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RESUMO

A enzima callera Trans L é utilizada como biocatalisador para a producdo de
biodiesel metilico a partir do 6leo de palma (Elaeis guineensis). A razdo molar
alcool/dleo utilizada foi de (6:1) e (7:1) e a concentracdo de catalisador foi de 1% em
relacdo a massa de 6leo. Foram mantidos fixas a agitacao (600 rpm), a temperatura
de (35 °C) e razdo de agua de (3% m/m) em relacdo a massa de 6leo. A melhor
condicdo encontrada foi a com razao molar &lcool/éleo de (6:1). A conversdo em
massa do processo foi de 90 % e teor de éster de 97 %. A reacdo com razao molar
de (7:1) alcool/dleo teve rendimento de 84% e teor de éster de 59%, esta ultima,
devido a provavel inibicdo do biocatalisador pelo alcool. Na reacdo com proporcéo
(6:1) os valores determinados para os parametros fisico-quimicos do biodiesel
metilico de palma encontraram-se dentro dos limites a estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustivel — ANP, com excecao do teor de

agua e indice de acidez.

PALAVRAS-CHAVE: Transesterificagdo. Enzima. Biodiesel
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1 INTRODUCAO

Atualmente o petroleo é a principal fonte de energia utilizada no mundo, porém,
a busca por combustiveis alternativos tem crescido nos ultimos anos, uma vez que
0s combustiveis fosseis sdo 0s principais responsaveis pelas emissfes de gases
poluentes (MAGALHAES, 2010). Ha uma motivacéo crescente em diversos centros
de pesquisas para a producdo e aperfeicoamento dessas fontes de energia
alternativa e de baixo impacto ambiental. Entre os combustiveis alternativos destaca-
se 0 biodiesel, que sdo ésteres de &cidos graxos, produzido a partir de fontes
renovaveis, tais como os 6leos vegetais ou gorduras animais, através do processo
de transesterificacdo com um &alcool podendo a reacdo ser catalisada por alcalis,
acidos ou enzimas (KNOTHE et al.,2006)

O biodiesel € um combustivel renovavel e biodegradavel, apresentando
diversas vantagens em relacao ao diesel de petréleo como, por exemplo: a reducao
da poluicdo do ar, uma vez que o carbono presente no Oleo ou gordura €
proveniente principalmente do diéxido de carbono contido no ar, a reducdo dos
derramamentos de 6leo e da geracdo de residuos toxicos, e a diminuicdo da
necessidade de importacao de petréleo (VAN GERPEN, 2005).

O biodiesel é um combustivel ambientalmente limpo quando comparado ao
diesel de petrdleo, pois 0 mesmo reduz as emissdes dos gases poluentes, além de
ser biodegradavel e atéxico, uma vez que esta livre de compostos sulfurados e
aromaticos (BENEVIDES, 2011).

A transesterificacdo enzimatica € um processo promissor para a producédo de
biodiesel. Entre as inlUmeras vantagens, destaca-se o uso de temperaturas brandas
para o processo e o catalisador ser considerado biodegradavel, em substituicdo aos

alcalinos e acidos.

As enzimas, mais especificamente as lipases, podem ser utilizadas como
catalisadores nas reacdes de transesterificacdo de triglicerideos (MAGALHAES,
2010).
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O dendé estd entre as espécies com maior potencial para producdo de
biodiesel, considerando a alta produtividade de 6leo e densidade energética. Além
de ser uma fonte de energia alternativa renovavel e uma opgdo ao diesel de
petréleo, o 6leo de palma apresenta diversas vantagens de potencialidade social,

econdmica e ecologica na matriz energética brasileira (MATOS, 2009).

Um dos principais aspectos na selecao da matéria-prima para producao de um
combustivel alternativo é o seu balanco energético. Em pesquisa realizada na
Malasia, o balanco energético € positivo com 3,53 unidades geradas para a cultura
da palma, contra apenas 1,44 obtido a partir do cultivo do 6leo de colza (YEE et

al.,2009)

Logo, neste trabalho serd investigado o desempenho de uma lipase na
producdo de biodiesel a partir do 6leo de palma refinado, determinando o teor de
ésteres dos combustiveis produzidos, assim como algumas de suas propriedades

fisico-quimicas.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral:

o Producéo de biodiesel a partir 6leo de palma refinado utilizando

catalise enzimética.

2.2 Objetivos especificos:

. Caracterizacdo basica da matéria-prima lipidica (6leo de palma
refinado);

o Reproduzir a condicdo 6tima encontrada na literatura;

o Verificar a acao do catalisador (enzima) aumentando-se a razao molar
alcool:dleo.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Histoérico

Rudolf Diesel (1858-1913) foi o primeiro a utilizar os 6leos vegetais como
combustivel em motores do ciclo diesel tendo testado, em 1900, o desempenho de
Oleo de amendoim nestes motores. Entre as décadas de 1930 e 1940, os dleos
vegetais foram utilizados em motores a diesel em situacbes de emergéncia (MA e
HANNA, 1999).

Em razdo da constante alta dos precos do barril de petréleo, aliada a questdes
ambientais, o elevado consumo de combustiveis fosseis e a diminuicdo das reservas
de petréleo, muitos paises estdo procurando diminuir a dependéncia sobre os
combustiveis fosseis, pela producdo de biocombustiveis empregando  dleos
vegetais, tais como os Oleos de coco, palma, canola, soja, macauba e o pinhdo
manso, como matéria-prima (BRUNSCHWING; MOUSSAVOU; BLIN, 2012).
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Por outra parte, os Oleos vegetais apresentam dificuldades para se obter uma
boa combustéo, atribuidas a sua elevada viscosidade, que impede uma adequada
injecdo direta nos motores. O dleo vegetal deixa depositos de carbono nos cilindros
e nos injetores, requerendo manutencao constante (KNOTHE, 2001). A pesquisa
realizada para resolver esses problemas conduziu a aplicacdo da transesterificacéo,
técnica ja conhecida desde 1853 muitos anos antes do primeiro motor a diesel
tornar-se funcional, na quebra da molécula do 6leo, com a separacdo da glicerina e
a recombinacdo dos &cidos graxos com alcool (MYBIODIESEL, 2008). Este
tratamento permitiu superar as dificuldades com a combustdo. Verifica-se que a
patente belga 422.877 concedida a G. Chavanne (da Universidade de Bruxelas), em
1937, constitui o primeiro relatério sobre o que é hoje conhecido como biodiesel
(KNOTHE, 2001).

Do ponto de vista quimico, o produto da reacdo do 6leo com o alcool é um
éster monoalquilico, cuja molécula apresenta muita semelhanca com as moléculas
dos derivados do petréleo. O rendimento térmico do novo combustivel é de 95% em
relacdo ao do diesel de petroleo, ou seja, do ponto de vista pratico, em termos de
rendimento térmico, a diferenca é pequena (KNOTHE, 2001).

A trajetéria do biodiesel no Brasil comecou com iniciativas do Instituto Nacional
de Tecnologia na década de 1920. No entanto, somente no final da década de 1970,
em meio a crise energética internacional, foi criado o Plano de Producdo de Oleos
Vegetais para Fins Energéticos (Pro-6leo) (LAGARES, 2012). Em 1980, o Pro-6leo
passou a ser denominado Programa Nacional de Oleos Vegetais para Fins
Energéticos, cujo objetivo era promover a substituicdo de até 30% de Oleo diesel
com Oleos vegetais produzidos a partir de soja, amendoim, colza e girassol.
Entretanto, o sucesso do Proalcool — que acabou sendo um competidor do Pro-6leo
— a estabilizacdo dos precos do petrdleo, ja na década de 1980, e, mormente, o alto
custo de esmagamento das oleaginosas e de producdo do biocombustivel

impediram a expansao e consolidacao do Pro-6leo (LAGARES, 2012).

Em 1981, quatro décadas apés a primeira patente que descrevia a producao de
biodiesel por transesterificagdo, surgiram duas patentes brasileiras que descreviam,
basicamente, o mesmo processo. As duas patentes intituladas “Processo de

producdo de um combustivel sucedaneo de dleo tipo diesel” e “Processo de
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producdo de combustiveis a partir de frutos ou sementes oleaginosas” pertenciam
ao Dr. Expedito José de S& Parente (LOURENCO, 2009).

