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O crescente consumo de energia, bem como a possibilidade de esgotamento
dos recursos ndo renovaveis, tem fomentado a busca de fontes de energia
alternativas. O biodiesel € um biocombustivel obtido a partir de fontes
renovaveis e a sua utilizagdo permite reduzir as emissfes de gases com efeito
de estufa. Nos ultimos anos tem-se produzido biodiesel a partir de 6leos
alimentares usados (OAU), sendo que com esta aplicacdo valoriza-se um
residuo e simultaneamente produz-se um combustivel “verde”. O biodiesel é
produzido através das reacdes de transesterificacdo e/ou esterificacdo entre
triglicerideos e/ou acidos gordos livres e um &lcool, na presenca de um
catalisador. O rendimento do processo esta estritamente relacionado com o
tipo de catalisador e as condi¢Bes que este opera.

O principal objetivo do presente trabalho consistiu na avaliacdo do efeito de
alguns parametros operacionais no desempenho de uma lipase imobilizada
(Novozyme® 435), nomeadamente: (i) indice de acidez do dleo, (ii) razéo
massica de enzima/6leo e (iii) método regeneracéo da enzima com vista a sua
reutilizacdo. Também foi objeto de estudo do presente trabalho a produgcédo em
continuo, num (bior)reator tubular de leito fixo, de ésteres metilicos de &acidos
gordos (FAME) usando a referida enzima.

Registou-se um aumento rendimento em com o incremento do indice de acidez
do 6leo usado, o0 que indicia que a enzima catalisa simultaneamente as
reagOes de esterificacdo e transesterificacdo. Relativamente a razdo massica
de enzimal/éleo, dentro da gama testada verificou-se um aumento do
rendimento em FAME com a concentragdo da enzima em meio reacional. Dos
varios solventes testados, a aplicacao de solvente tert-butanol na regeneragéo
(com incubacéo) da enzima foi o que melhores resultados teve. Finalmente,
os resultados obtidos no ensaio de producdo de FAME num biorreator
continuo sdo motivadores, criando expectativas de uma possivel aplicacao

industrial no futuro.
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The increasing energy consumption and the non-renewable resources
depletion has encouraged the search for alternative energy sources. Biodiesel
is a biofuel obtained from renewable sources which utilization allows aiming
the reduction on greenhouse effect gases emissions. In the last few years,
biodiesel has been produced from used cooking oil, since this application
promotes the valorization of a waste and the production of a green fuel,
simultaneously. Biodiesel is produced through transesterification reactions
and/or esterification between triglycerides and/or fatty acids and an alcohol, in
the presence of an appropriate catalyst. The efficiency of the process is strictly
related with the type of catalyst and the operational conditions.

The main goal of this study was to evaluate the effect of some operational
parameters in an immobilized lipase’s performance (Novozyme® 435), namely:
(i) oil's acidity index, (ii) enzyme/oil mass ratio and (iii) applied treatment on
the enzyme regeneration stage, in order to reutilize it. It was also a goal to
study the production in a continuous regime, in a fixed bed bio(reactor), of fatty
acid methyl esters (FAME) using the referred enzyme.

It has been registered an increased efficiency on FAME with the oil acidity
index rise, which indicates that the enzyme catalyzes simultaneously both the
esterification and transesterification reactions. Concerning the enzyme/oil
mass ratio , within the tested range, an increase was registered on FAME
efficiency with enzyme concentration in the reactional medium. Among several
solvents tested on enzyme washing, tert-butanol was the one with the better
performance. Finally, the results obtained from the FAME production on a
continuous bioreactor essay are motivating, creating some expectations on its

possible future application at an industrial level.
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1 Introducao

1.1 Motivacéo e relevancia do tema

O destino final dos 6leos alimentares usados (OAU) de uso doméstico e industrial € um
problema crescente em Portugal e em todo o mundo. A presenca de OAU no meio
ambiente provoca problemas de maus cheiros e impactes negativos ao nivel da fauna e
flora. A sua descarga nas redes de saneamento publicas pode ainda conduzir a problemas
de obstrucdo de canalizagfes e corrosdo das tubagens. Em Portugal, desde 2009, existe
legislacdo (Decreto-Lei n.° 267/2009 de 29 de setembro ) que regulamenta o destino dos
OAU.

A semelhanca de outros residuos, os OAU tém sido encarados como um “recurso”, a partir
do qual é possivel produzir biocombustiveis. Este facto constitui uma alternativa renovavel,
que resolve simultaneamente dois problemas ambientais: a valorizagdo de residuos e a

diminuicdo da dependéncia energética de combustiveis fosseis.

