (U/mg de suporte) das preparagdes de lipase
imobilizadas utilizadas no desenvolvimento do trabalho experimental.

Lipozvme IM2° Novozym  Pancreatica Candida rugosa
pomy 435 POSPVA POSPVA  NboO;
A(t[‘}‘;ﬁag()ie 234,30 1,10 465,52 280,28 125,32

Método de hidrolise do azeite de oliva (emulsdo 50%; pH 7,0; temperatura 37°C).

Figura 3.1. Ilustracio dos sistemas imobilizados: (a) Lipozyme IM>’; (b) Novozym 453;
(c) LPP imobilizada em POS-PVA; (d) LCR imobilizada em POS-PVA; (e) LCR
imobilizada em Nb,Os.

3.1.2. Oleo Vegetal

Todos os experimentos foram realizados com o6leo de babagu, fornecido pela
COGNIS (Sa2o Paulo, Brasil) tendo a seguinte composicdo em acidos graxos (em m/v):
3,5% octandico, 4,5% decandico, 44,7% laurico, 17,5% miristico, 9,7% palmitico, 3,1%

estedrico, 15,2% oleico e 1,8% linoleico e massa molecular média de 709,90 g/mol.
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3.1.3. Reagentes Analiticos

Na sintese dos padrdes cromatograficos (monoésteres de acidos graxos) foram
utilizados os 4cidos graxos presentes na composi¢cdo do dleo de babagu: octanoico
(Vetec), decandico (Riedel-de Haén), miristico, palmitico, estearico (Merk), e oleico
(Reagen). Como dlcoois foram utilizados: etanol (99,5%, Vetec), propanol (99,5%,
Reagen) e butanol (99,5%, Merck). Foram também utilizados outros reagentes como:
cloreto de tionila (SOCL), toluol (Merck), heptano P.A. (Labsynth), hexano P.A.
(Labsynth), etilenoglicol 50% (Merck), hidroxido de sédio (Merck), periodato de sodio
(Nuclear) e acido sulfurico P.A. (Isofar).

3.1.4. Equipamentos

Foram utilizados: Potenciometro modelo TEC2 (Tecnal, Brasil - aferido com
solucdes tampdo de acetato de sodio e fosfato de sodio) para medida de pH,
Cromatdgrafo a gias modelo GC-3800 (Varian, Estados Unidos) para dosagens dos
alcoois consumidos e monoésteres de acidos graxos formados, RMN 300MHz modelo
Mercury (Varian) para caracterizagdo dos padrdes cromatograficos. E outros
equipamentos para procedimentos rotineiros, tais como: balanga analitica modelo
AY?220 (Shimadzu, Estados Unidos), placa provida de agitacdo magnética e temperatura

controladas modelo 752A (Fisatom, Brasil).
3.2. Metodologia Experimental

3.2.1. Sintese Quimica dos Monoésteres de Alquilas (Padrées Cromatograficos)
empregando Cloreto de Acila de Acido Carboxilico e SOCl,

A Figura 3.2 apresenta o fluxograma referente ao procedimento experimental
adotado nas sinteses dos ésteres etilicos, propilicos e butilicos, bem como as reacdes
quimicas envolvidas e montagens experimentais.

As sinteses foram conduzidas em reatores fechados de 100 mL contendo 10 g de
acido graxo e 2,0 equivalente-gramas de SOCL por 24 h sob agitacdo magnética de 200
rpm a 25°C (Figura 3.2 a). O SOCL residual foi removido por evaporagdo a vacuo
(Figura 3.2 b) e em seguida, foram adicionados ao meio 5,0 equivalente-gramas de
alcool (EtOH, PrOH ou ButOH). A esterificagdo foi efetuada sob agitacdo magnética de
200 rpm a 25°C por 24 h. O HCI formado durante a reacdo e o alcool residual foram

removidos do meio reacional por evaporagdo a vacuo (Figura 3.2c).
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Figura 3.2. Fluxograma do procedimento experimental adotado nas sinteses dos ésteres

etilicos, propilicos e butilicos.

Os ésteres de acidos graxos foram purificados por destilagdo a vacuo sob pressdo

reduzida e suas estruturas quimicas confirmadas pela andlise de Ressondncia Magnética

Nuclear de Préton (RMN H). Os Apéndices 8.1 e 8.2 apresentam, respectivamente, o

detalhamento dessas sinteses ¢ os espectros obtidos nas anélises de RMN H'.
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3.2.2. Estabelecimento do Método Cromatografico para Dosagem do Biodiesel

A cromatografia de fase gasosa ¢ uma ferramenta muito eficaz na determinacéo
de composi¢des, mesmo para amostras contendo baixos teores. No presente trabalho, a
aplicagdo dessa técnica permitiu separar quantitativamente os ésteres existentes no
biodiesel produzido por interesterificagdo do dleo de babagu com alcoois de cadeia curta
(etanol, propanol e butanol).

As condi¢des estabelecidas para cada método de andlise sdo resumidas na Tabela
3.2, em termos de regulagem do aparelho quanto as temperaturas (coluna, ionizador de
chama, vaporizador), vazdes (gases de chama e gas de arraste), atenuac@o e zeragem da
linha de base no integrador. O cromatografo foi operado com uma coluna empacotada

de aco inoxidavel (6ft S# DEGS WHP 80/100 mesh, HP).

Tabela 3.2. Condi¢des de operagdo do cromatografo para os métodos de dosagem dos
monoésteres.

Método Padrio Temperatura de Outras Condicdes
Interno aquecimento da coluna
Monoésteres Heptanol 120 °C por 10 min Amostra+ padrio interno (1:1)
de etila (21,09 g/L) 170 °C por 26 min injetar 1 uL
25 °C/ min
Temperatura
Monoésteres | Hexanol 130 °C por 10 min lonizador (190 0(0:)
de propila | (22,17g/L) 170 °C por 32 min Vaporizador (190 °C)
30 °C/ min Dectetor (230° C)
- S ; Vazao dos gases
ricwmiad FCm o Lo min Nitrogénio (25 - 30 mL/min)
178 por 2% i Hidrogénio (27 mL/min)
30 °C/ min- Ar sintético (300 mL/min)
duracdo: 40 min

Para determinar os tempos de retencdo de cada éster e rampas de temperaturas,
as amostras dos ésteres foram diluidas em heptano (30 g/L) e em seguida, IuL de cada
amostra foi injetada no cromatdgrafo (Tabela 3.3). Os métodos foram estabelecidos e
ativados segundo procedimento descrito no Manual de Operagdo da Workstation Varian
Versdo 4.5, gerando os cromatogramas apresentados no Apéndice 8.3. Em seguida, &
métodos foram calibrados com uma inje¢do de IuL da mistura dos ésteres diluidos em

heptano (30 g/L) contendo o padrdo interno previamente estabelecido.
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Tabela 3.3. Determina¢do dos tempos de retengdo para cada composto presente nas
amostras padrdes de mistura de monoésteres.

Monoésteres de etila | Monoésteres de propila | Monoésteres de butila

Tempo de Concentracio| Tempode | Concentracio| Tempode [Concentracio

retencio (g/L) retenciao (g/L) retencio (g/L)
(min) (min) (min)

PI 0,68 21,09 0,95 22,17 0,91 22,17
C8 3,94 30,69 2,90 30,76 333 32,30
C10 6,46 31,05 6,22 32,36 4,70 30,50
C12 9,10 32,16 11,59 31,36 9,54 31,08
Cl4 12,14 32,76 15,00 30,32 17,01 34,26
Cl16/18 15,86 31,75 21,24 34,80 23,06 30,16
Cl18:1 20,86 31,73 34,95 30,74 35,74 31,00

PI: Padrio Interno
3.2.3. Reacdes de Interesterificacido por Via Quimica

As reagoes foram conduzidas em reatores fechados com capacidade de 50 mL,
acoplados com condensadores, contendo 6,4 gramas do dleo de babagu, 6,00 g do alcool
(EtOH, PrOH ou ButOH) e 0,16; 0,22 ou 0,30 g de NaOH, para os experimentos
utilizando etanol, propanol ou butanol. O NaOH foi dissolvido no &lcool durante um
periodo de 24 h, para a formagdo do grupo etdxido, propdxido e butdxido de sdédio
(COSTA NETO, 2002). Os experimentos foram realizados nas temperaturas de 78, 97 e
117°C, respectivamente, sob agitacdo constante de 150 rpm, durante um periodo
maximo de 8 h (Apéndice 8.4). Amostras foram retiradas em intervalos periddicos para

quantifica¢@o dos ésteres formados por cromatografia de fase gasosa.
3.2.4. Reacdes de Interesterificacdo por Via Enzimatica

As reagOes foram conduzidas em reatores fechados com capacidade de 50 mL,
acoplados com condensadores, contendo 12,4 g de substrato composto por alcool e 6leo
de babagu, sem adi¢do de solventes, numa razdo massica de alcool: dleo igual a 1. As
misturas foram incubadas com as diferentes preparagdes de lipase imobilizada nas
propor¢des de 710% (m/m) em relagdo a massa total dos reagentes envolvidos no meio
reacional. Os experimentos foram realizados na faixa de temperatura de 40 a 50°C,
dependendo do sistema reacional, conforme anteriormente estabelecido (URIOSTE e
CASTRO, 2004). As reacdes foram conduzidas por um periodo méximo de 168 h, sob
agitacdo magnética constante de 150 rpm. Amostras foram retiradas em intervalos
periddicos para quantificagdo do consumo de alcool e da formagdo dos monoésteres por

cromatografia de fase gasosa. Os experimentos foram realizados em duplicata ou
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triplicatas e os valores médios obtidos sdo apresentados nos Apéndices 8.4 a 8.8. O

rendimento da reac@o de interesterificagdo foi calculado de acordo com a equagéo 3.1.

P

Y (%)= —=x100 3.1)
P

Em que: Y = Rendimento da reagdo de interesterificagdo em porcentagem; Pm =

Porcentagem de monoéster formado (%); Pag = Porcentagem do é4cido graxo presente
no oleo de babagu (%).

3.3. Métodos Analiticos
3.3.1. Caracterizacao do Oleo de Babacu

3.3.1.1. Indice de Acidez

O indice de acidez foi determinado conforme metodologia descrita por
MORETTO e FETT (1989). Em um frasco Erlenmeyer de 125 mL, foram colocados 2 g
de 6leo de babacu e 25 mL de solucdo neutralizada de éter de petrdleo e alcool etilico
(2:1). Adicionou-se 2 gotas de fenolftaleina e a amostra foi titulada com solu¢do 0,1 N

de NaOH. O indice de acidez (IA %) foi calculado de acordo com a equacdo 3.2.

14 (%) = %X 100 (32)

Em que: V' = Volume de NaOH gasto na titulagdio da amostra (mL); F = Fator de
correcdo da solucdo de NaOH 0,1N; M = Massa da amostra (g).

3.3.1.2. Indice de Saponificacio

Indice de saponificagdo ¢ definido como sendo o niimero de miligramas de KOH
requerido para saponificar um grama de lipideos. O indice de saponificacdo foi
determinado conforme metodologia descrita por MORETTO e FETT (1989). Em um
frasco Erlenmeyer foram adicionados 2 g do odleo e, com auxilio de uma bureta, 20 mL
de solucdo alcodlica de KOH a 4%. Adaptou-se o Erlenmeyer a um condensador de
refluxo e a amostra foi aquecida brandamente, por um periodo de 30 min. Resfriou-se e
adicionou-se 3 gotas de fenolftaleina. Titulou-se a mistura com solugdo de HCI 0,5 N,
até¢ desaparecer a coloragdo résea. Esse mesmo procedimento foi feito para o controle.
A diferenca entre os volumes de HCI gastos nas duas titulagdes ¢ equivalente a
quantidade de KOH gasto na saponificacdo. O indice de sponificacdo foi calculado de

acordo com a equagdo 3.3.
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3.(Va = V3). F. 56,11
M

IS = (3.3)

Em que: V,= Volume gasto de HCI na titulagdo da amostra (mL); V= Volume gasto de
HCI na titulagdo do controle (mL); F= Fator de corre¢do da solucdo de HCI 0,5 N; M=
Massa da amostra (g).