No Brasil Em 2005, foi lancado o Programa Nacional de Producdo e Uso do
Biodiesel (PNPB). A partir de entdo, o Estado passou a ter metas de uso de
biodiesel na matriz energética nacional. De 2005 a 2007, a adi¢cao de dois por cento
(2%) de biodiesel ao diesel fossil era autorizativa, evoluindo para ser obrigatoria, no
mesmo percentual (2%), de 2008 a 2012. Novas atribuicbes relativas aos
biocombustiveis foram atribuidas ao Conselho Nacional de Politica Energética e a
ANP, que passou a ser denominada “Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis” (LAGARES, 2012)

Desde 1° de novembro de 2014, o 6leo diesel comercializado em todo o Brasil
contém 7% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pelo Conselho Nacional de
Politica Energética (CNPE), que aumentou de 5% para 7% o percentual obrigatério
de mistura de biodiesel ao 6leo diesel. A continua elevacao do percentual de adicao
de biodiesel ao diesel demonstra o sucesso do Programa Nacional de Producéo e
Uso do Biodiesel e da experiéncia acumulada pelo Brasil na producédo e no uso em

larga escala de biocombustiveis. (ANP, 2014).
3.2 Biodiesel

O biodiesel é definido como uma mistura de alquil ésteres de &cidos
carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da transesterificacdo e
ou/esterificacdo de matérias graxas, de gorduras de origem vegetal ou animal, e que
atenda a especificacdo contida no Regulamento Técnico n° 4/2012 da ANP (Agéncia
Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biodiesel);

Mundialmente passou-se a adotar uma nomenclatura bastante apropriada para
identificar a concentracdo do Biodiesel na mistura. E o Biodiesel Bxx, onde XX é a
percentagem em volume do Biodiesel na mistura (com diesel de petréleo) . Por
exemplo, o B2, Bs, B2o e Bioo S&0 combustiveis com uma concentracdo de 2%, 5%,
20% e 100% de Biodiesel, respectivamente (BIODIESELBR, 2015). A experiéncia de
utilizagéo do biodiesel no mercado de combustiveis tem se dado em quatro niveis de

concentragao:

- Puro (B1oo)
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- Misturas (B2o— Bazo)

- Aditivo (Bs)

- Aditivo de lubricidade (B2)

3.3 Triglicerideos

Os triglicerideos, também conhecidos como triacilgliceréis, sdo os principais
constituintes dos 6leos vegetais e gorduras animais. Eles sdo ésteres de acidos
graxos formados a partir da reacdo de esterificagdo, onde uma molécula de glicerol
reage com trés moléculas de acidos graxos. A molécula do glicerol é constituida por
trés atomos de carbono, ao qual estdo ligados trés grupos hidroxilas (-OH) sendo,
portanto, um tridlcool. Os A&cidos graxos sao acidos carboxilicos (possuem o
grupamento -COOH), podendo ser saturados ou insaturados (MAGALHAES, 2010).
As Tabelas 1 e 2 ilustram a férmula molecular de alguns acidos graxos e a

composicao de varios 6leos vegetais, respectivamente:
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Tabela 1. Estrutura quimica dos acidos graxos.

Acido graxo Formula molecular

Butirico (C4:0) CHs(CH2)2COOH

Caprilico (C8:0) CHs3(CH2)sCOOH

Laurico (C12:0) CH3(CH2)10COOH

Miristico (C14:0) CH3(CH2)12COOH

Palmitico (C16:0) CH3(CH2)14COOH

Estearico (C18:0) CHs3(CH2)16COOH

Oleico (C18:1) CH3(CHz)7CH=CH(CH2)7COOH

Linoleico (C18:2) CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH

Linolénico (C18:3)  CHsCH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH

Fonte: Magalhaes, 2010

Tabela 2. Composicéo dos Oleos vegetais.

Oleo Composicéao de acido graxo(% por peso)
Oleo 12.0 140 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Algodao - 0,8-15 22-24 2,6-5 19 50-52,5 -

Babagu 44-45 15-17 5,8-9 2,5-55 12-16 1,4-3 -

Coco 44-51 13-185 7,7-10,5 1-3 5-8,2 1-2,6 -
Dendé - 0,6-2,4 32-46,3 4-6,3 37-53 6-12 -
Girassol - - 3,5-65 1,356 14-43 44-68,7 -
Soja - - 2,3-11 2,4-6 22-30,8 49-68,7 2-10,5

Fonte: Magalhaes, 2010

3.4 Matérias-primas lipidicas para a producéao de biodiesel

O biodiesel pode ser produzido a partir de diversas matérias-primas como 6leo
de dendé, babacu, milho, girassol, soja, canola, colza, amendoim, mamona, 6leos e
gorduras residuais resultantes de processos domésticos, comerciais e industriais,

etc. Com sua extensdo territorial e variedade climatica, o Brasil apresenta um



20

enorme potencial para a producédo de diferentes espécies oleaginosas que podem
ser utilizadas na sintese do biodiesel, segundo a tabela 3 (MARTINS, 2006).

Tabela 3. Oleaginosas disponiveis no territdrio nacional para a producéo de
biodiesel

e —

Regiao Oleos vegetais disponiveis

Norte Dendé, babacu e soja

Nordeste Babacu, soja, mamona, dendé, algod&o e coco.
Centro-oeste Soja, mamona, algodao, girassol, dendé, nabo forrageiro.
sudeste Soja, mamona, algodao e girassol

Sul Soja, canola, girassol, algodéo, nabo forrageiro

Fonte: Kucek, 2004.

A viabilidade de cada oleaginosa dependera da sua competitividade técnica,
econdbmica e socioambiental, além de aspectos como teor em 0leo, produtividade
por unidade de &rea, adequacao a diferentes sistemas produtivos, sazonalidade e
demais aspectos relacionados com o ciclo de vida da planta (RAMOS, 2003).

Neste contexto, o dendezeiro merece atencao especial, pois apresenta 0 maior
rendimento em Oleo por area plantada - 5.000 kg de 6leo por hectare por ano. Além
disso, o dendé é uma cultura perene, com safras anuais que dispensam o replantio.
Além do maior potencial de producéo por hectare e ampla possibilidade de cultivo, a
composicdo quimica do 6leo de dendé permite a producdo de um biodiesel com
propriedades fisicas e combustiveis semelhantes as propriedades do Oleo diesel
(KNOTHE, 2005).

O acido graxo mais abundante no Oleo de dendé é o acido palmitico
(aproximadamente 38%), seguido do acido oleico (aproximadamente 45 %). O 6leo
de dendé praticamente ndo possui acido linolénico. A Figura 1 mostra a similaridade
entre as estruturas do n-hexadecano (cetano), componente referéncia para o 6leo
diesel mineral, e o palmitato de etila, componente referéncia para o biodiesel
(KNOTHE, 2005).
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Hexadecano (cetano)
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| Palmitato de metila

Figura 1. Representacdo estrutural do n-hexadecano e do palmitato de metila.
Adaptado de (KNOTHE, 2005)

Essa semelhanca estrutural implica em boas propriedades combustiveis dos
ésteres monoalquilicos do 6leo de dendé. Auséncia de acido linolénico garante ao
biodiesel de 6leo de dendé boa estabilidade oxidativa e, assim, boa estabilidade na
estocagem (KNOTHE,2005).