Os biocombustiveis sédo fontes de energia renovaveis de origem biolégica e, a semelhanca
dos outros combustiveis, sao materiais usados na conversdo energética. Os
biocombustiveis podem ser de diversos tipos: bioetanol, biogas, biodiesel, entre outros. O
biodiesel esta sob pesquisa, nomeadamente ao nivel da sua producdo, devido a sua
menor contribuicdo para emissé@o de gases efeito de estufa e excelentes caracteristicas
gquimicas, tais como, combustivel ndo toxico, biodegradavel e isento de enxofre (Nie et
al.2006; Yaakob et al.2013). Além disso, o biodiesel pode ser utilizado em qualquer motor

a diesel convencional, ao contrario dos combustiveis de origem fassil (Yaakob et al.2013).

Atualmente, as principais matérias-primas usadas na producdo de biodiesel a escala
industrial sdo sobretudo Oleos virgens (e.g. colza, palma, etc.). Além destes, sdo
necessarios um alcool e um catalisador (geralmente o hidroxido de sédio ou de potassio).
O processo produtivo convencional é relativamente eficiente do ponto de vista de
rendimento da reacao, mas origina elevados volumes de aguas residuais, subprodutos
contaminados e o consumo/desperdicio do catalisador, por ser economicamente inviavel a

sua recuperacao para posterior reutilizacéo.




A comunidade cientifica tem vindo a desenvolver investigagédo nesta area, com o propdsito
de desenvolver outras alternativas de producdo de biodiesel que ultrapassem as

desvantagens da “via convencional” anteriormente referidas.

1.2 Objetivos e estrutura da dissertagao

Com o presente trabalho pretende-se valorizar um OAU, utilizando-o como matéria-prima
na producdo de biodiesel por catalise enzimatica (ou biocatalise). A catélise da reacao
envolvida na sintese deste biocombustivel, constitui uma varidvel que podera ser
otimizada, e o presente trabalho pretende dar uma contribuicdo nessa investigacao. Assim,
sera estudado o desempenho de um catalisador enzimatico (Novozyme®435). Perspetiva-
se otimizar as condi¢cdes do processo com vista a reducao dos consumos energéticos, a
minimizacédo da contaminacéo de subprodutos e de efluentes gerados.

No presente trabalho, pretende-se:

e avaliar a influéncia das variaveis operatérias: indice de acidez do OAU, razao
massica enzima/ OAU no rendimento da reacao;
e selecionar o método regeneracdo da enzima com vista a sua reutilizacao;

e produzir o biodiesel num sistema continuo, em reator de leito fixo.

Com vista a atingir os objetivos propostos, iniciou-se este trabalho com uma reviséo a
bibliografia existente, no que diz respeito a producéo de ésteres metilicos (ou etilicos) de
acidos gordos, e que se apresenta no Capitulo 2. No terceiro capitulo é apresentado o
procedimento e planeamento experimental, tendo como referéncia os estudos realizados
por outros autores. Os resultados experimentais obtidos neste trabalho e sua discusséo
séo apresentados no Capitulo 4. Por fim, no Capitulo 5, sdo tecidas as consideracgdes finais

deste trabalho e séo feitas sugestfes para futuros trabalhos.




2 Producéo de ésteres metilicos de acidos gordos

2.1 Introducao

Na valorizacdo de residuos orgénicos é possivel obter biocombustiveis como o biogas,
biodlcoois e o biodiesel. Nesta valorizacdo resolvem-se simultaneamente diversos
problemas ambientais, entre eles a diminuicdo da dependéncia de energética de origem
féssil, e consequentemente sdo reduzidos os indices de poluicdo atmosférica, e a

valorizagdo de um residuo em detrimento da sua eliminagéo.

Segundo a Diretiva 2003/30/CE, entende-se por biodiesel, os ésteres metilicos (ou etilicos)
de acidos gordos derivados de 6leos ou gorduras, de qualidade de combustivel para motor
diesel.

Como fonte de acidos gordos para a obtencado de biodiesel existem as gorduras animais
(e.g. sebo), os Oleos de fritura e as sementes oleaginosas (e.g. cardo, girassol, a colza,
sésamo, palma, etc.). SAo varios os processos gue tém vindo a ser desenvolvidos para o

aproveitamento de 6leos vegetais como combustivel, tais como:

e a microemulsdo - uma alternativa que permite diminuir a viscosidade dos 6leos
através da adicao de solventes;

e condi¢Bes supercriticas — aplicam-se quando se pretende suprir a utilizagdo de
catalisadores nas reagdes de transesterificagdo, nomeadamente os quimicos, a
purificacdo dos produtos de reacdo torna-se facilitada;

e a pirdlise ou craqueamento térmico - uma reacdo de decomposicao térmica,
geralmente provocada pela auséncia de oxigénio;

e aesterificacdo - uma reacao quimica reversivel na qual um acido carboxilico reage
com um alcool produzindo um éster (combustivel) e agua;

e a transesterificagdo - reacdo entre um Aalcool de os triglicerideos tendo como
produtos ésteres de &cidos gordos (combustivel), e glicerol. Esta reacdo é
normalmente catalisada por catalisadores quimicos ou biol6gicos (Felizardo et
al.2006).

