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PROCESSO PARA A ESTERIFICAGAO DE CARGAS VEGETAIS

Campo da invencao:

A presente invencao se aplica na area de produc¢ao de biodiesel e
descreve um processo para a esterificacao de cargas vegetais utilizando
catalise enzimatica em solventes pressurizados.

Fundamentos da invencao:

A transesterificacdo de um triglicerideo € o método convencional de
produ¢do de biodiesel. Neste processo quimico, um triglicerideo e um
alcool de cadeia curta (que pode ser metanol, etanol, propanol ou butanol)
reagem na presenga de um catalisador acido, basico ou enzimatico,
produzindo uma mistura de monoésteres e glicerina.

Esta reacado é reversivel e, em vista disso, a producao de biodiesel é
diretamente influenciada pela propor¢ao entre o0s reagentes, tipo de
catalisador e demais condicdes reacionais.

A maior parte do biodiesel comercial é produzida a partir de oOleos
vegetais na presenca de catalisadores homogéneos e basicos, tais como
hidroxidos de metais alcalinos ou alcalinos terrosos, mais comumente de
sédio e potassio, ou seus alcéxidos. Ha citagbes na literatura de solidos
capazes de promover a transesterificacdo, como o aluminato de zinco
conforme descrito no pedido de patente US 2007/0066838 A1 da
AXENS/IFP, ou os nanotubos de titanatos como descrito no pedido de
patente US 2009/0151234 A1 da PETROBRAS.

Catalisadores homogéneos possuem alta velocidade reacional, e na
presenca de agua sdo capazes de hidrolizar o éster (m)etilico gerado, a
partir de Oleos vegetais e gorduras animal formando sabdes, que sao
emulsificantes, dificultando a separacéo de fases entre o éster (m)etilico e
a glicerina formada.

Pela transesterificagao ser uma reacao reversivel, se faz necessario
o uso de 100% de excesso molar do monoalcool para garantir boa

conversdo do 6leo vegetal e ou gordura animal em monoéster.
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Acidos graxos livres (AGL) nos 6leos vegetais n&o s&o convertidos
em éster pela acdo de catalisadores basicos. Nessas condigdes o
catalisador € consumido para formacéo de sabdes.

A esterificacdo de acidos graxos livres tem sido proposta como meio
de desacidificar os 6leos e eliminar o problema do consumo do catalisador
basico, aumentando o rendimento da catalise alcalina para producgdo de
biodiesel.

Rotas de producdo de biodiesel sem catalisador também ja foram
investigadas, mas sdo necessarias altas temperaturas, na faixa de 250°C
a 400°C e pressbes na faixa de 100 a 200 bar para se atingir boas
conversdes de biodiesel etilico e metilico a partir de 6leos vegetais.

O documento CN 102021207 A descreve um processo de preparo
de biodiesel a partir de gorduras renovaveis por meio de catdlise com
lipase utilizando um alcool de cadeia curta.

O documento EP 1484384 A1 descreve um metodo de producgao de
biocombustiveis pela decomposi¢do enzimatica de o6leos e gorduras,
formando acidos graxos os quais reagem com um alcool inferior para
formar ésteres.

O documento BR 9306459 relata novas espécies de micro-
organismos e enzimas lipases obtidas a partir desses, bem como a
aplicacao industrial destas lipases na hidrdlise e sintese de ésteres.

No entanto, o processo de transesterificacdo enzimatica apresenta
limitacbes para sua aplicagdo industrial. A baixa especificidade da grande
maioria dos catalisadores enzimaticos encontrados e a diminuicdo da
atividade enzimatica pelo glicerol produzido na reacdo conduzem a baixa
conversao dos reagentes no produto final, biodiesel.

Além disso, solventes organicos devem ser vaporizados para a
recuperacao dos ésteres obtidos e, posteriormente, condensados para
reaproveitamento no processo.

O processo de esterificagdo da presente invengao, surge como uma
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alternativa ao processo enzimatico convencional de producgado de ésteres a
partir de dleos vegetais, que se baseia na reacdo de transesterificagao de
Oleos vegetais com alcoois primarios de cadeia curta.

A presente invengao descreve um processo de sintese de ésteres a
partir de um processo biotecnoldgico, utilizando enzimas ndo comerciais,
lipases microbianas, e uso de gases pressurizados que funcionam como
solventes, o0s quais sdo mais facilmente removidos do sistema e
recuperados para reutilizagao, quando comparados aos solventes liquidos
nas mesmas condigdes operacionais usadas.