3.5 Palma (elaeis guineensis)

A palma (Elaeis guineensis), popularmente chamada de dendé, é de origem
africana tendo como centro especifico de origem, a regido do Golfo da Guiné.
Introduzida na Bahia no final do século XVI, posteriormente levada a regido

amazoOnica, onde predominam as maiores areas cultivadas (VENTURIERI, 2009)

O dendezeiro (Figura 2a) é uma planta oleaginosa com até 15 m de altura, de
ciclo perene, monocotiledénea e pertencente a familia das Arecaceae (FERWERDA,
1975). Por ser cultura perene de ciclo longo e de cultivo manual apresenta alta
contribuicdo para o desenvolvimento social com a geracdo de empregos (PADUA,
2012). Com até 5 cm de comprimento e peso oscilando entre 3 e 30 g, o fruto do
dendezeiro figura 2b é classificado como drupa do tipo séssil e elipsado, tendo sua
espessura de endocarpo expressa por um gene especifico, que classifica o fruto
como Psifera, Dura e Tenera (BARCELOS et al., 2000; SAMBANTHAMURTHI et al.,
2000). Segundo Portela (2007), trés variedades de dendé sao reportadas na
literatura, classificadas de acordo com a espessura do endocarpo: Psifera, com fruto
marcante pela auséncia de casca protetora da améndoa; Dura, que apresenta casca
com pelo menos 2 mm de espessura; e Tenera, com espessura da casca inferior a 2

mm, resultante do intercruzamento das variedades anteriores.
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Figura 2. (a) dedenzeiro.(b) Dendé fruto

Fontes(http://www.agenciapara.com.br/noticia.asp?id_ver=114434. Acessado
em 22/11/2015, 10:15

http://ruralpecuaria.com.br/tecnologia-e-manejo/biodiesel/embrapa-dende-
fonte-de-oleo-para-biodiesel.htm]) .Acessado em 22/11/2015, 10:30

Segundo MAPA (2011), o mesocarpo contém em torno de 20-22% de Oleo
(palma) enquanto que a améndoa pode alcancar um teor de até 55% de Oleo
(palmiste). Isto comprova a superioridade em relagéo ao teor na cultura da soja em
diversas linhagens, que varia entre 16 e 20%, confirmando um alto potencial para
producéo de biodiesel (BARBOSA et al., 2007; ESPINDOLA et al., 2008).

3.6 Tecnologias para a transformacéo de 6leos vegetais

Atualmente, o interesse em tecnologias envolvendo a transformacgéo dos 6leos
vegetais e gordura animal em compostos com alto valor agregado tem aumentado,
podendo-se citar os processos de transesterificacdo, pirélise, hidroesterificacéo, e
microemulsédo. O processo de transesterificacdo € o mais utilizado na producao do
biodiesel.

3.6.1 Microemulséo

De acordo com Ma e Hanna (1999), as microemulsdes sao dispersdes

coloidais em equilibrio, constituidas por microestruturas fluidas e  opticamente


http://www.agenciapara.com.br/noticia.asp?id_ver=114434
http://ruralpecuaria.com.br/tecnologia-e-manejo/biodiesel/embrapa-dende-fonte-de-oleo-para-biodiesel.html
http://ruralpecuaria.com.br/tecnologia-e-manejo/biodiesel/embrapa-dende-fonte-de-oleo-para-biodiesel.html
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isotropicas de dimensfes nanométricas. Elas sdo formadas espontaneamente por
dois liquidos normalmente imisciveis e por um ou mais compostos anfipaticos
(moléculas com natureza hidrofilica e hidrofébica) ibnicos ou ndo idnicos. Apos
testes em motores, alguns estudos reportaram a existéncia de problemas como
depdsito de carbono, contaminacdo do Oleo lubrificante, e combustdo incompleta,
promovendo assim, a inviabilidade da microemulsdo para a obtencdo de

biocombustivel.

3.6.2 Craqueamento

A pirélise ou craqueamento térmico € o processo de ruptura de ligacbes
guimicas de uma substancia através da acdo do calor, na auséncia de ar ou
oxigénio, podendo ou nao utilizar um catalisador. Este processo normalmente nao é
utilizado na obtencdo de biocombustivel, uma vez que os produtos obtidos através
deste, sdo quimicamente similares aos derivados de petrdleo (gasolina e 0Oleo
diesel), contendo quantidade significativa de compostos aromaticos além do alto
custo dos equipamentos (MA e HANNA, 1999).

3.6.3 Reacao de transesterificacao

A transesterificacdo é um processo de troca de grupos acila entre moléculas de
ésteres e acidos (aciddlise), entre ésteres e outros ésteres (interesterificacdo) ou
entre ésteres e alcoois (alcoolise) (PINTO et al.,, 2005). A alcoodlise dos
triacilglicerideos € necessaria para reduzir a viscosidade do Oleo, aumentar a
volatilidade e a combustdo dos ésteres, 0 que garante sua utilizagdo em motores de
ignicdo a diesel sem a necessidade de qualquer modificagdo (FUKUDA et al., 2001).
Na transesterificagdo de diferentes Oleos e gorduras, triacilglicerideos reagem com
moléculas de alcool de cadeia curta, geralmente metanol ou etanol, e produzem
esteres e glicerina (Figura 3). Essa reacdo pode ser catalisada por diferentes tipos
de catalisadores, a saber: catalisadores homogéneos (acidos ou bases fortes) ou

heterogéneos (quimicos ou bioquimicos) (SCHUCHARDT ,1998).
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O ROOC—Rx
0—C—R, + 3ROH — > HO/\I/\OH +  ROOC—R,
O OH
I ) ROOC—R;
0—C—R; Alcool Glicerol

Esteres de

Triglicerideos dcidos graxos

Figura 3: Equacéo geral da transesterificacdo de triacilglicerol com alcool. (Rx, Rze
Rs representam grupos alquilas). Adaptado de (MARCHETTI, 2007)

A reacéo de transesterificacdo acorre numa sequéncia consecutiva e reversivel
de trés etapas reacionais (Figura 4). A primeira etapa envolve a formacdo de
diacilglicerideos a partir dos triacilglicerideos. Na segunda, os diacilglicerideos séo
convertidos em monoacilglicerideos e na ultima, esses sdo convertidos em glicerina.
Em todas essas etapas séo produzidos ésteres de cadeia carbbnica longa. Embora
a relacdo estequiométrica da reacdo seja de 1:3 (6leo e alcool), normalmente é
empregado um excesso de alcool para favorecer a formacdo do produto final e

facilitar a recuperacgéo da glicerina (MARCHETTI et al.,2007).

Triacilglicerideos (TG) + RR”OH <4—» Diglicerideos (DG) + R’'COOR,
Diglicerideos (DG) + R'OH -« Monoglicerideos (MG) + R'"COOR,;
Monoglicerideos (MG) + R'OH  «—» Glicerina (GL) + R’COOR;

Figura 4. Esquema da reacao de transesterificacdo. Adaptado de (MARCHETTI,
2007)

A transesterificacado quimica catalisada por bases ou acidos fortes destaca-se pelo

elevado rendimento reacional, cerca de 99% em curto intervalo de tempo.

3.6.3.1 Transesterificacéo basica

Os catalisadores quimicos, principalmente soda caustica ou outras bases

fortes, tornaram-se dominantes na industria de biodiesel devido aos seus baixos
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custos e rapidez do processo. Apesar da excelente produtividade, a producao de
biodiesel por essa rota é limitada pela qualidade da matéria prima e pelas etapas de
purificagéo do produto (FUKADA et al., 2001).

O processo de transesterificacdo alcalina requer matérias-primas de alta
qualidade, uma vez que os &acidos graxos livres, fosfatideos e agua reduzem o
rendimento da reacdo e comprometem a purificacdo do produto (SUAREZ et al.,
2009).

A presenca de agua altera o equilibrio quimico reacional, favorecendo reacfes
de hidrélise dos ésteres presentes e dos glicerideos, formando acidos graxos livres.
Os acidos graxos livres e os fosfatideos reagem rapidamente com catalisadores
basicos tradicionais, levando a formacédo de sabdes e ao consumo de parte do
catalisador. Sendo assim, somente 0leos que contém no maximo 0,5% de acidos
graxos livres e alcoois anidros podem ser utilizados como matérias-primas na
transesterificacdo alcalina. Esse requerimento limita a utilizacdo de matérias-primas

de baixo custo, como o0s 0Oleos residuais (SUAREZ et al., 2009).

Além disso, a quantidade de &gua residual gerada na producdo de biodiesel
pela rota convencional é da ordem de 0,2 ton/ton de biodiesel produzido (SHUERA
et al., 2005) e o tratamento ou reutilizacdo da agua residual é problematico do ponto
de vista ambiental e energético (FJERBAEK et al.,2008).

3.6.3.2 Transesterificacdo acida

Nos processos de catdlise &cida, a transesterificacdo € catalisada por um
acido forte, preferencialmente o acido sulfénico ou sulfarico. O rendimento obtido é
muito elevado (99%), mas a reacdo € mais lenta quando comparada a catalise
alcalina, sendo necessario o emprego de temperaturas elevadas (> 100 °C) e
tempos reacionais de 3 h para se alcancar o referido rendimento (MARCHETTI et

al., 2007).