Dos processos anteriores, a reacdo de transesterificagcdo é mais comumente usada na
producdo de biodiesel. A presenca de mono-, di- e/ou triglicerideos na mistura reacional
final, compromete a qualidade do biodiesel obtido, evidenciando que a reacéo de
transesterificacdo ndo foi completa. Para que a referida reacdo tenha o rendimento

maximizado é necessario ter em consideracao varios fatores, sendo o catalisador e o alcool




usado os mais relevantes. Estes fatores afetam néo s6 a extenséo da rea¢éo, mas também
a qualidade do produto final, uma vez que facilitam ou dificultam a separacdo dos produtos
da reacdo. Os é&lcoois usados normalmente sdo os de cadeia curta, como 0 metanol e 0

etanol por serem mais reativos.

A mistura reacional é processada em reatores, onde deverdo ser mantidas condigées
Otimas para que o catalisador apresente 0 maximo de sua atividade catalitica. Estes
catalisadores  podem ser homogéneos, heterogéneos ou enzimaticos, também
denominados de biocatalisadores, que podem encontrar-se imobilizados ou ndo (vide

seccdo 2.3.2) .

Atendendo a que o trabalho desenvolvido nesta dissertacdo envolveu o estudo de diversos
parametros que influenciam a producéo de biodiesel por biocatélise, nas se¢fes seguintes
apresenta-se o estado da arte referente a reagdo de transesterificacao e esterificagdo (vide
secdo 2.2), os catalisadores (vide secéo 2.3) e os biorreatores (vide secgdo 2.6) possiveis

de utilizar, bem como outras variaveis processuais relevantes.

2.2 Reac0es de transesterificacao e esterificacéo

O biodiesel é normalmente produzido através da reacdo de transesterificacao,
esquematizada na Figura 2.1. Esta reagdo ocorre entre triglicerideos e &lcoois de cadeia
curta, sendo esta geralmente catalisada, originando a formacéo de ésteres monoalquilicos
de &cidos gordos (correntemente denominados de FAME — Fatty Acid Methyl Ester ou
FAEE — Fatty Acid Ethyl Ester, consoante o alcool seja metanol ou etanol, respetivamente)
e glicerol. Os catalisadores por sua vez, podem ser homogéneos (acidos ou alcalinos),
heterogéneos (6xidos metalicos, etc.) e enzimas (imobilizadas ou ndo) (Fu & Vasudevan
2009).

HaC=0C0R, RaCOOR H;C—0H
catalisador + E
HC—OCOR; + 3R4—OH —— ~ R COOR, + HC—OH
. +
alcool
HaC—OCOR; RyCOOR, HzC—0H
triglicerideos gsteres glicerol

Figura 2.1. Reacéo geral de transesterificacdo para producéo de biodiesel (Moreira A. 2009).

Na Figura 2.1, os grupos Ri, Rz, e Rs correspondem a cadeias de acidos gordos, sendo as

mais comuns a palmitica, estearica, oleica, linoleica e linolénico (Moreira A. 2009).




Estas cadeias sdo designadas por uma letra e dois numeros (acronimo comum). O primeiro
refere-se ao nimero de atomos de carbono presentes na cadeia, e o segundo refere-se ao

namero de ligacdes duplas.

Na Tabela 2.1, encontram-se listados o peso molecular, o ponto de fusdo destes &cidos
gordos e dos respetivos ésteres metilicos. E de salientar que quanto maior o grau de
insaturacdo, menor o ponto de fusdo do éster metilico. Esta caracteristica é especialmente
importante quando se pretende comercializar o biodiesel em paises cujas temperaturas

ambiente sdo inferiores as temperaturas de fusdo de alguns dos ésteres que o constituem.

Tabela 2.1. Estrutura quimica e caracteristicas dos acidos gordos mais comuns e seus

ésteres metilicos (Moreira A. 2009).

Acido go,r_do/ester Férmula quimicat Acronimo Peso Por~1to (()je
metilico comum | molecular | fuséo (°C)
Acido palmitico 256,428 63-64
) ) R-(CH2)14-CH3 C 16:0
Metil palmitato 270,457 30,5
Acido estearico 284,481 70
. R-(CH2)16-CH3 C 18:0
Metil estereato 298,511 39
Acido oleico R-(CH.)7-CH=CH- 282,465 16
. c18:1
Metil oleato (CH2)7-CHs 296,495 -20
Acido linoleico R-(CHz)7-CH=CH-CH,- 280,450 -5
— i C 18:2
Metil linoleato CH=CH-(CH2)4-CHs 294,479 -35
Acido linolénico ) (CH=CH- 278,434 -11
R-(CHy)7-(CH=CH C 18:3
Metil linoleneato CHz)3-CHs 292,463 -52

A reacdo de transesterificagdo ndo é elementar, sendo constituida por varias reacoes
consecutivas, onde os triglicerideos (TGs) sé@o convertidos em diglicerideos (DGs), estes
sdo depois convertidos em monoglicerideos (MGs) e, finalmente, estes Ultimos sao

convertidos em ésteres de acidos gordos, de acordo com o esquema da Figura 2.2.