As enzimas utilizadas na presente invengdo ndo sofrem inativagao
na presenca dos compostos sulfurados contidos na corrente bruta de
solvente pressurizado e, como nao se produz glicerol, reduzem-se as
perdas de rendimento por diminuicdo da atividade enzimatica.

O processo pode ser utilizado para pré-tratamento de cargas
vegetais com elevada acidez, de forma a adequa-las para entrada em
reatores de transesterificacdo alcalina (processo tradicional) ou ainda de
forma independente para producao de biodiesel.

Sumario da invencao:

A presente inveng&o descreve um processo para a esterificagao de
cargas vegetais, o qual compreende a reacao de uma corrente de acidos
graxos livres com uma quantidade estequiométrica ou excesso de um
alcool em um solvente gasoso pressurizado utilizando catalise enzimatica.

Descricao detalhada da invencao:

A presente invengdo descreve um processo para a esterificacdo de
cargas vegetais compreendendo acidos graxos livres, especialmente para
a producao de biodiesel.

A esterificagdo dos acidos graxos livres é realizada com uma
quantidade estequiométrica ou excesso de um alcool, de modo a fornecer
uma corrente de saida contendo alquil-ésteres, alcool ndo reagido e agua.

A razao molar acido graxo:alcool pode variar na proporgao estequiometrica
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de 1:1 até 1:6.

O processo de esterificacdo da presente invencdo é conduzido em
solvente gasoso pressurizado, que pode consistir individualmente de
propano, n-butano, n-pentano e iso-butano pressurizados e liquefeitos,
bem como a misturas desses gases em diferentes proporcées. Em uma
modalidade preferida da invengdo, o solvente € gas liquefeito de petroleo
(GLP).

A corrente de alimentagdo do processo consiste de acidos graxos
livres de cadeia carbdnica curta a longa, podendo variar de 4 atomos de
carbono até 24 atomos de carbono, (C4 a Cy4), saturadas ou insaturadas,
puros ou em misturas em quaisquer propor¢des, ou, ainda, misturas de
acidos graxos livres e triglicerideos.

Os alcoois utilizados consistem em alcoois alifaticos de cadeia curta,
selecionados dentre metanol, etanol, n-propanol e n-butanol, ou misturas
dos mesmos.

Como catalisador sdo utilizadas lipases microbianas, que nesta
invencdo foram produzidas a partir de linhagens de microrganismos
depositadas no National Microbiology Laboratory, Public Health of Canada,
1015 Arlington Street, winnipeg, Manitoba Canadd R3E 3R2, IDA of
Canada, dentre as quais se destacam as lipases de Candida antarctica,
Yarrowia lipolytica, Pichia pastoris, Penicillium brevicompactum 28f3
(nimero de acesso 071113-04), Penicillium sp., Candida sp., Rhizomucor
sp., Thermomyces sp. e Yarrowia sp.

A enzima utilizada pode ser obtida a partir de microorganismos
selvagens ou por meio da técnica do DNA recombinante e pode ser
utilizada com ou sem purificagdo prévia, na forma livre ou imobilizada em
suportes insoluveis. A enzima pode ser utilizada diretamente apds a
fermentacao de farelos e tortas de residuos agroindustriais com os micro-
organismos anteriormente citados. A quantidade de enzima a ser utilizada

pode variar de 1 a 50% (m/m) em relagdo a carga que é uma mistura de
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Oleo e alcool.

A esterificacao é conduzida em um reator fechado com controle de
temperatura e pressao, com entrada para a carga contendo acido graxo
livre, outra entrada para o alcool e uma saida para os produtos da reacao.

A temperatura usada na reagao de esterificacdo € na faixa de 20°C
a 80°C e a pressao de operacado varia na faixa de 5 bar a 200 bar. O
tempo de reagéo varia de 0,5 h a 24 h e a velocidade de agitacdo pode
variar de 100 rpm a 1500 rpm.

A recuperagdo dos alquil ésteres obtidos € realizada pela
despressurizagdo da corrente de saida do reator, que segue
posteriormente para as etapas de separagao dos ésteres do acido graxo e
do alcool nao reagido.

O processo pode ser conduzido em batelada ou em modo continuo.
No processo em batelada, a adicdo do alcool pode ser realizada em modo
batelada alimentada.