3.6.3.3 Transesterificacdo enzimatica
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Entre os catalisadores potenciais para a produgcéo de biodiesel, a reacéo de
transesterificagdo catalisada por biocatalisadores (lipases) tem encontrado interesse
atual, por se tratar de uma via eficiente quanto a recuperacdo do produto, as
condicbes da reacdo e ao rendimento reacional (QUINTELLA et al.,, 2009). Em
funcdo das vantagens oferecidas, a via enzimatica tem sido a mais empregada em
trabalhos de pesquisa nos ultimos anos. Isso é comprovado pelo numero de artigos
e patentes referentes ao uso de lipase na producgéo de biodiesel que, de acordo com
estimativa recentemente publicada, supera numericamente a soma dos artigos e
patentes referentes a obtencdo desse combustivel por todos 0s outros processos
(QUINTELLA et al., 2009).

A rota enzimética para a producdo de biodiesel é atrativa em funcdo das

seguintes caracteristicas das lipases (ANTCZAK et al., 2009):
» Sao biodegradaveis e atendem aos apelos atuais da Quimica Verde.

» Maior compatibilidade com as variacdes de qualidade das matérias primas, uma
vez que toleram maiores teores de acidos graxos livres e de agua presentes no meio

reacional.

+ Capacidade de producdo do biodiesel em menor nimero de etapas e em

condicdes reacionais brandas, levando a reducdo do consumo energético e da

guantidade de agua residual gerada no processo.

« Alta especificidade, conferindo maior facilidade de separacdo do produto e

aumento da qualidade do glicerol.
* Podem ser reutilizadas quando na forma imobilizada.
* Podem ser empregadas na producao de biodiesel por processo continuo.

ApoOs o término do processo de transesterificacéo, a fase inferior (glicerol) pode
ser facilmente separada na fase superior (biodiesel) sem a necessidade de etapas
de neutralizagdo ou desodorizagdo do produto (ANTCZAK et al.,, 2009). A
produtividade da sintese enzimatica de biodiesel é dependente de diversos fatores.
Para se assegurar a viabilidade econd6mica dessa rota, devem ser escolhidas
matérias-primas e preparacdes enzimaticas apropriadas. O biocatalisador pode ser

modificado, visando aumentar a sua estabilidade e reatividade. As demais etapas
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incluem a selecdo do solvente (opcional), otimizacdo da razdo molar 6leo/alcool,
temperatura, atividade de agua, pH do microambiente da enzima e determinacéo da
concentracdo maxima de glicerol para se evitar a inibicdo da enzima (ANTCZAK et
al., 2009).

3.7 Enzimas

As enzimas séo catalisadores biologicos de altissima eficiéncia catalitica, em
geral muito maior que a dos catalisadores sintéticos, pois tém alto grau de
especificidade por seus substratos, aceleram reac¢des quimicas especificas e, em
alguns casos, podem funcionar tanto em solucdes aquosas quanto em solventes
organicos (NELSON, 2000).

O principal componente de todas as enzimas conhecidas, com excecao das
ribozimas, € a proteina, que sdo macromoléculas polares, formadas pela
condensacdo de aminoacidos através de ligacbes peptidicas. A interacdo das
cadeias laterais presentes, forca a enzima a adotar uma estrutura tridimensional
(estrutura terciaria), que é responsavel pela atividade quimica (sitio catalitico)
(VOET, 2004).

A IUBMB adotou um sistema de classificacdo funcional, no qual as enzimas
sdo classificadas com base no tipo de reacdo que catalisam. Elas foram divididas
em seis classes principais e varias subclasses: as Oxirredutases realizam oxidacoes
e reducdes; as Transferases fazem a transferéncia de um grupo entre substratos; as
Hidrolases catalisam hidrélises; as Liases realizam a eliminacdo de moléculas
pequenas; as Isomerases promovem isomerizacdes;, e as Ligases produzem a

ligacdo de duas ou mais moléculas (VOET, 2004) (Tabela 4).

Tabela 4. Sistema de classificacdo funcional das enzimas.

Classe de Enzimas  Algumas Subclasses Tipos de rea¢cdes catalisadas

Oxidoredutases Desidrogenases Formacéo de ligacdo dupla por eliminacdo de H:
Oxidases Oxidacédo
Redutases Redugéo

Transferases Quinase Transferéncia de um grupo fosfato

Transaminase Transferéncia de um grupo amina
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Hidrolases Lipases Hidrdlise de um grupo éster

Nucleases Hidrdlise de um grupo fosfato

Proteases Hidrdlise de um grupo amido

Liases Descarboxilases Eliminacdo de CO:2

Desidrases Eliminacdo de H20
Isomerases Epimerases Isomerizacao de um centro estereogénico
Ligases Carboxilases Adicdo de CO2

Sintetases Formacdo e clivagem de ligagdes C-O,C-S, C-N,

C-C

Fonte: Voet,2004

3.7.1 Lipases

As lipases apresentam uma versatilidade extremamente elevada, no que diz
respeito a vasta especificidade de substratos e as diversas reacfes que catalisam
(GANDHI,1997). As lipases estdo presentes em diversos organismos, onde se
incluem animais, plantas, fungos e bactérias. Em seu ambiente natural, as enzimas
possuem a funcdo de catalisar a hidrolise de triglicerideos aos acidos graxos

correspondentes e ao glicerol (COSTA, 1999).

As semelhancas entre as sequéncias de aminodacidos das lipases, geralmente,
estdo limitadas a curtas extensdes localizadas ao redor do sitio ativo. O sitio ativo
destas enzimas € caracterizado geralmente por uma triade catalitica constituida
pelos residuos de aminoacidos SERINA, HISTIDINA e ASPARTATO, crucial para a
realizacdo de todas as reacfes catalisadas por lipases, sendo portanto, classificadas
como serino hidrolases. (RODRIGUES, 2010).

Apesar das enzimas possuirem centenas de aminoacidos, apenas alguns deles
sao diretamente responsaveis pela catalise. Porém, residuos vizinhos podem
contribuir para a estabilizacdo de estados intermediarios e desta forma auxiliar na
catalise. Grupos funcionais acidos ou basicos encontrados em locais especificos nos
sitios ativos da enzima catalisam a reagdo através da doacdo ou aceitagdo de

protons durante o decorrer da reacdo (AL-ZUHAIR, 2005).
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Acidos conjugados de aminas, por exemplo, sdo doadores de prétons, ao
passo que as aminas e 0s ions carboxilato sdo receptores de prétons. Através da
transferéncia de prétons a partir destes grupos e para o substrato, uma enzima

realiza reacdes acido-base catalisadas (AL-ZUHAIR, 2005 ).

Dois grupos funcionais que fazem parte dos sitios ativos tém sido identificados
como sendo particularmente importante para o processo catalitico. Um deles é um
grupo hidroxila que atua como um nucleodfilo, e 0 outro representa o atomo de
nitrogénio de um grupo amina, o qual aceita um préton e, em seguida, devolve-a

durante a reacéo.

O mecanismo de alcodlise catalisada por esterase € composto seguinte de
passos, como mostrado na figura 5. (a) adicao nucleofilica para formar complexo
enzima-substrato, em que o nucleofilo € o oxigénio do grupo O-H na enzima. (b)
prétons transferidos a partir do acido conjugado da amina ao atomo de oxigénio
alquila do substrato, e uma porc¢éo glicerol € formada. O atomo de oxigénio a partir
de uma molécula de metanol é adicionado ao a4tomo de carbono do CO da enzima
acil intermediario para formar complexo enzima acilada-alcool Finalmente, (d) o
atomo de oxigénio de enzima do complexo é eliminado e um proton é transferido a
partir do acido conjugado da amina, resultando em éster metilico de graxo, isto é, o
biodiesel(AL-ZUHAIR, 2005.).Estes passos representam um mecanismo de pingue-
pongue Bi Bi, que concorda com a maioria dos estudos cinéticos anteriores sobre
reacdes de esterificacacdo de acidos graxos de cadeia longa catalisados por lipase
(AL-ZUHAIR, 2005.).
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Figura 5. Mecanismo enzimatico para a producédo de biodiesel. Fonte

Al-ZUHAIR et al, 2007.
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: adaptado de

Callera Trans L é uma formulagéo liquida de lipase proveniente do fungo

Thermomyces lanuginosus, que demonstrou

catalisador, com custo razoavel,

(NORDBLAD, 2014).

na eficiéncia alcbdolise de

recentemente ser um promissor

triacilglicerol
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No uso de uma formulacdo de lipase liquida para a producdo de biodiesel
haverd sempre uma fase aquosa separada presente no sistema de reacdo, uma vez
gue a enzima ndo pode ser dissolvida na fase de 6leo (MARANGONI, 2002). A
enzima é ativada pela interface entre agua/dleo e sua atividade catalitica ndo é
distribuida por todo o volume da reacédo, mas em vez disso é de forma eficaz restrito
a interface figura 6, o que significa que a velocidade da reacdo pode ser facilmente
limitada pela area interfacial disponivel (HERMANSYAH et al., 2006).