1 Para os acidos gordos R= COOH e para os ésteres metilicos R=COOCHs.




k
Triglicerideos (TGs) + R'OH ———k;‘- Diglicerideos (DGs) + R'COOR;
ks

Diglicerideos (DGs) + R'OH T Monoglicerideos (MGs) + R'COOR,

ks
Monoglicerideos (MGs) + R'OH e Glicerol (GL) + R'COOR3

Figura 2.2 Esquema geral das etapas de transesterificagdo de um triglicerideo (Rosset I.
2011).

S&o varios os parametros que influenciam o rendimento da reacdo de transesterificacao,
nomeadamente: o tipo de 6leo usado, o catalisador usado (homogéneos, heterogéneos e
enzimatico), o peso molecular do alcool, a relacdo estequiométrica estabelecida entre
alcool e oleo vegetal/residual, a temperatura a que decorre a reacdo, o grau de pureza dos
reagentes (principalmente o teor em agua) e o indice de &cidos gordos do 6leo vegetal
(Rosset . 2011).

O biodiesel, tanto pode ser obtido pela reacdo transesterificacéo de triglicerideos presentes
em Oleos vegetais e gorduras animais, como pela esterificacdo de acidos gordos livres,
AGL (Figura 2.3). Esta ultima é comumente usada na etapa de pré-tratamento dos 6leos
(virgens ou usados), para areacdo de transesterificacao via catalise bésica, para converter
os acidos gordos livres em ésteres; dessa forma evitando a saponificacdo, especialmente
guando o teor de acidos gordos livres é superior a 3%.

R-CO-OH + Ri-OH <+———= R-CO-O-R, + H,0

cat.

acido gordo livre alcool éster dgua

Figura 2.3 Reacdo geral de esterificagcdo de um &cido gordo (Rosset I. 2011).

Em geral, a reacdo de esterificagdo de acidos gordos € menos complexa do que a
transesterificagdo de triglicerideos. Isso porque a esterificacdo de &cidos gordos ocorre em
uma Unica etapa (vide Figura 2.3), enquanto na transesterificacdo de triglicerideos

consistem em trés etapas (vide Figura 2.2).
Industrialmente é usado o acido sulfarico na catélise da reagéo de esterificagdo.

A etapa de pré-tratamento anteriormente referida pode ser prescindivel caso seja usado
um catalisador capaz de catalisar ambas as reacdes (transesterificacéo e esterificacao),

convertendo TGs e os acidos gordos livres a ésteres de acidos gordos.




Os alcoois, geralmente sdo usados em excesso para permitir deslocar o equilibrio da
reacdo (ambas as reacdes descritas anteriormente) no sentido da formacéo do produto.
Estes séo alcoois simples, de baixo peso molecular, tais como o metanol, etanol, propanol
e butanol. Entre os &lcoois mencionados, os mais utilizados sdo o metanol e o etanol, um
vez que o rendimento da transesterificacdo decresce com o aumento da cadeia de élcool
(Antczak et al. 2009).

2.3 Catalisadores

A reacédo de transesterificacdo € muito lenta, motivo pelo qual se recorre normalmente a
utilizacdo de um agente que a acelere. Este agente é denominado de catalisador, sendo
uma substéncia que aumenta a velocidade de uma reacdo, sem sofrer alteracdes
permanentes na sua estrutura. O catalisador a usar deve ser adequado ao tipo de 6leo a
transesterificar, uma vez que este influencia tanto o rendimento como a velocidade da
reacdo (Melo 2012).

Como foi referido anteriormente, os catalisadores utilizados na reacao de transesterificacdo

podem ser quimicos e enzimaticos, e na Tabela 2.2 é feita uma comparagao entre ambos.
Tabela 2.2 Comparacédo dos catalisadores quimicos e enzimaticos (Lee et al.2011).

Catalisadores

Caracteristica quimicos Enzimas
Especificidade ao substrato Baixa Alta
Natureza de estrutura Simples Complexa
Sensibilidade & temperatura Baixa Alta
CondigBes de reagao (T e pH) Drasticas Suaves
Custo de obtencao (isolamento e Moderado Al

purificacao)

Natureza do processo

Descontinuo e

Descontinuo e

continuo continuo
Consumo de energia Alto Baixo
Formag&o de subproduto (glicerol) Alta Baixa
Alta Baixa

Velocidade de reacdo




2.3.1 Quimicos

Embora, a catalise quimica seja que a se encontra amplamente aplicada ao nivel industrial,
devido ao seu alto rendimento, o processo apresenta alguns inconvenientes, tais como o
consumo elevado de energia, inadequacdo a Oleos com alto teor de &cido gordos livres,
elevado grau de contaminacdo do subproduto glicerol, elevado consumo de &gua na
purificacdo dos FAME, recuperacao para posterior reutilizacéo do catalisador (homogéneo
alcalino) economicamente invidvel, e necessidade de tratamento de um volume
significativo de aguas residuais alcalinas (Bajaj et al.2010; Royon et al.2007; Wang &
Zhang 2010; Da Rés et al.2010).