3.3.1.3. Porcentagem de acidos graxos livres

A porcentagem de dacidos graxos livres foi determinada conforme metodologia
descrita por MORETTO e FETT (1989). Em um Erlenmeyer de 250 mL, foram
adicionados 8 g da amostra e 50 mL de alcool etilico a 95%, neutralizado com solucéo
0,1 N de NaOH e fenolftaleina, como indicador. O sistema foi aquecido até a ebulicdo e
titulada, a quente, com a solucdo de NaOH, até coloragdo résea por 15 segundos. A

porcentagem de 4cidos graxos livres foi calculada pela equagio 3.4.

(V2 = V1). N. 282

AGL (%) = X 100 (3.4)

Em que: V,= Volume gasto de NaOH na 1° titulagdo (mL); ;= Volume gasto de NaOH
na 2° titulagdo (mL); N= Concentragdo normal da solugdo de NaOH; M= Massa da
amostra (g).

3.3.1.4. Concentragdo de glicerol livre

A determinagdo da concentragdo de glicerol consiste na reagdo do glicerol
contido na amostra com periodato de sodio (NalO4) em solugdo aquosa é4cida para
produzir formaldeido e dacido férmico: este ultimo foi utilizado para deduzir a
concentragdo de glicerol (COKS e VAN REDE, 1966). A amostra contendo entre 1 a 2
g de gordura foi previamente diluida em 50 mL de 4gua destilada e acidificada com
acido sulfarico 0,2 N, utilizando azul de bromotimol como indicador. A solugdo foi,
entdo, neutralizada com NaOH 0,05N até coloragdo azul. Em seguida, 100 mL de
solucdo de metaperiodato de sodio (60 g/L) foram adicionados & amostras e essas
mantidas ao abrigo da luz por 30 min. Apds este periodo, 10 mL de uma solucdo aquosa
de etilenoglicol (1:1) foram adicionados a mistura que foi deixada a temperatura
ambiente, no escuro, por mais 10 min. As amostras foram, entdo, diluidas para um
volume de 300 mL com dagua destilada e tituladas com solugdo de NaOH 0,125 N,
usando pHmetro para determinar o ponto final. A percentagem de glicerol contida na

amostra foi determinada pela equag@o 3.5.
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9209.N. (V,-V,)

Glicerol (% p/p) =
icerol (% p/p) i

100 (3.5)

Em que: N = Normalidade da solu¢do de NaOH; V; = Volume da solu¢io de NaOH
gasto para titular a amostra (mL), ¥, = Volume da solugdo de NaOH gasto para titular o
controle (mL), M = Massa de amostra utilizada (g).

3.3.1.5. Massa especifica

A massa especifica foi determinada pesando-se um baldo volumétrico de 10 mL
vazio. Em seguida, adicionou-se o 6leo até a altura do menisco, e pesou-se o baldo cheio
de o6leo. A massa especifica do oleo foi determinada pela equagao 3.6.

(ml _mz) (36)

Massa especifica (g/cm’) = ”

Em que: ¥ = Volume do baldo utilizado (10 mL = 10 cn’), m; = massa do baldo
contendo oOleo (gramas), m, = massa do baldo vazio (gramas).

3.3.2. Caracterizacio dos Monoésteres de Acidos Graxos por RMN 'H

As estruturas dos ésteres obtidos por via quimica foram confirmadas pela analise
de Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN H'). Os espectros foram obtidos no
aparelho Varian modelo Mercury 300 MHz. Os deslocamentos quimicos (8) foram
referenciados pelo sinal do TMS (Tetra-metil-silano - & = 0) em solvente CDCk. Cada
espectro foi analisado calculando-se a integragdo dos ntimeros relativos de hidrogénio

presente na estrutura quimica do monoéster de acido em 0,00-6,00 ppm.
3.3.3. Determinacio dos Produtos Formados e Alcool Consumido

As concentra¢des dos ésteres formados na reagdo de alcodlise do dleo de babacu
com os alcoois (EtOH, PrOH e ButOH) foram determinadas por cromatografia de fase
gasosa, utilizando-se uma coluna empacotada (6ft S# DEGS WHP 80/100 mesh, HP),
operando nas condi¢des definidas no item 3.2.3. As concentragdes de etanol, propanol e
butanol foram também determinadas por cromatografia de fase gasosa, empregando a

mesma coluna nas condi¢des descritas nas Tabelas 3.4.



Tabela 3.4. Condig¢des de operagdo do método de dosagem dos alcoois etanol, propanol
e butanol por cromatografia fase gasosa.
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Método Padréo Interno | Temperatura de Outras Condicdes
aquecimento
da coluna
Amostra+ padrio interno (1:1)
Etanol Butanol 60° C injetar 1 uL
(15,02 g/L)
Temperatura
Ionizador (190 °C)
Propanol Butanol 60° C Vaporizador (190 °C)
(15,02 g/L))
Vazao dos gases
Nitrogénio (30 mL/min)
Butanol Hexanol 75° C Hidrogénio (27 mL/min)
(22,17 g/L) Ar sintético (300 mL/min)




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e analisados os
desenvolvimento do trabalho. A Tabela 4.1 orienta o
apresentacdo e discussdo dos resultados obtidos, assim

empregada para a coleta dos dados.

Tabela 4.1. Disposi¢do geral dos ensaios realizados.
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resultados obtidos durante o
leitor sobre a seqiiéncia de

como o item da metodologia

Ensaios realizados

Resultados Metodologia
e Discusséo

Caracterizacdo do 6leo de babagu 4.1 33.1
e Indice de acidez 33.1.1
o Indice de saponificagio (mg KOH/g) 33.1.2
e Massa especifica (g/cnr’)
e Acidos graxos livres (%) 33.1.3
¢ Glicerol livre (%) 33.14
e pH
Padrdes cromatograficos de monoésteres de acidos graxos 4.2
¢ Sintese quimica dos padrdes cromatografic os 4.2.1 3.2.1
e Caracterizagio dos monoésteres por RMN 'H (CDCl, §, 422 3.3.2
300Hz)
Interesterificagdo quimica do 6leo de babagu com alcoois de 43 323
cadeia curta para verificar a eficiéncia dos métodos de andlise
elaborados
Interesterificacdo enzimatica do 6leo de babagu com alcoois 4.4 324
empregando diferentes preparagdes de lipase
e Atuagio da Lipozyme IM’ na obtengio de biodiesel 4.5.1
e Atuagdo da Novozym 435 na obtengdo de biodiesel 452
e Atuacdo da lipase pancreatica (LPP) imobilizada em POS- 453
PVA na obten¢o de biodiesel
e Atuagdo da lipase de Candida rugosa (LCR) imobilizada 454
em POS-PVA e em Nb,Os.nH,O na obten¢do de biodiesel
Comparagdo do desempenho dos sistemas imobilizados na 4.6
reacdo de interesterificagdo enzimatica.
Comparagdo do rendimento da interesterificacdo enzimatica e 4.7

quimica
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4.1. Caracterizacio do Oleo de Babacu

Na Tabela 4.2 é apresentada a composi¢do do 6leo de babagu em termos de
acidos graxos livres, indice de acidez, indice de saponificagdo, massa especifica e
glicerol utilizando a metodologia descrita na secdo 3.3.1. Por se tratar de um o6leo
refinado, os valores encontrados, principalmente em relagdo ao indice de acidez (0,95%)
e a concentracdo de 4cidos graxos livre (0,06%) estdio em faixas adequadas para
utilizagdo na reacdo de interesterificacio. Oleos com elevado indice de acidez inibem a

atuacdo de catalisadores quimicos ou bioquimicos (ROSENAAL, 1992).

Tabela 4.2. Caracterizacdo do 6leo de babacu

Caracteristicas Oleo de babacu
Indice de acidez (%) 0,95
Indice de saponificagio (mg KOH/g) 346,60
Massa especifica (g/cnr’) 0,21
Acidos graxos livres (%) 0,06
Glicerol livre (%) 091

pH 5,00

4.2. Padrdes Cromatograficos de Monoésteres de Acidos Graxos
4.2.1. Sintese Quimica dos Padrées Cromatograficos

Uma das principais dificuldades no estudo ou aplicagdo industrial de processos
de interesterificagdo de Oleos vegetais é a caracterizacdo dos monoésteres formados,
tendo em vista o elevado custo desses padrdoes cromatograficos. Para quantificar com
precisdo os ¢ésteres formados na interesterificagdo do dleo de babagu com alcoois de
cadeia curta, foi necessario, inicialmente, sintetisar os padrdes cromatograficos (ésteres
de acidos graxos) por via quimica, tomando como referéncia a composi¢do em acidos
graxos presentes no 6leo de babacgu.

Desta forma, os ésteres de etila, propila e butila foram preparados de acordo com
a metodologia descrita em 3.2.1. Os monoésteres foram purificados por destilacdo a
pressdo reduzida e caracterizados por andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de
Proton, a fim de se comprovar suas estruturas quimicas. A Tabela 4.3 apresenta a

relagdo de monoésteres sintetisados.



Tabela 4.3. Relacdo dos monoésteres sintetisados por via quimica.
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Acidos Numero de Porcentagem no Monoésteres
graxos carbonos 6leo de babacu (%)
Etila Propila Butila

Octandico C8 3,5 C10H2002 C11H2202 C12H2402
Decanoico CI10 4,5 C12H2402 C13H2602 C14H2802
Léurico Cl12 44,7 C14H2802 C15H3002 C1(,H3202
Miristico Cl4 17,5 C16H3202 C17H3402 C18H3602
Palmitico Cl6 9,7 C13H3602 C]9H3802 C20H4002
Estearico C18 3,1 C20H3802 C21H4202 C22H4402
Oleico Cl18:1 15,2 C20H2402 C21H4002 C22H4202

4.2.2. Caracterizacio dos Monoésteres por RMN 'H (CDCl;, &, 300Hz)

As estruturas dos monoésteres purificados foram confirmadas pela andlise de
Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN H'), como descrito em 3.3.2.

Como forma de ilustra¢do, as Figuras 4.1 a 4.3 apresentam os espectros de RMN
H' (CDCL, 8, 300Hz) obtidos para os monoésteres octanoato de etila, propila e butila.
Os espectros dos demais monoésteres sao mostrados no Apéndice 8.2. Nas Tabelas 4.4

a 4.6 sdo identificados os sinais de deslocamento verificados para cada estrutura

quimica.
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Figura 4.1. Espectro de RMN H' (4,50 — 0,50 ppm) do éster octanoato de etila obtido a
300 Hz com CDCE.
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Figura 4.2. Espectro de RMN H (4,50 —| Figura 4.3. Espectro de RMN H' (4,50 —
0,50 ppm) do éster octanoato de propilal 0,50 ppm) do éster octanoato de butila
obtido a 300 Hz com CDCE. obtido a 300 Hz com CDCE.

Tabela 4.4. Anélise dos espectros obtidos para os monoésteres de etila.