E, portanto, essencial que uma agitacdo adequada seja fornecida para
maximizar a atividade da enzima. Além disso, a quantidade de agua adicionada ao
sistema também é um parametro importante, que afeta tanto o volume relativo das
fases polares e nao-polares (e, portanto, a area interfacial) e a atividade
termodindmica da agua usada (TOFTGAARD PEDERSEN et al. , 2014).

A Atividade termodindmica da agua (aw) € usada para medir o teor de agua
numa reacgao. Ela apresenta a distribuicdo de agua entre as varias fases e os efeitos
de acdo de massa de agua no equilibrio hidrolitico. Na verdade, este fator descreve
o nivel de atividade da enzima (GHAFFARI-MOGHADDAM, et al.,2015).

Fase Apolar

Fase Polar

Figura 6. Representacdo diagramatica da enzima na interface agua 0leo. A fase
polar contém agua, metanol, glicerol e a enzima livre (Ebulk). A fase n&o-polares
contém os componentes de oleo (T) junto com o biodiesel formado. Na interface é
penetrada enzima (E) e a enzima acil complexa (EX). Adaptado de (PRICE,J et al.,
2014).
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3.7.2.2-Concentracdo do metanol e taxa de formacédo do biodiesel

A taxa de transesterificacdo é fortemente dependente da concentracdo de
metanol no sistema, e a taxa de formacéo de biodiesel pode facilmente tornar-se
limitada por um fornecimento insuficiente de alcool. Infelizmente, o metanol também
inibe a reacdo ao afetar a ligacdo do substrato (6leo) com a enzima (AL-ZUHAIR et
al., 2012;. HERMANSYAH et al., 2010). A concentracdo excessiva de alcool pode
acelerar a inativagdo da enzima (Al-ZUHAIR et al., 2007;. KULSCHEWSKI et al.,
2013.).

Para combinar alta produtividade e rendimento do catalisador, €, portanto,
essencial que a concentracdo de metanol seja cuidadosamente controlada durante a
reacdo, especialmente quando a concentracdo de agua é baixa. A composicédo da
mistura de reacdo muda constantemente ao longo do curso da reacdo, com o
triacilglicerol a ser convertido para diacilglicerol (DAG), sendo formandos ao mesmo
tempo monoacilglicerol (MAG), glicerol, biodiesel metilico e &cido graxo, o que torna
0 processo mais complexo. HA mudanca de solubilidade do metanol com a
composicdo da fase de 6leo (ZHOU et al., 2006), o que mais do que provavel que ha

uma modificacdo do impacto do metanol sobre a enzima.

Nordblad (2014), realizou estudo exaustivo de otimizacdo do processo da
reacao catalisada por Callera trans L. Observou-se que para obter a melhor pureza
as condicfes foram: razdo molar de metanol (6:1), 3% agua e 1 % de enzima, em
relacdo a massa de Oleo. Variacdes sutis dessas condicdes alteram negativamente o
desempenho da enzima, ora desativando-a parcialmente deixando parcelas de
mono di e triacilglicerois a serem catalisadas no caso do alcool, ora induzindo a

hidrolise do biodiesel formado, no caso da agua.
3.7.2.3 A complexidade cinética do processo

A cinética enzimética do processo de obtencdo do biodiesel catalisado por
lipase é ainda mais complexa, pois o Triacilglicerol possui trés grupos hidroxila que
podem ser esterificados e que agem como doadores do grupo acila na reacéo
(FEDOSOQV et al., 2012). Cada um dos grupos irdo interagir de forma diferente com
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o sitio ativo do catalisador, dependendo da sua posi¢éo (1, 2, ou 3), do &cido graxo
ao qual esta ligado e se 0s outros grupos ja estdo acilados ou néo.

A maneira comum de caracterizar lipases € de acordo com a sua preferéncia
por posi¢coes diferentes na estrutura do glicerol (regioespecificidade). Muitas lipases,
incluindo a callera trans L, sdo caracterizadas como 1,3-especifica, indicando que
elas s6 vao catalisar reacdes nos dois extremos (grupos hidroxila primarios) de um
triacilglicerol. E ainda possivel para tais enzimas converter um substrato triacilglicerol
totalmente, uma vez que os residuos de graxos serdo transferidos espontaneamente
entre as posicfes em um acilglicerol, através de um processo chamado de migracéo

do grupo acila.

3.7.2.4-Cinética enzimética e mecanismo de reacao

A reacao de alcodlise catalisada por lipases envolve um mecanismo de dois
passos para cada ligacdo éster da molécula de triglicerideo. No primeiro passo a
ligacdo éster sdo hidrolisadas apenas no extremo (1 e 3) do triacilglicerol, devido a
lipase ser 1,3-especifica. O segundo passo consiste na isomerizacdo do 2-
monoacilglicerol a 1-monoacilglicerol, para que a hidrolise desse substrato possa ser
realizada pela enzima (Al-ZUHAIR et al., 2007).

A figura 7 apresenta um mecanismo de alcodlise catalisada por lipase 1,3-

especifica e a isomerizagcao a monoacilglicerol (a partir da posigéo 2 para 1).

R R
T —=- Dy —2 M,

Ro]
R
M, —- G

Figura 7. Esquema de transesterificacdo 1,3- especifica, e migracao do grupo acila.
Adaptado de (Al-ZUHAIR et al., 2007).

Para identificar as condigbes Otimas para transesterificacdo catalisada por
lipases, € essencial a cinética desta reacdo. Apenas um numero limitado de estudos

cinéticos foram encontrados na literatura. Em estudos anteriores ao de (AL-
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ZUHAIR,2005) a concentragdo de substrato (6leo) é considerada constante, e a

variacdo da concentracado de metanol foi o Unico parametro considerado .

O modelo cinético desenvolvido por (AL-ZUHAIR et al.,, 2005) segue o
mecanismo Pingue e Pongue Bi-Bi classico com inibicdo pelo alcool, mas inclui
também um parametro adicional, tendo em conta a liberacdo de acidos graxos.
Esse modelo é capaz de prever a taxa de metandlise com maior precisdo que 0s

anteriores.

O modelo cinético de (PILAREK et al., 2007) considera um mecanismo Pingue
e Pongue Bi-Bi com a inibicdo competitiva pelo alcool com os pressupostos de uma
clivagem irreversivel da ligacdo éster em triacilglicerois, uma isomerizacdo do

monoacilglicerol reversivel e uma desativacdo enzima irreversivel.

Para se ter uma imagem completa da cinética de transesterificacdo enzimatica
de triacilglicerois, outros parametros devem também ser incluidos, tais como tipo de
lipase, quantidades de reagentes, as limitagdes de transferéncia de massa, a
presenca de solventes organicos, a formacdo e a conversdo de intermediarios, a
influéncia da temperatura sobre desativacdo da enzima ou a limitacdo de equilibrio

para a conversao de acidos graxos (PRICE,J et al., 2014).