Com o objetivo de minimizar varios destes inconvenientes, tem vindo a ser desenvolvidos
e publicados diversos trabalhos cientificos de aplicacdo de biocatalisadores na produgéo
de biodiesel. Dependendo do rendimento conseguido com este tipo de catalisadores,
podera ser prescindivel a etapa de lavagens (com agua) dos ésteres de acidos gordos, e
consequentemente nao € necessario o tratamento de aguas residuais (Bajaj et al.2010;
Dossat et al.1999; Halim et al.2009). Para além disso, pode haver diminuicdo de gastos
com energia e a minimizagéo da degradacéo térmica dos compostos, quando comparado

com as via quimica tradicional (Royon et al.2007).

Uma das maiores razfes de sucesso ou fracasso do processo de producéo de biodiesel
est& no tipo e catalisador usado. Na Tabela 2.3 resumem-se algumas das vantagens e

desvantagens de diferentes tipos catalisadores quimicos usados na producéo de biodiesel.




Tabela 2.3 Vantagens e desvantagens dos catalisadores quimicos usados na producédo de
biodiesel (Yu et al. 2010; Teixeira J. 2011; Oliveira B. 2010; Lam et al. 2010).

Catalisador  Vantagens Desvantagens
quimico
N&o catalisa a reacao de
Elevada atividade catalitica na esterificacdo; exigéncia de baixo
e reacao de transesterificacéo; teor de AGL; condi¢des anidras;
_S 'c—g baixo custo do quimico; tempos exigéncia de elevada razdo molar
E < de reacédo baixos; condi¢Ges de de alcool/ 6leo; formacéao de
> =2 =
o reacdo moderadas emulsdes; elevado volume de
g aguas residuais a tratar
= ~
B Elevadas temperaturas de reacao;
Z o) I X A-
) N e ongos tempos de reacao; fraca
S Catalisa a reacédo de esterificagéo . g P " ¢
T atividade catalitica na
transesterificagéo
o
2
-8 o Limitacdes difusionais Recuperacdo economicamente
E g “inexistentes”; baixo custo inviavel
Q = o
c © T
o c
o .8
[%2]
= 8 §
o = - . o e
o 'S Facilidade de separacéo; vida util  LimitagBes de difuséo; elevado
+— (@] .
4 3 mais longa custo.
(]
T

No sentido de ultrapassar as limitagbes/desvantagens dos catalisadores quimicos
empregues na producdo de biodiesel, tém sido desenvolvidos diversos trabalhos de
investigacdo com catalisadores enzimaticos. A aplicagdo destes encontra-se ainda a
escala laboratorial e piloto. Na seccao seguinte apresenta-se informag¢éo mais detalhada

sobre 0s mesmos, visto que eles séo de particular interesse para o presente trabalho.

2.3.2 Enziméticos

Os catalisadores enziméaticos, ou biocatalisadores, sédo catalisadores biolégicos de
natureza proteica, constituidos por longas cadeias de aminoacidos, unidos por ligacbes

peptidicas, segundo um arranjo tridimensional.

A funcdo de um catalisador é acelerar a velocidade de uma reacéo, através da diminuicao

da energia ativacdo da mesma, sem alterar a termodinamica envolvida. A velocidade é




medida pela quantidade de substrato consumido que é dependente da temperatura e do
pH a que é realizada, i.e., quanto maior for a temperatura, maior sera a velocidade de
reacdo. Porém, na catélise enzimética este aumento de temperatura atinge um ponto
“6timo”, a partir do qual a velocidade da reacdo comeca a diminuir por desnaturacao das

enzimas (Felizardo et al. 2006).

Grande parte do poder catalitico das enzimas deve-se a sua capacidade de interagirem
com o substrato na formagdo dos complexos enzima-substrato (ES). As enzimas séo
moléculas muito grandes, que tém um centro ativo semelhante a uma cavidade onde a
reacao ocorre. O substrato, a molécula sobre a qual a enzima age, encaixa-se na cavidade
da enzima como “uma chave se encaixa huma fechadura”. No entanto, ao contrario de uma
fechadura comum, a molécula de proteina distorce-se ligeiramente quando a molécula de
substrato se encaixa. A capacidade da realizacdo da distor¢o correta é determinante para
0 sucesso da catdlise (vide Figura 2.4 A). Esse refinamento do modelo original chave-
fechadura é conhecido como mecanismo de ajuste induzido da acdo enziméatica (vide
Figura 2.4 B). O produto é libertado na etapa seguinte ficando a enzima livre para receber
a(s) (s) molécula(s) do substrato (Atkins & Jones 2006).

b A enzima altera ligeiramente a sua
| Substrate Substrato forma a medida que o substrato se liga

Centro activo /

Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o

y / ‘ centro activo da enzima  enzima/substrato enzima/produto centro activo da enzima
me

(B) Modelo encaixe induzido

o, ®/

c:>

(A) Modelo chave fechadura

Figura 2.4 Modelos de interagdo do substrato com a enzima.: (A) modelo de chave e

fechadura; (B) modelo de encaixe induzido (Neto P. 2002).