Espectros Analises das estruturas

Octanoato de etila RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, GoH,,0,): 4.20-3.98(q, 2H); 2.34-
2.22(t, 2H); 1.75-1.54(m, 2H); 1.35-1.21(m, 11H); 0.96-0.81(t, 3H)

Decanoato de etila RMN 'H (CDCL, §, ppm, 300Hz, G,H,,0,): 4.21-4.06(q, 2H); 2.35-
2.24(t, 2H); 1.69-1.55(m, 2H); 1.40-1.20(m, 15H); 0.96-0.82(t, 3H)

Laurato de etila RMN 'H (CDCl,, 8, ppm, 300Hz, G4H,30,): 4.18-4.05(q, 2H); 2.35-
2.25(t, 2H); 1.69-1.54(m, 2H); 1.33-1.22(m, 19H); 0.96-0.84(t, 3H).

Miristato de etila RMN 'H (CDCL, §, ppm, 300Hz, G¢H3,0,): 4.22-4.05(q, 2H); 2.35-
2.17(t, 2H); 1.74-1.57(m, 2H); 1.38-1.22(m, 23H); 0.98-0.84(t, 3H)

Palmitato de etila RMN 'H (CDClL, 8, ppm, 300Hz, GsH:sO,): 4.24-4.04(q,2H); 2.37-
2.22(t.2H); 1.91-1.39(m,2H); 1.36-1.20(m,27H); 0.95-0.83(t, 3H)

Estearato de etila RMN 'H (CDClL, §, ppm, 300Hz, GoH4,0,): 4.15-4.04(q,2H); 2.30-
2.20(t,2H); 1.78-1.44(m,2H); 1.41-0.93(m,31H); 0.89-0.82(t, 3H)

Oleato de ctila RMN 'H (CDCl, §, ppm, 300Hz, GoH;50,): 5.50-5.17(m,2H); 4.20-
4.01(q2H); 2.32-221(t2H); 2.17-1.75(m,4H); 1.74-1.44(m,2H); 1.42-
1.04(m,23H); 0.92-0.78(t, 3H)
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Tabela 4.5. Analise dos espectros obtidos para os monoésteres de propila.

Espectros

Analises das estruturas

Octanoato de propila

Decanoato de propila

Laurato de propila

Miristato de propila

Palmitato de propila

Estearato de propila

Oleato de propila

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, C,,H,,0,): 4.05-3.97(t,2H); 2.31-
2.23(t,2H); 1.68-1.56(m,4H); 1.32-1.15(m,8H); 0.96-0.85(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, C3H,0,): 4.07-3.98(t,2H); 2.35-
2.25(t.2H); 1.72-1.57(m,4H); 1.34-1.19(m, 12H); 0.98-0.84(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, CsH30,): 4.03-3.96(t,2H); 2.31-
2.23(t,2H); 1.68-1.55(m,4H); 1.32-1.20(m,16H); 0.95-0.81(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, C,;H3,0,): 4.07-3.94(t,2H); 2.31-
2.25(t.2H); 1.68-1.57(m,4H); 1.49-1.01(m,22H); 0.98-0.82(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, CjoH330,): 4.05-3.97(t,2H); 2.32-
2.25(t.2H); 1.68-1.54(m4H); 1.31-1.23(m,12H); 0.96-0.82(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, Cy;H,0,): 4.05-3.97(t,2H); 2.32-
2.24(t.2H); 1.78-1.51(m,6H); 1.30-1.20(m,26H); 0.97-0.87(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, C,,H,0,): 5.42-5.51(m,2H); 4.05-
3.97(t2H); 2.32-224(t2H); 2.06-1.89(m4H); 1.68-1.55(m,4H);
1.38-1.17(m,20H); 0.97-0.83(2t, 6H)

Tabela 4.6. Analise dos espectros obtidos para os monoésteres de butila.

Espectros

Analises das estruturas

Octanoato de butila

Decanoato de butila

Laurato de butila

Miristato de butila

Palmitato de butila

Estearato de butila

Oleato de butila

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, C,H,,0,): 4.10-4.05(t2H); 2.33-
2.27(t,2H); 1.62-1.55(m,4H); 1.34-1.26(m,10H); 0.92-0.83(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, C,H,50,): 4.08-4.01(t,2H); 2.29-
2.23(t.2H); 1.62-1.53(m,4H); 1.31-1.18(m, 14H); 0.93-0.81(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, C¢H;,0,): 4.10-4.00(t2H); 2.31-
2.24(t.2H); 1.68-1.54(m,4H); 1.38-1.18(m, 18H); 0.95-0.83(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, CsH0,): 4.10-4.05(t,2H); 2.33-
2.27(t,2H); 1.62-1.55(m,4H); 1.34-1.26(m,18H); 0.92-0.83(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, GoH,00,): 4.08-4.02(t2H); 2.31-
2.25(t.2H); 1.65-1.57(m,4H); 1.33-1.15(m,26H); 0.96-0.83(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, 8, ppm, 300Hz, G,H..0,): 4.08-4.02(t,2H); 2.30-
2.24(t,2H); 1.66-1.54(m,4H); 1.46-1.07(m,20H); 0.95-0.82(2t, 6H)

RMN 'H (CDCL, §, ppm, 300Hz, C5,H,,0,): 5.40-5.28(m,2H); 4.09-
4.02(t2H); 2.31-2.25(t,2H); 2.17-1.81(m,4H); 1.66-1.58(m4H); 1.38-
1.19(m,22H); 0.96-0.84(2t, 6H)
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4.2.3. Eficiéncia dos Métodos Cromatograficos Estabelecidos para Monitoramento
da Reacio de Interesterificacio do Oleo de Babacu com Alcoois de Curta

A aplicacdo direta da metodologia de andlise cromatografica dos monoésteres,
desenvolvida neste trabalho como etapa preliminar, foi testada no monitoramento da
reacdo de interesterificacdo por via quimica do 6leo de babagu com etanol, propanol ou
butanol empregando hidréxido de sédio (NaOH) como catalisador (se¢do 3.2.3). A rota
quimica foi selecionada, pois geralmente apresenta curta durac@o, permitindo retiradas
de um maior numero de amostras em periodos inferiores a 8 h. As amostras retiradas
foram diluidas em heptano e submetidas a andlise cromatografica, conforme
anteriormente descrito (se¢do 3.2.3). Os cromatogramas obtidos nessa série de testes sdo
mostrados nas Figuras 4.4 a 4.6.

A elaboracdo desses métodos revelou ser uma ferramenta importante no
acompanhamento da interesterificacdo do dleo de babagu com alcoois de cadeia curta,
permitindo o monitoramento da reacdo e facilitando possiveis corregdes operacionais
(teor de agua, complementa¢do da quantidade de alcool entre outros), tendo em vista
que o tempo global da analise variou numa faixa entre 38 a 43 min.

Apesar desses ensaios terem sido realizados com o intuito apenas de verificar a
eficiéncia dos métodos cromatograficos para monitoramento da reagdo, os dados
obtidos foram também usados como pardmetro de comparacdo da reagdo efetuada por
via enzimatica, tendo em vista que ndo ha dados na literatura sobre a utilizacdo do oleo
de babagu para obtengao do biodiesel por via enzimatica.

O perfil de formagdo dos monoésteres para cada sistema reacional (6leo: alcool)
em fun¢do do tempo de reagdo € mostrado nas Figuras 4.7 (a, b, ¢), tomando por base os
dados gerados na execug@o dos respectivos métodos (Apéndice 8.4).

Os rendimentos foram calculados nos tempos de reacdo que forneceram a
concentragdo mais elevada dos diversos monoésteres. Os resultados obtidos indicam
uma influéncia do tamanho da cadeia do élcool tanto na velocidade como no rendimento
de reag¢do. Para o sistema Odleo e etanol, a maxima concentragio dos diferentes
monoésteres foi alcangada apdés 6 h de reagdo, fornecendo um rendimento global de
66,9% em monoésteres de etila. Rendimentos superiores foram alcancados para o
sistema dleo e propanol da ordem de 72,6%, em 3 h. O sistema oleo: butanol foi o que
forneceu comparativamente o menor rendimento para todos os monoésteres, sendo

obtido um rendimento global de 45,3%.
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Figura 4.4. Monitoramento da formacdo de monoésteres de etila na interesterificagdo
quimica do 6leo de babagu com etanol (78°C, 0,16 g de NaOH).
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Figura 4.5. Monitoramento da formacido de monoésteres de propila na interesterificacdo
quimica do 6leo de babagu com propanol (97°C, 0,22 g de NaOH).
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Figura 4.6. Monitoramento da formagdo de monoésteres de butila na interesterificacdo
quimica do 6leo de babagu com butanol (117°C, 0,30 g de NaOH).
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Figura 4.7. Formacdo dos ésteres de etila (A), propila (B) e butila (C) na
interesterificacdo quimica do o6leo de babagu com etanol (0,16 g de
NaOH, 78°C), propanol (0,22 g de NaOH, 97°C) e butanol (0,30 g de

NaOH, 117°C). Simbolos: O (C8), O (C10), ¥(C12), A (C14), O (C16),
W (C18), ® (C18:1).
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Tabela 4.7. Rendimento da interesterificagdo quimica do 6leo de babagu com dferentes
alcoois.

Acido Graxo Baob/ag:u Monoésteres formados (%) Rem(l;/r:l)ento

(%) etila propila butila etila propila butila
Caprilico C8 3,5 4,4 4,7 3,1 100 100 88,2
Caprico C10 45 3,5 4,4 2,7 78,2 96,9 60,4
Laurico C12 44,7 32,1 34,8 19,8 71,9 77,8 443
Miristico Cl14 17,5 10,0 9,6 7,9 574 54,6 45,1
Palmitico Cl6 9,7 3,0 3,6 2,9 31,8 37,5 29,6
Estearico C18 3,1 1,2 1,3 1,0 40,3 40,6 31,9
Oleico C18:1 15,2 11,4 12,9 7,1 74,7 84,9 47,0
Total 98,2 65,6 71,3 445 66,9 72,6 45,3
Tempo (h) 6 3 7

Rendimento calculado conforme equagdo 3.1, empregando os valores correspondentes ao tempo
de reagio que forneceu a concentragdo mais elevada dos diversos monoésteres.

4.4. Interesterificacio Enzimitica do Oleo de Babacu com Alcoois empregando
Diferentes Preparacgdes de Lipase

Cinco preparagdes de lipase na forma imobilizada foram wusadas como
catalisadores na reacdo de interesterificacdo enzimatica do 6leo de babagu com alcoois
de cadeia curta (C2 a C4) em meio isento de solventes, com o objetivo de determinar o
perfil do comportamento de cada sistema reacional, bem como selecionar o derivado
imobilizado que fornecesse maior conversao em monoésteres de acidos graxos.

Todos o0s experimentos foram efetuados em meio isento de solvente e as
condi¢des operacionais adotadas foram baseadas nos dados descritos na literatura (DU
et al., 2004) e nos testes iniciais efetuados (URIOSTE e CASTRO, 2004), tendo sido
estabelecido os seguintes parametros: propor¢do equimolar entre Oleo e dlcool e
temperaturas reacionais de 40°C para os sistemas constituidos de oleo: etanol e Oleo:
propanol e de 50°C para o sistema oleo: butanol (URIOSTE e CASTRO, 2004). O
detalhamento dos dados obtidos ¢ apresentado nos Apéndices 8.4 a 8.8 e referem-se &

médias de duplicatas ou triplicatas.
4.4.1 Atuacio da Lipozyme IM?® na Obtencio de Biodiesel

As concentragdes dos monoésteres formados e dos dlcoois consumidos para
cada sistema reacional na reacdo catalisada pela Lipozyme IM?° em fungdo do tempo
sdo mostradas nas Figuras 4.8 a 4.11, tomando por base os dados apresentados no

Apéndice 8.4.
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Figura 4.8. Forma¢ao dos monoésteres de
etila na reagdo de interesterificacdo
enzimatica do o6leo de babagu com etanol
(Lipozyme, 40 °C).