Na figura 8, de k2 e k2 a k7 e k-7, sdo as constantes de velocidade para a
formacéo reversivel do complexo enzima-substrato, ke e ko9 sdo para complexo
enzima acilada-alcool, e sdo as constantes de velocidade para a formacdo do
produto e a regeneracao da enzima, a influéncia de alcool nessa etapa do processo,
limita a conversao das parcelas residuais de acidos graxos, devido ao aumento do

volume do solvente ao longo da reacéo (PRICE,J et al., 2014)

Para ter em conta a inibicdo por alcool, a inibicdo competitiva foi assumida
guando uma molécula de alcool reage com a enzima para produzir diretamente um
complexo enzima-alcool irreversivel, cujas constantes de velocidade sdo kio k-10. Ha
inibicdo competitiva pelo substrato, quando uma molécula de substrato reage com a
enzima acilada para produzir um outro complexo irreversivel, ou seja, um complexo

enzima acilada com o substrato da reacao (PRICE,J et al., 2014) .
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Figura 8 .Esquema conceitual para o mecanismo global de rea¢do descrevendo a

transesterificacdo enzimatica Modificado de (PRICE,J et al., 2014).

Tabela 5. Mecanismo cinético pigue pongue Bi-Bi para a transesterificacédo

Reacao

Taxa da reacao(ri)

)]

10

Ebuk+Ar < E

T+E < T.E

E.T— EX+D

D+E~ E.D

E.D—EX+M

M+E—~E.M

E.M—EX+G

EX+WoFFA+E

EX+CH <BD+E
CH+E «<E.CH

Enzima em grandes quantidades absorvida na
interface

Em reacdes 2, 4 e 6 a enzima penetrada pode reagir
com

0 substrato para formar um complexo de substrato da
enzima E.T, ED. ou EM (Pingue)

Em reagBes 3, 5. e 7 o complexo enzima substrato
forma o complexo enzima acilada e liberta o primeiro

produto D, M ou G (Pongue)

Etapas intermediarias para as reacdes foram
agrupadas visto que o interesse é na taxa global.

O complexo de enzima acilada podem em seguida
reagir com a agua ou metanol (Pongue)

e entdo solte o segundo produto FA ou BD (Pingue).

Inibicdo competitiva reversivel entre enzima e metanol.

K1.[Ebuik]. [Af] -k-1[E]

k2[T] .[E] ko[ E.T]

ks [E.T]-k-2.[ EX] .[D]

ka4.[D].[E]-k-a.[ E.D]

ks.[ED]-k-s.[EX].[M]

ke.[M].[E]-k-6.[E.M]

k7.[E.M]-k-7.[EX].[G]

ke.[EX].[W].-k-8.[FFAL[E]

ke[EX].[CH] —k.s[BD].[E]
k10.[CH]. [E]-k-10[E.CH]
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

O alcool metilico (99,8%) foi comprado da empresa Exodo Cientifica Heptano
(P.A., 99%), Hidroxido de Sdédio, Heptadecanoato de Metila, Hidroxido de potassio
P.A., 85%) utilizados na caracterizacdo do 6leo e do biodiesel assim como o0s

padrdes cromatograficos foram adquiridos da Aldrich.

4.2 Obtencao e caracterizacdo da matéria-prima

A matéria prima foi cedida gentilmente pela Agropalma S. A — Belém/PA.
4.2.1 Caracterizacgao fisico-quimicas do 6leo de palma refinado
4.2.1.1 Viscosidade cinematica

Viscosimetria € um segmento da mecéanica dos fluidos que consiste na pratica
experimental de medir a resposta reoldgica dos fluidos ao escoamento sob
gravidade. A viscosidade Cineméatica a 40 °C foi determinada de acordo com o
método ASTM D 445, utilizando se um viscosimetro Cannon-Fenske (SCHOTT
GERATE, Tipo n° 513 10) e tubo capilar de n° 300.

4.2.1.2 indice de acidez

O indice de acidez expressa o0 numero de miligramas de hidréxido de potassio
necessario para neutralizar os acidos graxos livres em 1g de amostra de 6leo

vegetal. O indice de acidez foi calculado pelo método AOCS Ca 5a-40.
4.2.1.3 indice de peroxido

O indice ou teor de peroxidos € um indicador do grau de oxidagdo do 6leo ou
gordura. E definido em termos de miliequivalentes de peréxidos por 1000 g de 6leo,
que oxidam o iodeto de potassio nas condi¢des do teste. O indice de Peréxido foi
medido de acordo com 0 método oficial AOCS Cd 8b-90.

4.2.1.4 indice de Matéria Insaponificavel
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O indice de matéria insaponificavel corresponde a quantidade total de
substancias dissolvidas nos 0leos e gorduras, geralmente tocoferois, esterdis e
hidrocarbonetos, que apods saponificagdo com alcalis sdo insoluveis em solucao
aguosa, porém, sdo soluveis em solventes comuns de gorduras (MORETTO E
FETT, 1998). O indice de Matéria Insaponificavel foi determinado de acordo com o
método oficial AOCS Ca 6a-40

4.2.1.5 Teor de agua

O teor de &gua foi determinado titulacdo coloumétrica Karl Fischer utilizando
um equipamento da marca Mettler Toledo DL31 e reagentes de alta pureza
conforme o método ASTM-D6304. A andlise foi realizada no laboratério Laboratério

de caracterizacao de biomassa (Lacbio), da Engenharia Mecanica.

4.3 Producéao de biodiesel metilico de palma

Um reator de batelada da marca Parr Instrument Company modelo 4848 de
600 mL (Figura 9) provido de um sistema de aquecimento e agitacao foi utilizado na
reacao de transesterificacdo do 6leo bruto e refinado. Inicialmente 50 g do 6leo de
palma foram transferidos para um bécher e aquecidos a 40 °C e posteriormente para
um reator de batelada. Apéds, adicionou-se 0,5% (m/m) de KOH 0,IN. As
guantidades de H20 (3% em relagdo a massa de 0Oleo), metanol (razdo molar 6:1
alcool/6leo) e enzima (1% em relacdo a massa de Oleo), foram adicionadas e
processadas sob agitacdo de 600 rpm na temperatura de 35 °C por um periodo de
24h. A adicdo do metanol foi fracionada em cinco aliquotas, com intervalo de adicédo
de 1h. Apos o fim da reacgéo, a mistura foi centrifugada a 2000 rpm por 5 minuto para
a separacdo das fases. O biodiesel foi lavado com trés por¢des de 100 mL de agua
destilada, para a remocao de impurezas como alcool, glicerol residual e catalisador.
Em seguida o biodiesel foi seco aquecendo-o a 100 °C por 5 min. Apés lavagem e
secagem determinou-se o0 rendimento massico dos produtos de cada reacéo.
Realizou-se nova reacdo com razdo molar (7:1) de alcool dividindo a dosagem do
alcool em seis aliquotas adicionadas com intervalo de 1h. Para ambas as reagdes foi

verificado o indice de acidez ap6s 6 horas de reacéo e do produto.
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Figura 9. Reator Parr utilizado na producédo do biodiesel.

4.4 Caracterizacéo fisico-quimica do biodiesel

No produto final das reacdes observou-se a separacdo de fases biodiesel
superior, e glicerol inferior, figura 10. Na interface é possivel ver um aglutinado, que

trata-se da enzima utilizada.

Figura 10. Biodiesel e glicerol
4.4.1 Viscosidade
A viscosidade cinematica foi determinada de acordo com método ASTM D455.
4.4.2 indice de acidez

O indice acidez foi determinado por titulagdo acido-base utilizando solucao de
KOH 0,1 N como titulante conforme o método EN 14104.
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4.4.3 Teor de agua

O teor de agua foi determinado titulacdo coloumétrica Karl Fischer utilizando

reagentes de alta pureza conforme o método ASTM-D6304
4.4.4 Teor de éster

O teor de éster € a medida da pureza do biodiesel e € expresso como fracédo
em massa (%). Para quantificar o teor de ésteres metilicos ou etilicos de &cidos
graxos com cadeia entre C14 € C24 em amostras de biodiesel é indicada a horma EN
14103. Este parametro foi determinado por cromatografia gasosa utilizando-se um
cromatégrafo com auto-injetor CP 3800 Varian equipado com Detector de lonizagéo
de Chama (FID), apresentando as seguintes caracteristicas: coluna capilar CP WAX
52 CB com 30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e 0,25 pm de filme.