A atividade da enzima € destruida se um substrato estranho se ligar muito fortemente ao
centro de reagdo, porque este fica bloqueado e deixa de estar disponivel para o substrato.
Além disso, a atividade enzimatica pode ser diminuida, por compostos inibidores, de uma
forma irreversivel (modificacdes quimicas da molécula enzimatica, levando a uma

inativacéo definitiva) ou reversivel (apos a dissociagdo com o inibidor, a enzima retorna a
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sua atividade). A inibicao reversivel pode ser de trés tipos (Rosset I. 2011; Atkins & Jones
2006):

i.  Competitiva — quando o inibidor compete com o substrato pelo centro ativo da
enzima, quando ambos apresentam estruturas semelhantes. A inibicdo depende da
concentracao e afinidade relativas da enzima para o substrato e para o inibidor;

ii. N&o competitiva — quando o inibidor se liga & enzima num sitio préprio, podendo
este estar ligado ao mesmo tempo que o substrato. O grau de inibicdo, neste caso,
depende da concentracao do inibidor e da sua afinidade com a enzima;

iii.  Mista— provocam a diminuicdo simultdnea da afinidade da enzima para o substrato

e da velocidade maxima da reacao.

Ao contrario dos catalisadores quimicos, as enzimas sdo muito seletivas e catalisam as
reacbes em condicbes muito simplificadas, geralmente em solugbes aquosas neutras
(Neve et al. 2006). Existem ainda outras limitacdes a catalise enzimética, como a agitacao
(ndo deve ser demasiado elevada, para nao provocar a inativacdo da enzima) e o tipo

alcool a usar no processo, no caso da sua aplicacao na producéo de biodiesel.

Relativamente ao alcool, normalmente os problemas colocam-se com o de cadeia mais
curta, i.e., 0 metanol desnatura as enzimas usadas na catalise da(s) reagcédo(des) de
producao de biodiesel. Na seccédo 2.3.2.3 este tema sera discutido com maior detalhe.

2.3.2.1 Caracterizacao e classificacdo das enzimas

As enzimas podem ser produzidas por via animal, vegetal e microbiana. Contudo, séo as
fontes microbianas que possuem maior relevancia a nivel industrial, sendo possivel a

producao realizar-se ao nivel extra ou intracelular.

As enzimas microbianas extracelulares sao retiradas do meio de cultura e posteriormente
purificadas, enquanto que as intracelulares distinguem-se por serem retiradas de dentro ou
das paredes das células (Robles-Medina et al. 2009). Atualmente, também se produzem
as chamadas enzimas recombinantes, que resultam da incorporacdo do gene pretendido

(produtor da enzima) no microrganismo hospedeiro (Silva W. (2013)).

O desempenho das enzimas é avaliado através da sua atividade. A atividade catalitica
depende do tempo e das condi¢des em que ocorre a reacdo. A unidade internacional de
atividade enzimatica corresponde a quantidade de enzima que catalisa uma reacdo com
velocidade deformacgdo de 1 umol de produto por minuto, e é designada por “U” (Melo
2012).
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As enzimas sao classificadas de acordo com o composto sobre o qual atuam ou o tipo de
reagdo que catalisam, contendo sempre a terminacao, “ases” na sua nomenclatura. Devido
ao numero de enzimas conhecidas, a Unido Internacional de Bioquimica (IUB) criou um
sistema de divisdo onde estabeleceu seis classes de enzimas, de acordo com o tipo de
reacdo quimica que catalisam (Chang & Goldsby 2013; Rosset I. 2011). A classifica¢éo
resultante encontra-se na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Classificacdo das enzimas segundo a Unido Internacional de Bioquimica
(Rosset I. 2011; CHANG 2006; Neto P. 2002).

Classe de enzimas Algumas subclasses Tipo de reacdo
_ Desidrogenases; oxidases e . . .
Oxirredutases Reac6es de oxirredugéo
redutases

Transferéncia de grupos

Transferases Quimases; transaminases o )
guimicos entre moléculas
Reacéo de hidrélise —
o Lipases; nucleases; formacéo de ésteres, amidas,
Hidrolases i i
protéases lactonas, lactamas, anidridos,

glicosideos

Formacgé&o de novas
. Aldolases; transaldolases; _
Ligases o _ moléculas por ligagédo de
glicosidases; ransaminases o

duas ja existentes

Reac0es de interconversao
Isomerases Epimerases entre isbmeros 6ticos ou

geomeétricos

Destas classes de enzimas, as lipases sado as que tém aplicacdo no processo de producao
de biodiesel, podendo -catalisar simultaneamente as reacdes de esterificacdo e
transesterificagdo, i.e., a conversdo de &acidos gordos livres e triglicerideos,

respetivamente, a ésteres de acidos gordos.