Figura 4.9. Formacdo dos monoésteres de
propila na interesterificacdo enzimatica do

6leo de babagu com propanol (Lipozyme,
40 °C).
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De uma maneira geral, observa-se que para os trés alcoois testados (Figuras 4.8
a 4.10) houve formagdo de todos os monoésteres de acidos graxos presentes no 6leo de
babagu em concentracdes diretamente proporcionais ao tamanho da cadeia do alcool, ou
seja, quanto maior o tamanho da cadeia do dlcool maior a concentragdo dos diversos
monoésteres. Por outro lado, a especificidade da enzima em relagdo ao acido graxo (C8
a C18) foi indiretamente proporcional ao tamanho da cadeia dos é4cidos graxos, sendo
obtido uma conversdo praticamente total para o acido caprilico (C8) e de apenas 30%
para o acido oléico. O perfil da concentragcdo dos alcoois como mostrado na Figura 4.11,
indica que a correspondéncia entre alcool consumido e formagdo de produtos foi
constatada apenas para o butanol (conversdo = 50%). No caso dos outros alcoois,
verifica-se um consumo praticamente total (conversdes > 90%), sugerindo uma
adsor¢do parcial do alcool presente no meio reacional pela preparagdo enzimatica
(suporte). Essa hipdtese pode ser reforcada quando se leva em consideracdo que esta
preparagdo de enzima (Lipozyme) tem carater hidrofilico e os dlcoois etanol e propanol
apresentam graus de polaridade mais elevados que o butanol. Deve ser ainda destacado,
que a Lipozyme apresenta elevada atividade enzimatica para um grau de hidratagdo
maximo de 10%, portanto, o aumento da polaridade do sistema imobilizado, por
exemplo, por adsorcdo desses alcoois, pode ter reduzido a atividade enzimatica nos
sistemas 6leo e etanol e dleo e propanol.

Para facilitar a andlise dos resultados obtidos, na Tabela 4.8 apresenta-se o
rendimento global da rea¢do de interesterificagdo do oleo de babagu para os diferentes
alcoois, considerando os valores referentes ao tempo de reacdo, no qual foi obtida a
conversdo mais elevada do Oleo em monoésteres. A concentracdo maxima em
monoésteres foi alcancada apos 120 h, com rendimento global variando entre 35 a
42,7%, dependendo do tamanho da cadeia do alcool.

Rendimentos similares da ordem de 35% em monoésteres, apds 120 e 144 h de
reagcdo, foram obtidos para os sistemas contendo oOleo: etanol e Odleo: propanol,
respectivamente. Rendimentos superiores foram alcancados para o sistema Oleo e
butanol (42,7%) apés 144 h de reagdo, provavelmente devido a formacdo de uma
mistura homogénea e de menor polaridade, favorecendo a conversdo do 6leo de babagu

em monoésteres de butila.
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Tabela 4.8. Rendimento da interesterificacdo enzimatica do oleo de babagu com
diferentes 4lcoois empregando Lipozyme IM?°.

Acido Graxo Baob/ag:u Monoésteres formados (%) Rem(l;/r:l)ento

(%) etila Propila ~ butila etila propila butila
Caprilico C8 3,5 3,3 2,8 3,2 943 80,0 914
Caprico C10 45 2,3 2,2 2,7 51,1 489 60,0
Laurico C12 44,7 13,9 15,8 19,0 31,1 353 42,5
Miristico Cl4 17,5 6,6 6,2 7,5 37,7 354 429
Palmitico Cl6 9,7 2,8 2,6 3,2 289 26,8 33,0
Estearico C18 3,1 1,0 0,9 1,1 32,2 29,0 35,5
Oléico C18:1 15,2 4,5 4,5 5,2 29,6 29,6 34,2
Total 98,2 34,4 35,0 41,9 35,0 35,6 42,7
Tempo (h) 120 144 144

4.4.2 Atuacio da Novozym 435 na Obtencio de Biodiesel

No perfil de formacdo de monoésteres de 4acidos graxos nas reagdes de
interesterificacdo do dleo de babacu com d&lcoois de cadeia curta catalisada pela
Novozym 435 (Figuras 4.12 a 4.14), verifica-se um comportamento similar em todos os
sistemas testados, ndo sendo constatada uma influéncia marcante do tamanho da cadeia
do dlcool tanto na velocidade como no rendimento global da reagdo. Na Figura 4.15
observa-se que o consumo dos alcoois foi proporcional a formacao de monoésteres.

Analisando os rendimentos globais da rea¢do de interesterificacdo catalisada
pela Novozym 435 (Tabela 4.9), verifica-se que todos os sistemas testados apresentaram
maxima conversdo do o6leo em monoésteres apos 24 h de reagdo, com rendimentos
globais variando entre 50% a 54%. O rendimento mais elevado foi constatado para o
sistema reacional constituido de oOleo: propanol. Verifica-se ainda que o desempenho da
Novozym 435 foi superior ao alcan¢ado pela Lipozyme IM?°.

Os elevados rendimentos obtidos para os sistemas reacionais empregando
Novozym 435 como catalisador em relacdo aos anteriores obtidos com a enzima
Lipozyme IM*° pode ser em parte explicado pela diferenca de polaridade dos suportes
de imobilizagdo. A Novozym 435 ¢ imobilizada em suporte hidrofébico, o que
provavelmente evitou a adsor¢do desses alcoois na parte solida do meio reacional e
favoreceu, conseqiientemente o alcance de conversdes superiores em mono¢steres dos

alcoois testados.
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Figura 4.12. Formacdo dos monoésteres de
etila na interesterificagdo enzimatica do
6leo de babacu com etanol empregando
Novozym 435 a 40°C.

Figura 4.13. Formag@o dos monoésteres de
propila na interesterificacdo enzimatica do
6leo de babagu com propanol empregando
Novozym 435 a 40°C.
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Figura 4.14. Formagdo dos monoésteres de
butila na interesterificacdo enzimatica do
6leo de babagu com butanol empregando
Novozym 435 a 50°C.

Figura 4.15. Consumo dos 4lcoois na
reacdo de interesterificacdo enzimatica do
6leo de babagu empregando Novozym 435
(40-50°C).
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Tabela 4.9. Rendimento da interesterificacdo enzimatica do oOleo de babagu com
diferentes alcoois empregando Novozym 435.

Acido Graxo Baobag:u Monoésteres formados (%) Rem(l;/r:l)ento

(%) etila propila butila Etila propila butila
Caprilico C8 35 3,3 3,5 3,3 943 100 943
Caprico C10 4.5 2,7 3,8 3,0 60,0 84,4 66,7
Laurico C12 44,7 23,6 22,7 21,6 52,8 50,8 483
Miristico Cl4 17,5 7,2 92,3 10,5 41,1 53,1 60,0
Palmitico Cl6 9,7 2,5 3,8 3,3 25,8 39,2 34,0
Estearico C18 3,1 0,9 1,3 1,1 29,0 41,9 35,5
Oléico C18:1 15,2 9,5 8,6 7,0 62,5 56,6 46,0
Total 98,2 49,7 53,0 49,8 50,6 54,0 50,7
Tempo (h) 24 24 24

44.3. Atuacio da Lipase Pancreatica Imobilizada em Polisiloxano-alcool
Polivinilico na Obtencio de Biodiesel

A lipase pancredtica (LPP) foi imobilizada em polisiloxano-alcool polivinilico
de acordo com metodologia estabelecida no Laboratério de Biocatalise/ FAENQUIL
(Apéndice 8.6) e testada na interesterificacdo enzimatica do 6leo de babacu com élcoois
de cadeia curta.

As Figuras 4.16 a 4.18 apresentam o progresso da reacdo de interesterificacdo
enzimatica em termos de concentracdo de monoésteres formados e consumo dos alcoois
para cada sistema reacional.

Os resultados obtidos indicam que tanto a velocidade como o rendimento de
reacdo foi dependente do tamanho da cadeia do dalcool testado, sendo constatadas
concentragdes mais elevadas para o sistema oOleo: butanol. O consumo de alcool foi
proporcional a formag¢do de monoésteres durante a reagdo, sendo verificado ainda que a
baixa cncentracdo de etanol no meio reacional apresentou-se como a etapa limitante na
formagdo de monoésteres de etila (Figura 4.19).

Os rendimentos globais da reacdo sdo mostrados na Tabela 4.10. Para o sistema
oleo: etanol, a maxima concentragdo dos diferentes monoésteres foi alcancada apds 72 h
de reagdo, fornecendo um rendimento de 29,9% em monoésteres de etila. Rendimentos
superiores foram alcangcados para o sistema Oleo: propanol da ordem de 40,2% num
tempo de 96 h. O sistema Odleo: butanol foi o que forneceu comparativamente o

rendimento mais elevado (45,3%) em 120 h.
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Figura 4.16. Formacgdo dos monoésteres de
etila na interesterificagdo enzimatica do
oleo de babagu com etanol (LPP-POS.
PVA, 40°C).

Figura 4.17. Formagdo dos monoésteres de
propila na interesterificacdo enzimatica do
6leo de babagu com propanol (LPP-
POS.PVA, 40°C).
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Figura 4.18. Formacdo dos monoésteres de
butila na interesterificacdo enzimatica do
o0leo de babagu com butanol (LPP-
POS.PVA, 50°C).

Figura 4.19. Consumo dos 4lcoois na
interesterificacdo enzimatica do dleo de
babagu empregando LPP imobilizada em
POS-PVA (40-50°C).
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Tabela 4.10. Rendimento da interesterificagdo enzimatica do oleo de babagu com
diferentes alcoois empregando lipase pancreética imobilizada em POS-PVA.

Acido Graxo Baob/ag:u Monoésteres formados (%) Rem(l;/r:l)ento

(%) etila propila  Butila etila propila butila
Caprilico C8 3,5 2,3 3,1 3,5 65,7 88,6 100
Caprico C10 45 2,0 2,6 3,0 44.4 57,8 66,7
Laurico C12 44,7 14,0 18,1 19,5 31,3 40,5 43,6
Miristico Cl14 17,5 5,1 5,8 10,1 29,1 33,1 57,7
Palmitico Cl6 9,7 2,2 2,3 3,4 227 23,7 38,1
Estearico C18 3,1 0,7 0,8 1,2 22,6 25,8 38,7
Oléico C18:1 152 3,1 6,8 6,9 204 44,7 45,4
Total 98,2 294 39,5 47,6 29,9 40,2 48,5
Tempo (h) 72 96 120

Os resultados obtidos pela utilizagdo da lipase pancreatica imobilizada em POS-
PVA sdo bastante satisfatorios, quando comparados com aqueles anteriormente obtidos
pela Lipozyme. Tais resultados podem ser creditados a especificidade da lipase
pancretica e ao carater hidrofobico do suporte de imobilizagdo. E importante destacar
que a incidéncia do uso de lipases pancreaticas em sintese organica, ndo ¢é tdo eclevada
quando comparado a utilizagdo das lipases microbianas para a mesma finalidade e
particularmente na obtencdo de biodiesel ndo foram encontradas publicagdes nos
principais periddicos da area. Entretanto, estudos descritos na literatura recomendam o
uso desta preparacdo enzimdtica em aplicacdes, nas quais a estereosseletividade seja um

fator critico (FABER, 1997).