O gés Hélio foi utilizado como fase movel na razdo de 1,0 mL/min.
4.4.5 Rendimento da reacéo

Determinou-se o rendimento massico de cada reacdo através da pesagem dos
produtos em uma balanca da marca Boeco Germany para obtencdo da massa

experimental de biodiesel.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do 6leo de palma

O oleo de palma pode ser considerado um 0Oleo balanceado em acidos graxos,
ja que contém proporcdes praticamente iguais de acidos graxos saturados e
insaturados. Os principais acidos graxos no 6leo de palma sdo acido palmitico, o
miristico, estearico, oléico e linoléico (SAMBANTHAMURTHI et al., 2000, BORA, et
al., 2003).E o que pode ser comprovado pela composicdo do 6leo utilizado na
sintese biodiesel, na tabela 6. O 6leo de palma é menos saturado que outros 6leos,
tais como os 6leos de coco e de palmiste (MALASIAN PALM OIL, 2008). O éleo de
palma refinado embora com menor conteddo de carotendides que o 6leo de palma

bruto, mantém as mesmas caracteristicas em relacdo a estabilidade oxidativa,



devido a sua proporcdo de &cidos graxos (RODRIGUEZ-AMAYA,
BRACCO,1981).

Tabela 6. Composi¢cdo em &cidos graxos do 6leo de palma
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1996;

Acido graxo Concentragao %
Laurico (C12:0) 0,18
Miristico (C14:0) 0,70
Palmitico (C16:0) 41,4

Palmitoléico (C16:1) 0,12
Estearico (C18:0) 4,50

Oléico (C18:1) 43,50

Linoléico (C18:2) 8,60
Linolénico (C18:3) 0,18
Araquidico (C20:0) 0,30

Total 99,48

A tabela 7 apresenta o resultado da viscosidade, indice de acidez, matéria

insaponificavel indice de peréxido e teor de agua do 6leo de palma. Esta

caracterizacdo demonstra o estado de conservacao da matéria prima que foi utlizada

na reacdo de transesterificacdo enzimatica. Quase todos parametros da tabela 7

estdo de acordo com a resolusdo (RDC N° 482, 1999), com excessao do indice de

acidez , fator este ndo comprometedor para utilizacdo na reacao, visto que a enzima

é tolerante a acidez eleveda de 6leos (CESARINI, 2013).

Tabela 7.Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de palma.

Parametros Resultados RDC N° 482, 1999
Viscosidade cinematica (mm s2) 43,0 -

indice de acidez (mgKOH g?) 1,30 0,3
Matéria insaponificavel (%) 0,13 1,2

indice de peréxido (mMEqO2kg™) 2,70 10

Teor de agua (mg kg™) 380 -
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5.2 Caracterizacao biodiesel de palma

Para avaliar a acdo da Callera trans L, determinou-se o indice de acidos graxos
livres, teor de éster e viscosidade do produto. A tabela 8 apresenta os indices de
acidez apos 6 horas de reacdo e do produto de 24h para reacdes de diferentes

razoes molares.

Tabela 8. indices de acidez das reac¢des apds 6 horas e do produto

Razao molar indice de acidez indice de acidez  Cesarini, 2012
(Metanol/6leo) mgKOH g1 mgKOH g1 (24h)
(ap6s 6 horas) (produto, 24 h)

71 6,3 5,8 -
6:1 5,9 4,9 4,9+0,25

Para a reacdo de (7:1) verificou-se um aumento claro de acidos graxos livres
durante as primeiras 6 h, em que a acidez vai de 1,3 a 6,3 mgKOH g (tabela 8),
sugerindo que ha uma etapa da reacdo onde ha hidrdlise dos triacilglicerois,
liberando FFAs. TAG, DAG, MAG séao bons substratos para Callera Trans L, que
entdo procede a formacdo de biodiesel através de esterificacdo dos FFAs com
metanol (CESARINI, 2013). A ultima dosagem de metanol, para a razdo de (7:1) foi
realizada no momento em que as parcelas DAG, MAG estao sofrendo um declinio,
ou seja apés as 6 h, prejudicando a conversdo desses substratos e,
consequentemente, a formacgdo do biodiesel. A enzima provavelmente foi inibida ou
desnaturada pela maior quantidade de metanol necessario para atingir da razdo 7:1
(NORDBLAD,2014), o que difere do comportamento observado para catalisadores
guimicos em normalmente que utiliza-se um excesso de alcool devido a
reversibilidade da reag&o havendo, dessa forma, um deslocamento do equilibrio no
sentido de formac&o dos produtos (MAGALHAES, 2010). A reacéo realizada a razdo
molar de (6:1) também apresentou nas primeiras 6 horas aumento do indice de
acidez, resultado do processo de hidrélise. A medida que a reacdo prossegue, a
concentragédo de FFAs diminui, uma vez que a acidez do produto foi de 4,9 mgKOH

gl, valor este que é semelhante ao encontrado na literatura. Essa diminuicdo mais



42

intensa da acidez indica que a enzima ndo foi inibida pelo alcool presente no meio

reacional, permitindo a continuidade das reacdes de hidrolie e esterificacéo.

Biodiesel com acidez acima de 0,5 mg KOH g o torna inadequado para ser
usado. Uma das desvantagens da catalise enzimatica é acidez justamente a elevada

acidez residual do produto da reacéo, devido a parcelas de FFA, ndo convertidas.

A reacdo ocorre em Varias etapas, com varios componentes intermediarios, e a
composicdo do produto ndo é necessariamente a mesma a uma dada para
diferentes condicbes (HERMANSYAHETAL, 2010;. MARANGONI, 2002;. ANTCZAK
et al, 2009) . Segundo a tabela 9, o rendimento da reacao de (7:1) foi de 84% em
relacdo a massa inicial de 6leo utilizada na reacédo e o teor de éster do biodiesel de
foi de 59,5%, o que revela, nas condicdes de sintese utilizadas, uma conversdo em
massa significativa, mas com uma pureza insatisfatoria. Enquanto a reacdo (6:1)
apresentou um rendimento e pureza bem superiores, 0 que demostra ser a melhor

condicéao.

Tabela 9. Teores de éster (obtidos e da literatura) e rendimento dos produtos das

reacoes
Razao molar Teor de éster Teor de éster Rendimento
(Metanol/é6leo) (Cesarini, 2013)
6:1 97% 96,3+0,8 % 90%
7:1 59,5% - 84%

O teor de éster, obtido de 59,5% para a reacéo (7:1) indica que ha converséo
de parcelas MAG e DAG, embora haja inibicdo, ou até mesmo desnaturacdo, da
enzima. O teor de éster para a reacao (6:1) de 97%, indica que para além deste
ponto, a reacdo se aproxima do equilibrio cinético, onde MAG e FFA, ndo sdo mais
convertidos, além da inibicdo competitiva da enzima pelo substrato, onde a molécula
de substrato reage com a enzima acilada para produzir um complexo irreversivel
gue ndo permite que as ultimas parcelas de FFA sejam convertidas (Al-ZUHAIR et
al, 2007), o que explica a acidez final do biodiesel alta tabela 8. O teor de éster
apresentado pela o biodiesel da reacédo de (6:1) esta dentro da resolucdo N° 45 da

ANP, no entanto apresenta uma acidez inadequada, conforme a mesma resolucao.
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No Brasil, a Resolu¢cdo N° 45 da ANP (Agéncia Nacional de Petréleo, Géas
Natural e Biocombustivel), implementada em 25 de Agosto de 2014, estabelece a
especificacdo do biodiesel puro (Bioo) € as metodologias para sua caracterizacao.O
biodiesel produzido com razdo molar o6leo/alcool (6:1), segundo a tabela 10
apresenta uma viscosidade dentro dos padrées da ANP, No entanto um teor de
Agua acima do limite de 200 mg kg estabelecido pela resolucédo.Quando o biodiesel
apresenta uma alta concentracdo de produtos intermediarios da reacdo como mono
e diacilglicerdis, tende a absorver agua prejudicando a sua qualidade (SRIVASTAVA
E PRASAD, 2000). Foi o que aconteceu com o biodiesel de razdo molar 6leo/alcool
(7:1), que apresentou um teor de agua muito elevado. Misturas contendo o éster do
acido graxo, mono, di e triglicerideos tém viscosidade e densidade mais altas que o
éster puro, explica-se a viscosidade elevada do biodiesel de 9,3 mm/s?, que esta

fora dos padrdes da ANP, assim como seu teor de agua.