Producéo e obtencdo das enzimas:

Para realizar o processo de esterificacao da presente invencao, as
enzimas lipases de Penicillium brevicompactum 28f3 (nimero de acesso
no IDA Canada 071113-04), Penicillium simplicissimum (nimero de
acesso no IDA Canada 071113-05) e Rhizomucor miehei (nimero de
acesso no IDA Canada 071113-01). sao obtidas por meio das
metodologias abaixo:

- _Penicillium brevicompactum (nimero de acesso no IDA Canada

071113-04) e Penicillium simplicissimum (nimero de acesso no IDA
Canada 071113-05):

Torta fermentada (PES) seca em estufa a vacuo:

A fermentacéao é realizada em estado sélido (FES), utilizando farelo
de babacu com 80% de umidade como substrato. Em seguida, a torta
fermentada € colocada em placas de petri e seca em estufa a vacuo a

40°C, até peso constante.
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Torta fermentada (PES) liofilizada:

A fermentacao é realizada em estado sdlido (FES), utilizando farelo
de babacu com 80% de umidade como substrato. Em seguida, a torta
fermentada é disposta em camadas de cerca de 1 cm de espessura em
placas de petri e, entdo, estas sao submetidas ao congelamento a - 80°C
por 24 h, como fase preparatoria ao procedimento de liofilizagao.

Extrato bruto liofilizado:

O extrato é obtido apds extracdo da enzima do meio de fermentagao
utilizando solugao tampao de fosfato de soédio a 100 mM, pH 7,0, sendo a
relacao farelo:tamp&o igual a 1:5, sob incubagédo por 20 min a 35°C e
agitagdo na velocidade de 200 rpm em agitador orbital, obtendo-se o
extrato enzimatico bruto.

Em seguida, o extrato bruto é disposto em camadas de cerca de 1
cm de espessura em placas de petri e estas sdo submetidas ao
congelamento a - 80°C por 24 h, como fase preparatéria do procedimento
de liofilizacdo.

Extrato enzimatico precipitado e liofilizado:

Para a precipitacdo do extrato bruto, adiciona-se a esse, sulfato de
ambnio sélido até uma concentracao de 60% de saturagdo, mantendo-o
em banho de gelo a 4°C, com agitacao constante, ajustando-se o pH até 7
com a adicao de NaOH 20% (p/v).

Em seguida, a amostra é centrifugada a 3000g e mantida a -10°C
por 5 h. O sobrenadante é descartado e o precipitado, removido. O extrato
precipitado obtido € disposto em camadas de aproximadamente 1 cm de
espessura em placas de petri, e entdo, estas sao submetidas ao
congelamento a -80°C por 24 h, como fase preparatéria do procedimento
de liofilizacao.

Extrato enzimatico precipitado, liofilizado e imobilizado:

A partir do extrato precipitado liofilizado, o0 mesmo é imobilizado com

alginato de sodio e carvdo ativado. A enzima imobilizada apresenta
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didmetro de poro igual a 4,24 nm e volume de poro de 0,1 mL/g.
- Rhizomucor miehei (nimero de acesso no IDA Canada 071113-01)
Torta fermentada (PES) liofilizada:

A fermentacdo € realizada em estado sélido (FES), utilizando farelo

de babagu com 80% de umidade como substrato. Em seguida, a enzima
(PES) é disposta em camadas de aproximadamente 1 cm de espessura
em placas de petri e, entdo, as mesmas s&o submetidas ao congelamento
a -80°C por 24 h, como fase preparatdria do procedimento de liofilizagao.

Extrato bruto liofilizado:

O extrato enzimatico bruto é obtido apds extragdo da enzima do
meio de fermentacdo utilizando tampéao fosfato de sédio 100 mM pH 7,0
(relagéo farelo:tampéo de 1:5) sob incubagao por 20 min a 35°C e agitagao
a 200 rpm em agitador orbital. Em seguida, o extrato bruto é disposto em
camadas de cerca de 1 cm de espessura em placas de petri e, entdo, as
placas sao submetidas ao congelamento a -80°C por 24 h, como fase
preparatéria do procedimento de liofilizagao.

Extrato enzimatico precipitado e liofilizado:

Para a precipitacdo do extrato enzimatico bruto, adiciona-se a esse
sulfato de amoénio solido até atingir uma concentracdo de 60% de
saturagado, mantendo-o em banho de gelo a 4°C, com agita¢ao constante,
em pH 7 e adi¢céo de solugdo NaOH 20% (p/v).

Em seguida, a amostra é colocada em tubo de centrifuga e mantida
a -10°C por 5 h para permitir a separacao, centrifugando-se entdo esta a
3000g de rotacdo por 15 min. O sobrenadante € descartado e o
precipitado, reservado. O extrato precipitado obtido é disposto em
camadas de aproximadamente 1 cm de espessura em placas de petri, e
entdo, estas sdo submetidas ao congelamento a -80°C por 24 h, como
fase preparatodria do procedimento de liofilizagao.