4.4.4. Atuacio da Lipase Microbiana de Candida rugosa (LCR) Imobilizada em
POS-PVA e em Nb;Os5.nH,O na Obtenc¢ao de Biodiesel

Para verificar se o suporte de imobilizacdo poderia exercer algum tipo de
influencia no progresso da reagdo de interesterificacdo, a lipase microbiana de Candida
rugosa (LCR) foi imobilizada na matriz polisiloxano-alcool polivinilico (POS-PVA) e
em 6xido de nidbio hidratado (Nb,Os. nH,O) e testada na interesterificagdo enzimatica
do oleo de babagu com alcoois de cadeia curta.

O perfil de formacdo dos monoésteres para cada sistema O6leo: alcool: LCR
imobilizada em funcdo do tempo de reagdo ¢ mostrado nas Figuras 4.20 a 4.22 ¢ as
concentragdes dos alcoois durante o progresso da reacdo sdo apresentadas nas Figuras

4.23 e 4.24.



71

2 (A)
Y
=
)
)
o©
n
)
—
3
7]
‘w
0 24 48 72 96 120
Tempo (h)
<
< (B)
a
2
o
[}
el
[%2]
2
2
(2]
“w
Tempo (h)
<
o
3 ©
o
©
[2]
2
2
)
‘wl

Tempo (h)

Figura 4.20. Formagdo dos ésteres de etila (A), propila (B) e butila (C) na
interesterificagdo enzimatica do dleo de babagu com etanol (40°C), propanol
(40°C) e butanol (50°C) empregando LCR-POS.PVA. Simbolos: I (C8), O
(C10), ¥(C12), A (C14), O (C16), H (C18), @ (C18:1).
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Figura 4.21. Formag¢ao dos monoésteres de
butila na reagdo de interesterificacdo
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propanol (LCR-Nb,Os.nH,O, 40°C).

Figura 4.22. Formag@o dos monoésteres
de butila na reagdo de interesterificagdo
enzimatica & 6leo de babacu com butanol
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Figura 4.23. Consumo dos 4&lcoois na
interesterificacdo enzimatica do dleo de
babagu com butanol empregando LCR-
POS.PVA (40-50°C).

Figura 4.24. Consumo dos dlcoois na
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Verifica-se nas Figuras 4.20 a 4.22 uma influéncia marcante do tamanho da
cadeia do alcool na forma¢do dos monoésteres, sendo constatado conversdes
insatisfatorias para os sistemas reacionais constituidos de dleo: etanol e Oleo: propanol,
com rendimentos maximos de 2,2 e 18,5%, respectivamente para os sistemas reacionais
utilizando LCR-POS.PVA (Tabela 4.14). Para o sistema contendo 6leo e etanol e LCR-
Nb,Os5.nH,O ndo foi verificada formag¢do de monoésteres de etila (Tabela 4.12), nos
ensaios realizados, nas mesmas condi¢des operacionais. Rendimento global de 5,7% foi
alcangado para o sistema Oleo: propanol em 72 h. A conversdo mais elevada foi
alcancada para o sistema oOleo: butanol, correspondendo a um rendimento global em
monoésteres de butila da ordem de 38,4% para os sistemas com LCR-POS.PVA e
39,1% LCR-Nb,OsnH,O, respectivamente.

Tabela 4.11. Rendimento da reacdo de interesterificagdo enzimatica do 6leo de babagu
com diferentes alcoois empregando LCR imobilizada em POS-PVA.

Acido Graxo Bz;ob/ag:u Monoésteres formados (%) Renc(l;/r:n)ento

) etila propila butila etila propila butila
Caprilico C8 35 0,3 2,2 0 8,6 62,9 0
Céprico C10 4,5 0,2 1,3 2,7 44 28,9 60,0
Laurico Cl12 447 1,2 11,1 19,2 2,7 248 429
Miristico Cl4 17,5 0,4 1,4 4,8 0,2 8,0 45,7
Palmitico Cl6 9,7 0,04 0,6 2,2 0,4 6,2 22,7
Esteérico C18 3,1 0,01 0,2 0,8 0,3 6.4 258
Oléico Ci8: 1 152 0 1,2 6,7 0,0 79 44,1
Total 98,2 2,15 18,0 36,4 2,2 18,3 38,4
Tempo (h) 48 120 72

Tabela 4.12. Rendimento da reagdo de interesterificacdo enzimadtica do 6leo de babacu
com diferentes alcoois empregando LCR imobilizada em Nb,Os.nH;Os.

Acido Graxo Baobag:u Monoéstere s formados (%) Rem(l;/lr)ento
(%) propila butila propila butila
Caprilico C8 3,5 0,2 ND 5,7 0
Caprico C10 4,5 0,4 3,0 89 66,7
Laurico C12 44,7 3,1 21,4 6,9 479
Miristico Cl4 17,5 0,6 4,4 34 25,1
Palmitico Cl6 9,7 0,3 2,3 3,1 23,7
Estearico C18 3,1 0,9 0,8 29,0 25,8
Oléico Ci8: 1 152 0,1 5,1 0,7 335
Total 98,2 5,6 37,0 5,7 39,1

Tempo (h) 72 48
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Os baixos rendimentos obtidos (desempenho insatisfatorio) para os sistemas
empregando etanol e propanol como doadores do grupo acila, pode ser explicado
levando em conta a polaridade dos dlcoois utilizados. Resultados similares foram
reportados na literatura por PEREIRA ef al. (2001) na reag@o de esterificagdo do é4cido
butirico e diferentes alcoois (C2 a C10) numa razdo molar fixa (1,5: 1) com lipase
microbiana Candida rugosa imobilizada em quitosana, numa temperatura de 37°C,
sendo constatado que os diferentes alcoois promoveram conversdes de acidos butirico
superiores a 40%, com exce¢do do etanol que apresentou uma conversdo molar de
apenas 26%. Segundo esse mesmo autor, a presenga de etanol ou propanol como
doadores do grupo acila, no meio reacional pode ocasionar danos na camada de
hidratacdo da interacdo camada-protéica ou na estrutura da enzima, resultando numa
inibicdo parcial ou total da preparacdo enzimética. Esse efeito negativo pode ser
atribuido a alta polaridade desses alcoois (log P<0), o que ocasiona uma particio
(migragdo) do alcool para a fase sdlida (enzima/suporte), resultando numa saturagdo do
microambiente da enzima. Desta forma, a 4dgua contida na preparacido enzimatica pode
ter sido parcialmente removida, ocorrendo reducdo da atividade da lipase. Além disso,
pode ocorrer uma redugdo da disponibilidade do élcool na fase liquida interrompendo a
reagdo de interesterificacdo. Assim os fendmenos de partigdo causam a modificacdo do
estado original de hidratagdo enzimatica e um aparente desequilibrio entre a taxa de
conversdo e disponibilidade do alcool no meio reacional.

Portanto, ¢ provavel que o elevado poder desidratante do etanol tenha
ocasionando efeitos similares, porém mais severos que os descritos por PEREIRA et al.
(2001), tendo em vista que o rendimento global em ésteres de etila empregando lipase
de Candida rugosa imobilizada em POS-PVA foi de apenas 2,2%.

Analisando os resultados, verifica-se um comportamento similar da atuaco
lipase de Candida rugosa imobilizada na reagdo de interesterificacdo, independente do
tipo de suporte usado (polisiloxano-alcool polivinilico (POS-PVA) ou o6xido de nidbio
hidratado - N,Os. nH,0).

Esses dados sugerem que a lipase de Candida rugosa foi a preparagdo
enzimatica menos adequada para efetuar a reagdo de interesterificacdo do oleo de
babagu visando a obtengdo de biodiesel. No entanto, resultados satisfatorios foram
obtidos para a mesma reacdo, utilizando butanol como doador do grupo acila (38,7% de

conversao média).
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4.5. Comparacio do Desempenho dos Sistemas Imobilizados na Reacdo de
Interesterificacio Enzimatica

O presente trabalho teve o interesse em verificar o comportamento dos sistemas
imobilizados na reacdo de interesterificagdo enzimatica do oOleo de babagu visando a
obtengdo de biodiesel.

Os resultados obtidos apontam a viabilidade do emprego de catalisadores
bioquimicos (lipases) para obtengdo de biodiesel a partir de dleos de baixo custo,
especificamente o 6leo de babagu por interesterificacdo com alcoois de cadeia curta
(etanol, propanol e butanol).

Uma comparagdo do desempenho dos sistemas imobilizados testados na reaco
de interesterificacdo, tomando por base o rendimento global méximo em monoésteres de
etila, propila e butila sdo apresentados nas Tabelas 4.13 a 4.15 e Figura 4.25.

Entre todas as lipase imobilizadas testadas na producdo de monoésteres a
Novozym 435 apresentou o melhor desempenho com rendimento global superior a
50%. Nas mesmas condi¢des operacionais a lipase pancredtica (LPP) imobilizada em
polisiloxano-alcool polivinilico (POS-PVA) apresentou um rendimento global de
48,5%, mostrando-se também eficaz na alcoolise do Ooleo de babagu e butanol,
alcangando concentragdes satisfatorias de ésteres de butila. Estudos adicionais sdo ainda
necessarios para aumentar o rendimento global da reagdo, tornando a alternativa da via

enzimatica atrativa comercialmente.

Tabela 4.13. Comparagdo do desempenho das preparacdes de lipase imobilizada na
formagdo de monoésteres de etila.

Sistema imobilizado Monoésteres de etila (%)

C8 C10 Ci12 Cl4 Cle6 Cl18 (C181 Total
Lipozyme IM~ 33 2,3 13,9 6,6 2,8 1,0 4,5 344
Novozym 435 33 2,7 23,6 72 2,5 0,9 9,5 49,7
LPP-POS.PVA 2,3 2,0 14,0 5,1 2,2 0,7 3,1 294
LCR-POS-PVA 0,3 0,2 1,2 04 0,04 0,01 0 2,15
LCR-N,Os.nH,0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabela 4.14. Comparagdo do desempenho das preparagdes de lipase imobilizada na
formacdo de monoésteres de propila.

Sistema imobilizado Monoésteres de propila (%)

C8 C10 C12 Cl4 Cl16 C18 C181 Total
Lipozyme IM” 2,8 22 15,8 6,2 1,6 0,9 45 35,0
Novozym 435 3,5 38 227 9,3 3.8 1,3 8,6 53,0
LPP-POS.PVA 3,1 2,6 18,1 5,8 23 0,8 6,8 39,5
LCR-POS.PVA 22 1,3 11,1 1,4 0,6 0,2 1,2 18,0

LCR-N;0Os5.nH,0 0,2 0.4 3,1 0,6 0,3 0,9 0,1 5,6
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Tabela 4.15. Comparagdo do desempenho das preparagdes de lipase imobilizada na
formagdo de monoésteres de butila.

Sistema imobilizado Monoésteres de butila (%)
C8 Cl0 Cl12 Cl4 Cl6 Cl18 CI8:1 Total

Lipozyme IM~" 3,2 2,7 190 75 3,2 1,1 52 419
Novozym 435 3.3 3,0 21,6 10,5 3.3 1,1 7,0 49,8
LPP-POS-PVA 3,5 3,0 19,5 10,1 3,4 1,2 6,9 47,6
LCR POS-PVA 0 2,7 192 48 2,2 0,8 6,7 36,4
LCR-N,0O5.nH,O 0 3,0 21,4 4,4 2,3 0,8 5,1 37,0

;\: |:|Monoés eres de etila

:/ 60 I Monoésteres de ptropila

© -Monoésteres de butila

o

o

o

2

o

S

3

g

4

2
5 o~
20
N
o

Figura 4.25. Comparagdo do desempenho das lipases imobilizadas na formagdo de
monog¢steres de etila, propila e butila, a partir do 6leo de babagu.