Tabela 10. Viscosidade e teor de agua dos produtos

Raz&do molar Viscosidade Teor de 4gua
(Metanol/6leo) cinematica (mg kg1
(mm s?)
(7:1) 9,30 776

(6:1) 4,7 337
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6 CONCLUSAO

A avaliacao dos parametros condicionais da reacéo para producédo de biodiesel
metilico de 6leo de palma via catalise enzimatica por Callera trans L se mostra como
um caminho para se desenvolver um meétodo alternativo para producdo de

biocombustivel que atenda requisitos especificos da ANP.

A producao de um biodiesel de 97% de pureza (dentro da especificacdo da ANP) e
com um rendimento de 90%, € possivel desde que a dosagem de &lcool seja
cuidadosamente administrada, para que as condicbes do meio reacional sejam

menos agressivas ao catalisador.

O sistema entra em equilibrio cinético, no qual as parcelas de 4cidos graxos nao sédo
mais convertidas, o que explica a alta a acidez de 4,9 mgKOH g'para a razdo de
(6:1)

A reacao (7:1) evidencia um feito negativo do excesso de alcool no sistema cujo teor
de éster foi de 59%, fator limitante no desempenho da enzima e consequentemente

na conversao das parcelas de mono e diacilglicerdis

7 TRABALHOS FUTUROS

E importante buscar, uma forma de eliminar a acidez residual, proveniente dos

acidos graxos néo convertido devido ao equilibrio cinético que o sistema atinge.

Uma forma de melhorar o processo global deve, portanto, ser a melhoria da
atividade do catalisador sobre estes substratos. Isto pode ser feito através da
identificagdo de um catalisador com uma atividade especifica mais elevada nesses

substratos.
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ANEXOS

ANEXO A.1 RDC N° 482, 23.09.1999-DOU, 13.10.1999. Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria

OLEO OU GORDURA DE PALMA

. DESCRICAO

1.1. Definicdo: Oleo ou gordura de palma é o 6leo ou gordura comestivel obtido do mesocarpo de frutos da Elaeis
guineensis (palmeira) através de processos tecnoldgicos adequados.

1.2 Classificagao:

1.2.1.  Oleo ou gordura de palma: dleo ou gordura obtidos pelos processos de extracdo erefino.

1.2.2. Oleoou gordura de palma bruto ou Azeite de dendé: dleo ou gordura obtidos pelo processo de extracdo.

1.2.3. Oleo ou gordura de palma virgem: é o dleo ou gordura obtidos unicamente por processos mecanicos ou outros
meios fisicos e que ndo tenha sido submetido a outro tratamento que ndo a lavagem, decantacdo, centrifugagao e
filtragem.

1.3. Designacao

O produto deve ser designado de acordo com a sua classificagao, item 1.2.

2. COMPOSIGAO E REQUISITOS

2.1. Composicao

. Ingrediente Obrigatorio: éleo ou gordura de palma.

2.2. Requisitos



2.2.1. Caracteristicas Sensoriais:
2.2.1.1. Aspecto: limpido e isento de impurezas a 50 oC
2.2.1.2. Cor: caracteristica.2.2.1.3.  Odor: caracteristico.2.2.1.4.

2.2.2. Caracteristicas Fisicas e Quimicas:

Sabor:

caracteristico.2.2.2.

2.2.2.1. Densidade relativa, 500C/200C................

0,891 - 0,899

2.2.2.2. Indice de refragdo (N D 50).....ccceverivnenennns

1,454 - 1,456

2.2.2.3. Indice de saponificagao.........coverrrrivrernnns 190 - 209

2.2.2.4. Indice de iodo (WijS)...cccorriiinmmnnnnerinnnnnnn 50 - 60

2.2.2.5. Matéria insaponificével, g/100g.............. Méximo 1,2

2.2.2.6. Acidez, g de acido oléico/100g

. 0leo refinado......uveeiiviiiee e Maximo 0,3

o =T N o (U YR Maximo 5,0

o) [<To IR e =T o o Méaximo 5,0

2.2.2.7. Indice de per6xido, meq/Kg......cceervverennes Méximo 10

2.2.2.8. Carotenoides totais, mg B caroteno/kg

. 6leo de palma bruto ou azeite de dendé 500 - 2000
2.2.2.9. Composicdo de acidos graxos

Acido graxo Nomenclatura g/100g

C12:0 Laurico <04

C 14:0 Miristico 0,5-2,0

C 16:0 Palmitico 35,0 - 47,0

C16:1 Palmitoléico <06

C18:0 Estearico 3,5-6,5

C18:1 Oléico 36,0 - 47,0

C18:2 Linoléico 6,5-15,0

C18:3 Linolénico <05

C 20:0 Araquidico <1,0

ANEXO A.2 — Resolugéo N° 45 24.8.2014 - DOU 26.8.2014. Agéncia nacional do

Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis.

REGULAMENTO TECNICO ANP N© 3/2014
1. Objetivo

Este Regulamento Técnico aplica-se ao biodiesel nacional ou importado e estabelece a sua especificacdo.

2. Normas Aplicaveis

52

A determinacdo das caracteristicas do biodiesel devera ser feita mediante o emprego das normas da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT), das normas internacionais da "American Society for Testing and Materials" (ASTM), da "International
Organization for Standardization" (ISO) e do "Comité Européen de Normalisation" (CEN).

Os dados de repetibilidade e de reprodutibilidade fornecidos nos métodos relacionados neste Regulamento devem ser usados
somente como guia para aceitacdo das determinacdes em duplicata do ensaio e ndo devem ser considerados como tolerancia

aplicada aos limites especificados neste Regulamento.



53

A andlise do produto devera ser realizada em amostra representativa obtida segundo os métodos ABNT NBR 14883 - Petrdleo e
produtos de petrdleo - Amostragem manual, ASTM D 4057 - Practice for Manual Sampling of Petroleum and Petroleum Products
ou ISO 5555 - Animal and vegetable fats and oils - Sampling.

As caracteristicas constantes da Tabela I de Especificagdo do Biodiesel deverdo ser determinadas de acordo com a publicagdo
mais recente dos seguintes métodos de ensaio, com excegdo ao método proposto pela norma EN 12662, para o qual deve ser
utilizada a versao de 1998 ou 2008:

(Nota)

Tabela I - Especificacdo do Biodiesel

CARACTERISTICA UNIDADE LIMITE METODO
ABNT ASTM D EN/ISO
CARACTERISTICA UNIDADE | LIMITE NBR
Aspecto - LII (1) - - -
(2)
Massa especifica a 20° C kg/m3 850 a 7148 1298 EN ISO 3675
900 14065 4052 EN ISO 12185
Viscosidade Cinematica a mm2/s 3,0a6,0 10441 445 EN ISO 3104
400C
Teor de agua, max. mg/kg 200,0 - 6304 EN ISO 12937
(3)
Contaminagdo Total, mg/kg 24 15995 - EN12662 (5)
max. (13)
(Nota)
Ponto de fulgor, min. (4) oC 100,0 14598 93 EN ISO 3679
Teor de éster, min % massa 96,5 15764 - EN 14103 (5)
Cinzas sulfatadas, max. % massa 0,020 6294 874 EN ISO 3987
(6)
Enxofre total, max. mg/kg 10 15867 5453 EN ISO 20846
EN ISO 20884
Sddio + Potassio, max. mg/kg 5 15554 - EN 14108 (5)
15555 EN 14109 (5)
15553 EN 14538 (5)
15556
Calcio + Magnésio, max. mg/kg 5 15553 - EN 14538 (5)
15556
Fosforo, max. (7) mg/kg 10 15553 4951 EN 14107 (5)
EN 16294 (5)
Corrosividade ao cobre, - 1 14359 130 EN ISO 2160
3h a 50 °C, max. (6)
NUmero Cetano (6) - Anotar - 613 EN ISO 5165
6890 (8)
Ponto de entupimento oC 9) 14747 6371 EN 116
de filtro a frio, max.
Indice de acidez, méx. mg KOH/g 0,50 14448 664 EN 14104 (5)




54

ANEXO A3.a
]
g
2.0 z
2
1.5 2
CRETN
0.5
00 L i A ] .._IL_J o n
-0.2
I1 I2 I3 I4 I5 I6 I?. I8 1
Minutes
Figura 10. Cromatograma do biodiesel de 97% de pureza
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Figura 11. Cromatograma do biodiesel de 59,5% de pureza
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