Extrato enzimatico precipitado, liofilizado e imobilizado:

A partir do extrato precipitado liofilizado, o mesmo € imobilizado com
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alginato de sddio e carvdo ativado. A enzima de R. miehei imobilizada
apresenta didmetro de poro igual a 4,24 nm e volume de poro de 0,1 mL/g.

Exemplos da invencao:

Com o proposito de melhor ilustrar a invengao, sao exemplificadas
duas esterificagoes.

Exemplo 1 — Sintese de oleato de etila em GLP pressurizado em

modo batelada alimentada utilizando carga acida:

Uma mistura de 9 g de acido oleico e 1 g de dleo de soja foi
adicionada a uma quantidade estequiométrica equivalente a um tergo de
etanol e lipase de Rhizomucor miehei (nimero de acesso no IDA Canada
071113-01) na forma liofilizada, em quantidade suficiente para se obter
uma concentracao de 20% em massa de enzima em relagdo a mistura
reacional.

Esta mistura foi alimentada a um reator para trabalho em alta
pressédo (de 5 a 200 bar) de 100 mL. O reator foi fechado e alimentado
com 60 mL de GLP, ajustando-se a temperatura do meio reacional para
40°C. Apos 2 h, 1/3 da quantidade estequiométrica de etanol foi
novamente adicionada ao reator e, apds 2 h, a quantidade final para atingir
todo o valor estequiométrico do etanol, foi adicionada ao reator, totalizando
um tempo de rea¢ao de 6 h.

O sistema foi agitado mecanicamente a uma velocidade de 1000
rpom. Nestas condicdes, a conversao de acido oleico em oleato de etila foi
de 46%.

Exemplo 2 — Sintese do oleto de etila em GLP pressurizado em

batelada simples:

Uma mistura de 10 g de acido oleico foi adicionada a uma
quantidade estequiométrica de etanol e um preparado enzimatico de
Rhizomucor miehei (nimero de acesso no IDA Canada 071113-01) ou de
Penicillium brevicompactum 28f3 (nimero de acesso no IDA Canada

071113-04) em diferentes formas de apresentacdo, em quantidade



10

15

9/10

suficiente para se obter uma concentragao de 20% em massa de enzima

em relacao a mistura reacional.

Esta mistura foi alimentada a um reator de alta presséao (de 5 a 200

bar) de 100 mL. O reator foi fechado e alimentado com 60 mL de GLP,

ajustando-se a temperatura do meio reacional para 40°C.

Nestas condigles, as conversdes de acido oleico em oleato de etila

foram aquelas apresentadas na tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Conversoes obtidas com as diferentes formas de apresentagdo

da enzima.

Forma de
apresentagao da

enzima

Conversoes obtidas (%)

Penicillium
brevicompactum 28f3
(nimero de acesso no IDA
Canada 071113-04)

Rhizomucor miehei
(nimero de acesso no
[DA Canada 071113-01)

Farelo bruto (PES)

23,1 28,5
seco em estufa
Farelo bruto (PES)
247 26,5
liofilizado
Extrato precipitado
30,9 28,7
liofilizado
Extrato bruto
32,8 26,1
liofilizado
Enzima imobilizada 247 27,2

- Dosagem da atividade enzimatica de esterificacao:

A atividade das enzimas de Penicillium brevicompactum 28f3

(nimero de acesso no IDA Canada 071113-04)e Rhizomucor miehei

(numero de acesso no IDA Canada 071113-01) é quantificada pelo

consumo de acido na reacdo de esterificagdo entre o acido oleico e o

etanol com razdo molar acido-alcool de 1:1 a temperatura de 40°C.

A enzima estava presente a 2% p/p e foi mantida sob agitacdo de
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100rpm por 10 a 50 minutos.

A reacao é iniciada pela adicdo da enzima ao meio reacional, em
agitador rotativo. Aliquotas de 500 pL, em triplicata, foram retiradas do
meio reacional no tempo zero e apdés o tempo adequado de reagdo
(variando de 5 a 60 min., dependendo do tipo de enzima e da eficiéncia de
imobilizagao), foram diluidas em 20 mL de acetona:etanol (1:1). As
aliquotas foram utilizadas para titulaggdo contra uma solucdo de NaOH
0,045N e determinagao da concentragao de acido oléico consumido.

A quantidade de acido oleico consumido foi determinada por
titulacdo com NaOH 0,045N. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima que conduz ao consumo de 1 umol de acido oleico
por minuto nas condi¢cbes experimentais descritas.