4.6. Comparaciao do Rendimento na Interesterificacio Enzimatica e Quimica

A partir dos resultados obtidos e mostrado na Tabelas 4.15 e Figura 4.26,
comparou-se 0 desempenho das preparacdes de lipase imobilizada (Novozym 435 e a
LPP-POS-PVA) com o hidroxido de sodio como catalisador na interesterificagdo por
via quimica.

Os resultados obtidos mostram que a formagdo de biodiesel foi mais rapida pela
via quimica com tempo de rea¢do inferior a 7 h e alcancou maior porcentagem de
conversdo, se comparado com os sistemas imobilizados, para ambos tipos de éalcoois. A
formacdo de monoésteres de etila foi de 66,9% em 6 h e a 78°C empregando NaOH e

50,7% para a Novozym 435 e 48,5% para o sistema imobilizado LPP-POS-PVA a
40°C.
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Tabela 4.16. Rendimento global da reagdo para formagdo de monoésteres de butila

Sistema reacional Catalisador Temperatura  Tempo de Rendimento
(°0O) reacio (%)
(h)
Monoésteres de etila NaOH 78 6 66,9
Novozym 435 40 24 50,7
LPP-POS.PVA 40 72 48,5
Monoésteres de propila NaOH 97 3 72,6
Novozym 435 40 24 50,6
LPP-POS.PVA 40 96 29,9
Monoésteres de butila NaOH 117 7 453
Novozym 435 50 24 50,7
LPP-POS.PVA 50 120 48,5

O rendimento global de formag¢3o de monoésteres de propila foi de 72,6% em 3
h e a 97°C empregando NaOH e 50,6% para a Novozym 435 e 29,9% para o sistema
imobilizado LPP-POS.PVA a 40°C. A obten¢do de monoésteres de propila empregando
a Novozym 435 foi bastante similar a reagdo de interesterificagdo com etanol e para a
LPP-POS.PVA a formag@o de biodiesel foi inferior a 40%.

O rendimento global de formagdo de monoésteres de butila foi de 45,3% em 7 h
e a 117°C empregando NaOH e 50,7% para a Novozym 435 e 48,5% para o sistema
imobilizado LPP-POS.PVA a 50 °C.

As reagdes de formacdo de biodiesel por via quimica sdo mais efetivas
empregando os alcoois etanol e propanol, com resultados proximos a 70% e menor
rendimento global da reagdo empregando o butanol. Para as reagdes de
interesterificagdo catalisadas pela Novozym 435 foram alcancados rendimentos globais
da ordem de 50,7%. Esses resultados mostram que esta enzima apresenta elevada
atividade catalitica independente do tipo de élcool, o que ndo foi constatado para a LPP-
POS.PVA com maior afinidade pelos alcoois etanol e butanol, alcangando rendimentos
globais da ordem de 48,5%, enquanto para o propanol um rendimento global de 29,9%

foi alcangado.
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Figura 4.26. Comparacio do rendimento global da reagdo de interesterificagdo
enzimatica e quimica.

Por meio desses resultados, foi selecionado o sistema imobilizado LPP-
POS.PVA para estudos posteriores visando otimizar a reacdo de interesterificagdo de
oleos vegetais com alcoois de cadeia curta para producdo de biodiesel, tendo em vista o
baixo custo desse sistema imobilizado A enzima Novozym 435, comercializada pela
empresa Novozymes ¢ bastante estudada e relatada na literatura em reagdes em meio
organico na obtengdo de biodiesel. O seu custo ¢é relativamente elevado se comparado
com o sistema imobilizado LPP-POS.PVA (US$ 0,63/g), o que torna atrativo o estudo
de novos sistemas imobilizados com custo reduzido e elevada eficiéncia na sintese de
produtos de interesse.

Estudos adicionais sdo ainda necessdrios para otimizar a reacdo de
interesterificacdo enzimatica do oleo de babacu empregando a lipase pancredtica
imobilizada em POS.PVA, bem como serd necessario efetuar estudos na etapa de
recuperagdo e purificagdo quantificando os pardmetros pertinentes ao produto de

interesse (biodiesel), tais como viscosidade, indice de cetano, entre outros.
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5. CONCLUSOES

O biodiesel (ésteres de acidos graxos), derivado de triglicerideos obtido por
interesterificacdo com dlcoois, tem atraido considerdvel atengdo como combustivel
renovavel, biodegraddvel e ndo-toxico. Muitos processos tém sido desenvolvidos para
producdo de biodiesel, mas a interestrificacdo usando &lcali como catalisador tem
gerado altos niveis de conversdes de triglicerideos em monoésteres em curto tempo de
reagdo. Por essa razdo, este processo tem sido adotado para producio de biodiesel em
muitos paises da Europa e América do Norte.

Recentemente, a interesterificagio enzimatica, empregando a enzima lipase
tornou-se mais atrativa para a producdo de biodiesel, uma vez que o glicerol produzido
como subproduto pode ser facilmente recuperado e a purificagdo dos monoésteres ¢
completa. A maior dificuldade da comercializacdo deste processo ainda € o custo da
producgdo de lipases. O custo de producdo das lipases pode ser reduzido por aplicagdo de
genética molecular produzindo lipases de alta produtividade, seletividade e estabilidade,
bem como pela imobilizagdo das mesmas viabilizando a reutilizagdo seguida em
reacoes.

A otimizagdo da sintese de monoésteres de acidos graxos (biodiesel) por meio de
uma abordagem quantitativa de desempenho de um determinado sistema ¢ uma etapa
essencial para viabilizar a aplicagdo dessa tecnologia em escala industrial. Tomando
como exemplo o que ocorreu com a industria de 6leos e gorduras na década de oitenta,
com a substituicdo do processo de hidrdlise quimica por via enzimatica com aumento de
qualidade e produtividade, a industria do biodiesel deve conhecer e testar as tecnologias
enzimaticas para este processo.

O presente trabalho teve com objetivo principal, estudar o processo de obtengao
de biodiesel por interesterificagdo enzimatica do 6leo de babacu com alcoois de cadeia
curta empregando preparagdes de lipase imobilizada em diferentes suportes.

De acordo com os resultados obtidos, o sistema constituido de 6leo de babagu:
alcool e lipase de pancreas de porco imobilizada em particulas de polisiloxano-alcool
polivinilico apresentou resultados bastante satisfatorios na obten¢do dos monoésters de
acidos graxos, sendo selecionado para um estudo mais detalhado. Essa preparacdo de
lipase obtida experimentalmente forneceu um desempenho bastante similar ao

alcancado para a lipase Lipozyme IM 2°, disponivel comercialmente.
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Adicionalmente o trabalho desenvolvido permitiu obter um conhecimento mais

detalhado do processo enzimatico de produgao de biodiesel, incluindo:

1. Os métodos cromatograficos estabelecidos revelaram ser uma ferramenta
eficiente no monitoramento da rea¢do de interesterificagdo, permitindo a

andlise rapida e precisa da concentragdo dos monoésteres de dcidos graxos.

2. Dentre as preparagdes de lipases disponiveis comercialmente e inicialmente
testadas na interesterificacdo do oleo de babagu, a Novozym 435 foi a que
apresentou melhor desempenho com rendimentos superiores a 50% e tempo
de reagdo de 24h. Para essa especifica preparagdo, o tamanho da cadeia do
alcool ndo influenciou significativamente no processamento da reagdo, sendo

obtidos rendimentos similares para os trés alcoois testados.

3. A Lipozyme IM *° ¢ lipase pancredtica imobilizada em polisiloxano-alcool
polivinilico ~ (POS-PVA)  alcangaram  desempenhos  similares  com
rendimentos globais na faixa de 30-48,5%, dependendo do sistema dleo:
alcool. Os rendimentos mais elevados foram obtidos para o sistema contendo

oleo: butanol.

4. A lipase de Candida rugosa ndo foi eficiente na interesterificagdo do oleo de
babagu para os sistemas Oleo: etanol e o6leo: propanol, possivelmente devido
aos seguintes fatores: tamanho da cadeia, polaridade destes 4&lcoois e
esterosseletividade enzimatica Os sistemas oOleo: dlcoois apresentaram
rendimentos maximos globais na seguinte ordem: Oleo:etanol < dleo

propanol < dleo butanol.

5. Os sistemas imobilizados que forneceram conversdes mais elevadas foram a
Novozym 435 e a LPP-POS.PVA. Os resultados mostram que a formagéo de
biodiesel foi mais rapida pela via quimica com tempo de reacdo inferior a 7 h
e alcangou maior porcentagem de conversdo, quando comparado ao
desempenho dos sistemas imobilizados para todos os alcoois testados. A
formagdo de monoésteres de etila foi de 66,9% em 6 h e a 78°C empregando
NaOH e 50,7% para a Novozyme 435 e 48,5% para o sistema imobilizado
LPP-POS.PVA a 40°C.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para se dar continuidade e complementar os estudos de produgdo de biodiesel

por interesterificacdo enzimatica do oleo de babagu com 4lcoois de cadeia curta

empregando a preparacdo de lipase pancredtica imobilizada, sugere-se:

1.

Otimizar a reacdo de interesterificacio enzimatica por meio de um
planejamento fatorial empregando a lipase pancredtica imobilizada em

particulas de polisiloxano-alcool polivinilico;

Testar outros procedimentos de imobilizacdo de lipase pancredtica para

garantir maior estabilidade térmica da preparacao resultante;

Testar outros Oleos vegetais de baixo custo, como dendé e mamona,
utilizando os mesmos alcoois estudados no presente trabalho com o emprego

de lipase pancredtica imobilizada em POS-PVA

Estudar a etapa de recuperagdo e purificagdo do oleo interesterificado e

caracterizar os pardmetros pertinentes do produto de interesse (biodiesel).
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8. APENDICES

8.1. Experimentos de sintese quimica dos padrdes cromatograficos

8.1 A Proporg¢do dos materiais usados na sintese dos monoésteres de etila

Acido caprilico (C8) com etanol

91

Reagentes Massa molecular Eq N” moles Massa (g) V (mL)
Acido caprilico 14421 1,0 0,069 10,00

SOClL, 119,00 2,0 0,139 16,50 10,12
EtOH 46,07 5,0 0,347 15,97

Acido caprico (C10) com etanol

Reagentes Massa molecular Eq N” moles Massa (g) V (mL)
Acido caprico 172,26 1,0 0,058 10,00

SOCl, 119,00 2,0 0,116 13,82 8,47
EtOH 46,07 5,0 0,290 13,37

Acido laurico (C12) com etanol

Reagentes Massa molecular Eq N” moles Massa (g) V (mL)
Acido laurico 200,31 1,0 0,050 10,00

SOCl, 119,00 2,0 0,100 11,88 7,29
EtOH 46,07 5,0 0,250 11,50

Acido miristico (C14) com etanol

Reagentes Massa molecular Eq N” moles Massa (g) V (mL)
Acido miristico 228,37 1,0 0,044 10,00

SOCl, 119,00 2,0 0,088 10,42 6,39
EtOH 46,07 5,0 0,219 10,09

Acido palmitico (C16) com etanol

Reagentes Massa molecular Eq N” moles Massa (g) V (mL)
Acido palmitico 256,42 1,0 0,039 10,00

SOCL 119,00 2,0 0,078 9,28 5,69
EtOH 46,07 5,0 0,195 8,98

Acido estearico (C18) com etanol

Reagentes Massa molecular Eq N"moles Massa (g) V (mL)
Acido estearico 284,47 1,0 0,035 10,00

SOCl, 119,00 2,0 0,070 8,37 513
EtOH 46,07 5,0 0,176 8,10

Acido oleico (C18:1) com etanol

Reagentes Massa molecular Eq N”moles Massa (g) V (mL)
Acido oleico 282,42 1,0 0,035 10,00