As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e podem ser
produzidas por fermentacdo usando varias espécies de microrganismos, tais com 0s
fungos Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp., por leveduras de Tulopis
sp. e Céandida sp. e bactérias como Pseudomonas sp., Achromobacter sp. e
Staphylococcus sp (Tosa M. 2000; Li et al. 2012).
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Do ponto de vista econdmico, e para aplicacdo industrial, as lipases produzidas por
microrganismos séo preferiveis as de fontes animais e vegetais, devido ao alto custo do

seu isolamento (Christopher & Zambare 2014; Sharma et al. 2001).

Com base na sua especificidade e seletividade, as lipases podem ser divididas em trés
classes: regioespecificas, especificas do tipo de &acido gordo e especificas para uma
determinada classe glicerideos (mono-, di- ou triglicéridos). Em termos de
regioespecificidade, i.e., a posi¢do da ligacao éster, as lipases foram classificadas em:

i. sn 1,3 especifica - hidrolisa ligacdes éster nas posicées R1 ou R3 dos

triglicerideos;
ii. sn-2-especifico - hidrolisa ligacdo éster na posicdo R2 dos triglicerideos;
iii.  inespecifica - ndo distingue as posic¢oes de ligagbes éster a ser

separadas/hidrolisadas.

Muitos trabalhos foram publicados na literatura sobre o uso de enzimas para a producgao
de biodiesel. Na Tabela 2.5 apresentam-se alguns onde foram usadas lipases no processo
de producao de biodiesel.

Tabela 2.5 Exemplos de lipases usadas na produc¢do de biodiesel (Gog et al.2012).

Lipase Matéria prima Alcool Rendimento Referéncia
(%)

Rhizopus oryzae Oleo de soja Metanol 80-90 Shimada et al.1999
Pseudomonas cepacia | Oleo de soja Metanol 80 Fukuda et al.2001
Céandida cylindracea Oleo Palma Metanol 78 Park et al.2004
Chromobacterium Oleo de Jatrofa Etanol 73 Shah et al.2004
viscosum )
Mucor miehe Oleo Palma Metanol 454 Al-Zuhair et al.2006
Pseudomonas cepacia | Oleo de Jatrofa Etanol 70 Shah et al.2007
Aspergillus oryzae Acido oleico Metanol ~95 Chen et al.2006
Thermomyces Oleo de soja Etanol 96 Wada et al.2008
lanuginosus )
Candida antarctica Oleo semente de  Metanol 97 Royon et al.2007

algodao

Numa andlise a Tabela 2.5 conclui-se que as lipases podem ser usadas numa vasta gama
de 6leos vegetais, cuja composicdo quimica pode variar significativamente. Este facto,

traduz-se numa ampliacdo das matérias-primas possiveis de utilizar na producdo de
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biodiesel. No entanto, existem varios desafios técnicos que precisam ser superados para
melhorar a viabilidade econdmica do processo, nomeadamente o alto custo das enzimas,
perda de atividade durante o processo de inibicdo da enzima por reagentes e produtos, e
as taxas de reacéo lentas (Christopher & Zambare 2014).

No ambito da viabilidade econdmica da biocatalise, e de modo a torna-la mais competitiva,
reside a possibilidade da reutilizagdo das enzimas. Neste sentido, desenvolveram-se

técnicas de imobilizagdo, onde as enzimas sao “fixadas” em diferentes suportes soélidos.

2.3.2.2 Imobilizacdo de enzimas

A imobilizacdo das enzimas consiste no seu confinamento fisico, no qual sdo mantidas
suas atividades cataliticas, tanto em processos de opera¢do continua ou descontinua
(Volpato G. 2009; Silva W. 2013).

Comparativamente com as enzimas imobilizadas em suporte sélido, as enzimas livres sédo
mais faceis de preparar e apresentam um custo de preparagdo muito menor. No entanto,
as enzimas na forma solavel s6é tém uma unica utlizagdo. Por esta razéo, é
economicamente mais vantajosa a imobilizagdo das enzimas tornando-as uma fase
independente no sistema reacional e possibilitando a sua recolha e reutilizacao (Al-Zuhair,
2007). Na Tabela 2.6 apresenta as principais carateristicas das enzimas na forma livre e
imobilizada (Zhang et al. 2011).

Tabela 2.6 Principais carateristicas das enzimas livres e imobilizadas (Zhang et al. 2011).