A seguinte equagao foi empregada para o calculo da atividade da
lipase:

Atividade (U/g) = [(V°naon) = (Vtw)] x N x 10 x Vit

txmaxV,

Em que:

V° = volume de hidréxido de sédio gasto na titulagdo da amostra no
tempo zero (ML),

V' = volume de hidroxido de sédio gasto na titulagdo da amostra
apos o tempo de reagéo (mL),

N = normalidade da solugado de hidroxido de saédio,

V; = volume total,

t = tempo de reacgéo (min),

ma = massa de enzima utilizada na reacao (g),

V, = volume da aliquota,

1U = 1umol de acido/minuto.

A atividade da enzima € determinada antes e apds as reagdes em
todos os experimentos realizados, objetivando o acompanhamento da

alteracado da sua atividade quando submetida ao GLP pressurizado.
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REIVINDICACOES

1. Processo para a esterificacao de cargas vegetais caracterizado pelo

fato de compreender a reacao de uma corrente de acidos graxos livres
com uma quantidade estequiometrica ou excesso de um alcool em um
solvente gasoso pressurizado utilizando catalise enzimatica.

2. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de

que a corrente de acidos graxos consiste em acidos graxos livres de
cadeia carbdnica variando de C4 a C,4, saturadas ou insaturadas, na forma
pura ou em misturas de quaisquer propor¢cdes ou misturas de acidos
graxos livres e triglicerideos.

3. Processo, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de

que o alcool é um alcool alifatico de cadeia curta selecionado do grupo que
consiste em metanol, etanol, n-propanol, n-butanol ou misturas dos
mesmos.

4. Processo, de acordo com qualguer uma das reivindicacbes 1, 2 ou 3,

caracterizado pelo fato de que a razdo molar do acido em relagcdo ao

alcool varia de 1:1 a 1:6.

5. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de

que o solvente gasoso pressurizado consiste em metano, etano, eteno,
propano, propeno, n-butano, iso-butano, iso-buteno e pentano pressuriza-
dos e liquefeitos ou a mistura destes gases em diferentes proporgoes.

6. Processo, de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo pelo

fato de que o solvente gasoso pressurizado é o gas liquefeito de petroleo
(GLP).

7. Processo, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de

que a catalise enzimatica é realizada por lipases microbianas, purificadas
Ou nao.

8. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de

que as lipases microbianas sdo selecionadas do grupo que consiste nas

lipases de Candida antarctica, Yarrowia lipolytica, Pichia pastoris,
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Penicillium brevicompactum, Rhizomucor miehei, Penicillium sp., Candida
sp., Rhizomucor sp., Thermomyces sp. e Yarrowia sp.
9. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 7 ou 8,

caracterizado pelo fato de que as lipases microbianas estdo na forma livre

ou imobilizadas em suportes insoluveis.
10. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 7, 8 ou 9,

caracterizado pelo fato de que as lipases microbianas sao obtidas a partir

de microorganismos selvagens ou por meio da técnica do DNA
recombinante.
11. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 7, 8, 9 ou

10, caracterizado pelo fato de que a enzima esta presente na faixa que

varia de 1 a 50% (m/m) em relagdo a carga de 6leo e alcool.

12. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 11,
caracterizado por ser executado no modo em batelada ou continuo.

13. Processo, de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado pelo fato
de que, quando executado no modo em batelada, a adigdo do alcool é
realizada em modo batelada alimentada.

14. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbées 1 a 13,

caracterizado pelo fato de que é conduzido em um reator fechado com

controle de temperatura e pressao por um intervalo de tempo que varia de
0,5 a 24 h, sob agitacao.

15. Processo, de acordo com a reivindicacdo 14, caracterizado pelo fato

de que a temperatura varia na faixa de 20 °C a 80°C.

16. Processo, de acordo com a reivindicacao 14, caracterizado pelo fato

de que a pressao varia na faixa de 5 a 200 bar.

17. Processo, de acordo com a reivindicacao 11, caracterizado pelo fato

de que a velocidade de agitagao varia na faixa de 100 a 1500 rpm.

18. Processo, de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo fato

de que os ésteres obtidos sdo recuperados pela despressurizacdo da

corrente de saida do reator.
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RESUMO
PROCESSO PARA A ESTERIFICAGAO DE CARGAS VEGETAIS
A presente invencido descreve um processo para a esterificacdo de
cargas vegetais, o qual compreende a reagdo de uma corrente de acidos
graxos livres com uma quantidade estequiométrica ou excesso de um

alcool em um solvente gasoso pressurizado utilizando catalise enzimatica.
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