SOCl, 119,00 2,0 0,071 8,43 5,17
EtOH 46,07 5,0 0,177 8,16
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8.1 B. Proporc¢iao dos materiais usados na sintese dos monoésteres de propila

Acido caprilico (C8) com propanol

Reagentes Massa molecular Eq N” moles Massa (g) V (mL)
Acido caprilico 144,21 1,0 0,069 10,00

SOCL 119,00 2,0 0,139 16,51 10,12
PropOH 60,10 5,0 0,347 20,84

Acido caprico (C10) com propanol

Reagentes Massa molecular Eq N” moles Massa (g) V (mL)
Acido céprico 172,26 1,0 0,058 10,00

SOCl, 119,00 2,0 0,116 13,82 8,47
PropOH 60,10 5,0 0,290 17,45

Acido laurico (C12) com propanol

Reagentes Massa molecular Eq N” moles Massa (g) V (mL)
Acido laurico 200,31 1,0 0,050 10,000

SOCl, 119,00 2,0 0,100 11,882 7,29
PropOH 60,10 5,0 0,250 15,002

Acido miristico (C14) com propanol

Reagentes Massa molecular | Eq N" moles |Massa (g) V (mL)
Acido miristico 228,37 1,0 0,044 10,00

SOCL 119,00 2,0 0,088 10,42 6,39
PropOH 60,10 5,0 0,219 13,19

Acido palmitico (C16) com propanol

Reagentes Massa molecular Eq N" moles Massa (g) V (mL)
Acido palmitico 256,42 1,0 0,039 10,00

SOCL, 119,00 2,0 0,078 9,28 5,69
PropOH 60,10 5,0 0,195 11,72

Acido estearico (C18) com propanol

Reagentes Massa molecular Eq N”moles Massa (g) V (mL)
Acido estearico 284,47 1,0 0,035 10,00

SOCL 119,00 2,0 0,070 8,37 5,13
PropOH 60,10 5,0 0,176 10,56

Acido oleico (C18:1) com propanol

Reagentes PM Eq N" moles Massa (g) V (mL)
Acido oleico 282,42 1,0 0,035 10,00

SOCl, 119,00 2,0 0,071 8,43 5,17
PropOH 60,10 5,0 0,177 10,64




Experimentos C: Sintese dos monoésteres de propila

Acido caprilico (C8) com n-butanol
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Reagentes PM Eq N moles Massa (g) V (mL)
Ac. caprilico 144,21 1,0 0,0861 10,00
SOCL 119,00 2,0 0,1722 20,49 12,56
ButOH 74,12 5,0 0,4305 31,91
Acido céprico (C10) com n-butanol
Reagentes PM Eq N” moles Massa (g) V (mL)
Ac. céaprico 172,26 1,0 0,0580 10,00
SOCl, 119,00 2,0 0,1160 13,80 8,46
ButOH 74,12 5,0 0,2900 21,49
Acido miristico (C14) com n-butanol
Reagentes PM Eq N" moles Massa (g) V (mL)
Ac. miristico 228,37 1,0 0,0438 10,00
SOCl, 119,00 2,0 0,0876 10,42 6,39
ButOH 74,12 5,0 0,2185 16,23
Acido palmitico (C16) com n-butanol
Reagentes PM Eq N” moles Massa (g) V (mL)
Ac. Palmitico 256,42 1,0 0,0195 5,00
SOCL 119,00 2,0 0,0384 4,64 2,90
ButOH 74,12 5,0 0,0975 7,23

23,00 1,2 0,0234 0,54
Acido estedrico (C18) com n-butanol
Reagentes PM Eq N" moles Massa (g) V (mL)
Ac. estearico 284,47 1,0 0,0351 10,0
SOClL, 119,00 2,0 0,0702 8,354 5,12
ButOH 74,12 5,0 0,1755 13,01
Acido oleico (C18:1) com n-butanol
Reagentes PM Eq N’ moles Massa (g) V (mL)
Ac. oleico 282,42 1,0 0,0354 10,00
SOCl, 119,00 2,0 0,0708 4,64 5,17
ButOH 74,12 5,0 0,1775 7,23




8.2. Caracterizacio dos monoésteres de acidos graxos por RMN 'H
Experimentos A: Espectros de RMN 'H (CDCI3, o, ppm, 300Hz) dos monoésteres de

etila
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Experimentos B: Espectros de RMN 'H (CDCI3, §, ppm, 300Hz) dos monoésteres de

propila

Espectro: Octanoato de propila - CEPrOH
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Experimentos C: Espectros d¢ RMN 1H (CDCI3, d, ppm, 300Hz) dos monoésteres de

butila

Espectro: Octanoato de butila - C8ButOH
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Espectro: Miristato de butila (C18H3602) C14ButOH
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Experimentos D: Espectros de RMN '"H (CDCE, 9, ppm, 300Hz) simulados no
programa Mestre C dos acidos graxos utilizados na sintese dos monoésteres

Acido octanoico (C8) Acido decanoico (C10)
- H3%Hx x"fﬁh"H.. f'fﬁx"m .-"'-FBH- ::D 3 Ha%h"‘u .-""ﬂz“""m ..-’-'.Eh"\.. .--""-"5“""* o LA -"'dD
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[ 5 [2] 1224 (016 A= 2] dab O
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Acide estearico (C18)

H.C.
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Experimentos E: Espectros de RMN 'H (CDCk, §, ppm, 300Hz) simulados no
programa ACD dos élcoois (etanol, propanol e butanol) utilizados na sintese dos
monoésteres.

Etanol (C2) Propanol (C3)
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8.3. Cromatogramas (A) e curvas de calibracio (B) gerados nas analises dos

monoésteres de etila, propila e butila nos

estabelecidos
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8.4. Experimentos de interesterificacio quimica do 6leo de babagcu com alcoois de
cadeia curta empregando NaOH como catalisador

Materiais: 6,00 gramas de etanol

6,39 gramas de 6leo de babacu
0,16- 0,22-0,30 gramas de NaOH
Sistema fechado, 78-97-117°C, 8 h

Experimento A: Interesterificagdo do 6leo de babagu com etanol (0,16 g de NaOH, 78°C)

Formacao dos monoésteres de etila

Tem
o (L)

C8 C10 Cl12 Cl4 Cl6 Cl18 C18:1
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 26,65 21,06 198,38 61,62 23,06 8,01 67,60
2 34,71 27,82 243,36 74,23 29,14 10,12 90,09
3 24,18 18,98 172,64 51,74 19,49 6,77 69,94
4 3432 27,30 264,55 103,87 34,83 12,10 86,58
5 23,92 19,11 187,46 56,68 20,74 7,21 63,31
6 44,20 35,23 321,23 100,49 36,09 12,53 113,62
7 14,56 11,57 121,55 36,53 12,74 4,42 37,57
8 3,90 2,99 46,67 14,30 2,70 0,94 9,49

Experimento B: Interesterificagdo do 6leo de babagu com propanol (0,22 g de NaOH, 97°C)

Formacéio dos monoésteres de propila

e (g/L)

C8 Cl10 Cl12 Cl4 Cl6 Cl18 Ci18:1
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 17,81 21,84 21541 16,33 21,42 7,44 68,90
2 23,09 21,42 160,33 50,06 17,93 6,23 62,65
3 47,33 43,58 347,88 95,65 36,41 12,65 129,12
4 25,87 21,45 169,78 47,84 18,14 6,30 64,61
5 4,16 4,29 40,04 9,62 3,86 1,34 11,57
6 8,71 481 45,76 10,79 4,25 1,47 13,00
7 19,24 14,43 113,49 31,98 12,35 4,29 4147
8 13,78 8,84 80,47 22,75 9,26 3,22 22,23

Experimento C: Interesterificagdo do 6leo de babagu com butanol (0,30 g de NaOH, 117°C)

Formacio dos monoésteres de butila

Tem
o (g/L)

C8 C10 Cl12 Cl14 Cl6 C18 Cl18:1
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 27,17 23,40 177,97 69,42 24,60 8,55 60,84
2 26,78 23,40 178,75 65,91 24,70 8,58 62,14
3 28,99 25,87 194,48 72,15 27,40 9,52 67,60
4 26,26 2327 177,06 72,93 24,60 8,55 60,71
5 16,90 14,82 111,15 64,09 22,58 7,84 3744
6 26,00 2327 172,25 63,05 2422 8,41 58,89
7 30,94 27,17 198,25 7891 28,66 9,95 71,50
8 25,22 22,10 163,80 76,96 22,96 7,98 52,52
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8.4. Experimentos de interesterificacio enzimatica do 6leo de babacu com alcoois

de cadeia curta empregando Lipozyme IM20

Materiais: 6,00 gramas de alcool (EtOH, PrOH ou ButOH)

6,39 gramas de 6leo de babagu
0,89 gramas de Lipozyme IM*°’

Sistema fechado, 40-50°C, 168 h

Experimento A: Interesterificagio enzimatica do dleo de babagu com etanol empregando

Lipozyme IM*” (40°C)

Formacio dos monoésteres de etila Concentracio

Te('l’l')p 0 (¢/L) EtOH
C8 C10 C12 Cl4 Cl6 C18 C18:1 (g/L)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 147,81
24 3,77 2,86 39,13 19,89 8,39 292 7,80 91,78
48 8,71 5,72 67,21 30,16 11,48 3,99 15,60 75,27
72 11,05 8,06 73,32 40,95 16,31 5,66 16,90 49,27
96 18,33 13,52 95,29 50,83 22,67 7,88 24,18 50,96
120 33,54 2327 139,10 66,43 28,08 9,75 44,85 37,05
144 26,39 22,49 137,15 65,13 28,75 9,99 37,18 22,10
168 26,26 23,01 137,15 63,96 28,66 9,95 41,34 10,01

Experimento B: Interesterificagdo enzimatica do 6leo de babagu com propanol empregando
Lipozyme IM*’ (40°C)

Tempo Formacao dos monoésteres de propila Concentracio
(h) (g/L) de PrOH
C8 C10 C12 Cl4 Cl16 C18 C18:1 (g/L)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 120,90
24 22,62 14,69 84,11 50,05 23,74 8,24 24,83 80,86
48 26,13 1937 112,58 5343 2431 8,45 30,16 80,47
72 26,52 19,89 144,69 59,93 24,60 8,55 35,36 80,08
96 27,04 20,28 131,04 57,72 24,70 8,58 38,09 67,08
120 26,26 20,15 14846 57,85 24,60 8,55 40,30 78,39
144 2795 21,58 157,95 61,88 25,95 9,02 4485 4498
168 25,09 1924 142,74 56,03 23,35 8,11 41,60 58,24

Experimento C: Interesterificagdo enzimatica do 6leo de babagu com butanol empregando
Lipozyme IM*’ (50°C)

Tempo Formacao dos monoésteres de butila Concentracao
(h) (g/L) de ButOH
C8 C10 Cl12 Cl4 Cl16 C18 C18:1 (g/L)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 313,43
24 31,46 24,83 131,17 73,71 30,97 10,76 24,00 219,70
48 30,16 24,57 142,48 72,93 30,01 10,42 40,69 200,46
72 29,51 24,18 152,75 65,39 28,95 10,05 41,34 149,63
96 31,46 26,00 171,86 72,02 31,26 10,86 48,62 132,73
120 31,98 2691 181,61 73,97 31,45 10,93 50,96 125,32
144 32,37 27,56 189,80 75,27 31,94 11,09 52,26 132,73
168 30,55 25,61 179,53  61.29 35,02 12,17 51,35 147,68
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8.5. Experimentos de interesterificacio enzimatica do d6leo de babacu com alcool

empregando Novozym 435

Materiais: 6,00 gramas de alcool (EtOH, PrOH ou ButOH)
6,39 gramas de 6leo de babacu
0,60 gramas de Novozym 435
Sistema fechado, 40-50°C, 96 h

Experimento A: Interesterificagdo enzimatica do o6leo de babacu com etanol empregando

Novozym 435 (40°C)

Formacio dos monoésteres de etila Concentracio
Te(';')p 0 (¢/L) de EtOH

C8 C10 C12 Cl4 Cle6 Ci18 C18:1 (g/L)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 96,98
24 33,48 26,65 236,21 71,76 25,09 8,71 95,55 75,66
48 31,20 2490 222,11 66,24 23,69 8,23 88,40 50,38
72 29,97 2405 20839 61,95 22,43 7,79 74,95 31,14
96 27,56 22,17 200,85 59,35 21,27 7,39 74,82 9,49

Experimento B: Interesterificacdo enzimatica do 6leo de babagu com propanol empregando

Novozym 435 (40°C)

Tempo Formacio dos monoésteres de propila Concentracio
(h) (g/L) de PrOH
C8 C10 C12 Cl4 Cl6 CI18 C18:1 (g/L)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 110,70

24 43,68 3835 22744 93,34 37,68 13,09 85,93 76,51

48 29,90 2639 21145 65,59 25,57 8,88 72,74 65,59

72 30,62 2594 19721 61,04 24,02 8,35 69,62 56,42

96 28,54 23,47 178,82 60,71 24,02 8,35 53,95 30,36

Experimento C: Interesterificacdo enzimatica do 6leo de babagu com butanol empregando

Novozym 435 (50°C)

Tempo Formacio dos monoésteres de butila Concentracio

(h) (g/L) de ButOH
C8 C10 Cl12 Cl4 Cl6 CI18 C18:1 (g/L)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 253,44
24 33,09 29,64 216,06 10524 33,00 11,46 70,01 140,34
48 31,92 28,21 211,45 99,84 31,07 10,79 66,11 142,74
72 31,01 2834 20943 90,94 28,90 10,04 60,06 124,80
96 26,78 24,44 181,81 72,93 32,85 11,41 60,00 101,92
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8.6. Experimentos de interesterificacio enzimatica de oleo de babacu com alcool
empregando lipase Pancreatica (LPP) imobilizada em POS-PVA

8.6.1 Imobilizacio da lipase pancreatica em suporte hibrido (POS-PVA)

O composto hibrido de polisiloxano-alcool polivinilico foi inicialmente sintetizado
conforme metodologia descrita por BRUNO et al. (2004), pela mistura de SmL de tetraetil
ortosilicato (TEOS), SmL de etanol e 6mL de uma solugdo de alcool polivinilico (PVA) 2%
(p/v). Essa mistura foi aquecida a 60° C, sob agitagdo, com adi¢do de duas a trés gotas de HCI
concentrado. Apos um periodo de incubagdo de 40 min, a preparacdo foi mantida a 25 °C por 48
h até a completa solidificacdo (formagdo da rede de interpenetrada de polisiloxano e alcool
polivinilico — POS-PVA). O composto foi entdo triturado até a obtencdo de particulas com
60um de didmetro. Em seguida, o suporte foi embebido em solugdo de glutaraldeido 2,5% (v/v),
na propor¢do de 1:10 sendo mantido sobre a placa de agitagdo por 1 h. Apos este periodo, o
suporte foi lavado exaustivamente com agua destilada e solucdo tampao de pH 8,0 sendo levado
a estufa (60°C) por 24 h. O suporte ativado foi embebido em hexano (1:10), sendo mantido sob
agitacdo durante duas horas. Apds este periodo adicionou-se a lipase numa razdo massica
enzima: suporte de 1:4. Polietilenoglicol (PEG-1500) foi adicionado com estabilizante da
enzima. O sistema foi mantido sob agitacdo até a completa evaporacdo do hexano. A
recuperagdo de atividade lipolitica no suporte foi praticamente total da ordem 96,71 +2,68 % e o

sistema imobilizado apresentou as seguintes caracteristicas bioquimicas e cinéticas:

Propriedades cataliticas
pH otimo 8,0
Temperatura 6tima (°C) 45
kq (45°C) 0,79
Tempo de meia-vida 45°C (h) 0,88
K., (mM) 391,25
Ve (U/Mg) 684,20




8.6.2.Condicdes reacionais

Materiais: 6,00 gramas de alcool (EtOH, PrOH ou ButOH)
6,39 gramas de 6leo de babagu
2,50 gramas de LPP-POS.PVA com 6% H,0
Sistema fechado, 40-50°C, 120 h
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Experimento A: Interesterificacdo enzimatica do 6leo de babacu com etanol empregando LPP-

POS-PVA (40°C)

Formacio dos monoésteres de etila Concentracio
Te(’l‘:)p 0 (¢/L) de EtOH

C8 C10 C12 Cl4 C16 C18 C18:1 (g/L)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 79,04
24 18,20 12,61 90,48 39,65 11,58 4,02 16,12 79,56
48 24,44 17,81 118,82 45,63 13,80 4,79 19,24 93,73
72 23,01 19,63 140,14 50,70 21,61 7,51 31,07 66,17
96 20,02 14,95 110,11 52,39 12,83 4,46 32,24 10,66
120 26,91 20,15 131,30 45,63 16,79 5,83 45,50 8,19

Experimento B: Interesterificacdo enzimatica do 6leo de babagu com propanol empregando
LPP-POS-PVA (40°C)

Tempo Formacio dos monoésteres de propila Concentracio

(h) (g/L) de PrOH
C8 C10 C12 Cl4 Cl6 CI18 C18:1 (g/L)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 92,82
24 18,20 15,86 90,22 52,13 15,15 5,26 2041 79,17
48 2431 19,11 124,02 48,88 20,94 7,27 39,91 62,53
72 29,64 23,14 13585 48,10 18,72 6,50 41,08 62,01
96 31,46 26,26 180,70 57,72 23,06 8,01 68,38 50,18
120 29,90 23779 164,45 60,58 2547 8,85 52,91 4433

Experimento C: Interesterificacdo enzimatica do 6leo de babagu com butanol empregando
LPP-POS-PVA (50°C)

Tempo Formacio dos monoésteres de butila Concentracio

(h) (g/L) de ButOH
C8 C10 C12 Cl4 Cl6 C18 C18:1 (g/L)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 307,19
24 25,81 21,52 142,87 74,95 29,43 10,22 44,14 168,42
48 30,10 23,79 145,80 79,04 45,49 15,80 46,28 162,63
72 30,68 26,20 166,79 101,21 31,98 11,11 46,28 135,85
96 29,25 2431 123,89 78,39 30,92 10,74 31,27 118,63
120 3491 30,10 195,46 79,95 33,72 11,71 68,64 116,42
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8.7. Experimentos de interesterificacio enzimatica de oleo de babacu com alcool
empregando lipase de Candida rugosa (LCR) imobilizada em POS-PVA

Materiais: 6,00 gramas de alcool (EtOH, PrOH ou ButOH)

6,39 gramas de 6leo de babagu
2,94 gramas de LCR-POS-PVA com 21,31%H,0
Sistema fechado, 40-50°C, 120 h

Experimento A: Interesterificagdo enzimadtica do 6leo de babagu com etanol empregando LCR-

POS.PVA (40°C)

Formacio dos monoésteres de etila Concentracio
Te(’l‘:)p 0 (¢/L) de EtOH

C8 C10 C12 Cl4 C16 C18 C18:1 (g/L)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 80,21
24 0,13 0,00 0,39 0,00 0,00 0,00 0,00 31,46
48 2,80 2,15 12,09 4,36 0,58 0,20 0,00 23,79
72 1,95 1,43 6,11 2,28 0,43 0,15 0,00 17,81
96 2,60 1,82 10,21 3,97 0,53 0,18 0,00 18,98
120 0,98 0,78 9,82 423 0,43 0,15 0,00 17,68

Experimento B: Interesterificacdo enzimatica do 6leo de babagu com propanol empregando
LCR-POS-PVA (40°C)

Tempo Formacio dos monoésteres de propila Concentracio

(h) (g/L) de PrOH
C8 C10 C12 Cl14 Cl6 CI18 C18:1 (g/L)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 105,56
24 5,46 2,93 24,90 2,67 1,54 0,54 4,10 85,15
48 11,83 5,92 52,85 7,22 2,65 0,92 4,10 67,54
72 15,02 7,61 68,45 8,39 4,15 1,44 4,03 76,31
96 18,72 40,50 78,52 10,99 5,50 1,91 14,76 54,86
120 22,04 1320 110,70 14,50 6,51 2,26 12,16 58,76

Experimento C: Interesterificacdo enzimatica do 6leo de babagu com butanol empregando
LCR-POS-PVA (50°C)

Tempo Formacao dos monoésteres de butila Concentracio

(h) (g/L) de ButOH
C8 C10 C12 Cl4 Cl6 Ci18 C18:1 (g/L)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 306,41
24 12,29 86,32 17,55 9,07 3,15 26,33 253,63
48 19,24 135,79 29,25 15,10 5,25 45,18 203,71
72 27,04 192,66 48,36 22,43 7,79 67,67 209,17
96 26,78 189,02 47,06 22,09 7,68 66,43 226,46
120 26,98 191,10 43,94 21,81 7,57 65,72 201,24
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8.8. Experimentos de interesterificacio enzimatica de oleo de babacu com alcool
empregando lipase Candida rugosa (LCR) imobilizada em LCR-Nb,0s.nH,0

Materiais: 6,00 gramas de alcool (EtOH, PrOH ou ButOH)
6,39 gramas de 6leo de babagu
1,50 gramas de LCR-Nb,Os.nH,0 com 10% H,O
Sistema fechado, 40-50°C, 120 h

Experimento A: Interesterificagdo enzimatica do 6leo de babagu com etanol empregando LCR-

Nb,05.nH,0 (40°C)
Formacio dos monoésteres de etila Concentracio
Te(’l‘:)p 0 (¢/L) de EtOH

C8 C10 C12 Cl4 C16 C18 C18:1 (g/L)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 80,60

24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 73,58

48 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 46,15

72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4225

96 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 41,08
120 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 38,22

Experimento B: Interesterificagio enzimatica do 6leo de babacu com propanol empregando

LCR-Nb,O5.nH,0 (40°C)
Tempo Formacio dos monoésteres de propila Concentracio
(h) (g/L) de PrOH
C8 C10 C12 Cl14 Cl6 CI18 C18:1 (g/L)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 103,61
24 3,77 1,56 8,84 1,56 0,96 0,34 0,65 86,84
48 3,77 2,34 21,58 2,08 1,16 0,40 0,65 78,91
72 2,301 4,42 31,07 5,85 2,61 0,90 0,65 89,57
96 1,040 3,90 24,57 2,86 1,54 0,54 0,65 86,71
120 1,066 3,51 31,33 3,12 1,16 0,40 0,65 84,63

Experimento C: Interesterificacdo enzimatica do o6leo de babagu com butanol empregando
LCR-Nb,05.nH,0 (50°C)

Tempo Formacio dos monoésteres de butila Concentracio

(h) (g/L) de ButOH
C10 C12 Cl4 Cl16 Ci18 C18:1 (g/L)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 190,94
24 25,07 180,16 36,16 19,48 6,77 40,80 157,01
48 31,27 213,64 44,92 23,29 7,69 50,94 153,66
72 30,49 208,23 4391 22,54 7,83 47,68 144,11
96 30,44 214,71 4422 22,44 7,80 46,65 126,52
120 30,40 213,95 4742 22,13 8,09 46,26 100,75