Enzima livre Enzima imobilizada

Dificuldade de recuperacéo e reutilizacao; Facil separacéo substrato / produto;

Alto custo, baixa eficiéncia e insoluvel em Facilidade de recuperacéo e reutilizagéo

meio n&o aquoso; do catalisador, o que reduz os custos das

Atividade instavel, influenciada pela enzimas;

temperatura e pH. Possibilidade de ser utilizado em sistemas
continuos;
Atividade estavel em uma ampla faixa de
temperatura e pH.

As técnicas de imobilizagdo de enzimas surgem como uma estratégia promissora, pois
permitem melhorar as suas propriedades, tais como: a estabilidade operacionalidade,
seletividade, especificidade e a reducéo da inibicdo pelos componentes do meio reacional
(Ranganathan et al. 2008).
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De modo geral, os processos de imobilizagdo enzimatica podem ser classificados em duas
categorias:
e Método quimico - a enzima é fixada no suporte por ligacado covalente com
formacgédo de ligacéo cruzada;
e Método fisico- onde sdo usadas interacfes fracas entre a enzima e o suporte ou
a sua (da enzima) retencdo mecanica. Assim, a enzima pode ficar retida no

interior de um gel insoltvel, fibras porosas ou materiais adsorventes

A recuperacdo de lipases imobilizadas depende do tempo de semivida da enzima, que
apos certo tempo precisa de purificacdo antes de ser reutilizada (Souza L. 2010; Xu et al.
2003; Bisatto R. 2012).

2.3.2.3 Protecao, pré-tratamento e reutilizagdo das lipases imobilizadas

Do ponto de vista da cinética quimica, o metanol é o &lcool mais reativo, assegurando
maiores velocidades de reacgédo, e por isso eleito para a producdo de biodiesel. Porém,
quando € implementada a biocatélise (com lipases imobilizadas) o referido alcool ndo é
aconselhavel porque provoca a inativacdo da enzima. Esta desativacao é potenciada pela
imiscibilidade entre os triglicerideos e os alcoois, o que promove o contacto do alcool em
concentracdes mais elevadas com as moléculas de agua que revestem a superficie da
enzima, sendo a consequéncia final a anulacdo do efeito catalitico desta. Além disso, a
polaridade do metanol, tende a remover a agua dos sitios ativos da enzima levando a

enzima a desativacéo (Shimada et al. 2002).

Fu & Vasudevan (2009) descreveram e ilustraram (vide Figura 2.5) o efeito de desativagéo

da enzima imobilizada provocada pelo metanol.
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Figura 2.5. Efeito do metanol (na presencga e auséncia de solvente) nas moléculas de 4gua a

superficie da enzima imobilizada [adaptado (Fu & Vasudevan 2009)].

O grau desativacdo das lipases é inversamente proporcional ao nimero de atomos de
carbono nos alcoois lineares de cadeia curta. Os alcoois que apresentam quatro ou mais
carbonos na sua estrutura verifica-se uma predominéncia da parte apolar, e por isso
apresentam uma menor solubilidade em agua (Mendes et al. 2011). Nestes alcoois a sua
acao na remocdo das moléculas de agua existentes a superficie da enzima (e a sua

consequente inativagdo), descrito anteriormente, é reduzido ou mesmo inexistente.

Com vista a contornar a limitacdo da utilizacdo do metanol na producéo de biodiesel via
catalise enzimatica, encontram-se na literatura dois métodos alternativos:

i. Adicdo de metanol por estagios — onde o metanol é adicionado gradualmente ao
longo do tempo, de modo a assegurar uma concentracdo baixa deste reagente no
meio reacional. No entanto, neste método, as velocidades da reacdo séo baixas o
gue podera inviabilizar a producéo de biodiesel em larga escala (Samukawa et al.
2000);

ii. Uso de um solvente organico — permite simultaneamente ultrapassar duas
limitacdes: (1) aumentar a solubilidade do 6leo e do metanol e (2) limitar a
concentracdo de metanol que rodeia a enzima (vide Figura 2.5). O solvente neste
caso devera funcionar como um agente emulsionante dos dois reagentes (metanol
e 0leo) (Fu & Vasudevan 2009).

Sdao varios os estudos encontrados na literatura que usam o método de adicao de metanol
por estagios (Shimada et al. 2002; Li et al. 2006; Wang & Zhang 2010; Antczak et al. 2009;
Jegannathan et al. 2010; Li et al. 2012), bem como o uso de solventes organicos (Royon
et al. 2007; Nie et al. 2006; Zhang 2003; Liu et al. 2009; Modi et al. 2007; Chen & Wu 2003).
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Noutros estudos foi usada a silica para libertar gradualmente o &lcool e adsorver o glicerol.
Os autores, (Li et al. 2006; Lee et al. 2011), testaram o uso de silica gel na mistura
reacional, com o objetivo de adsorver o glicerol a medida que era produzido. Porém, Melo
S. (2012) testou a silica no seu caso de estudo, do qual conclui que a presenca da silica
no meio reacional conduziu a uma diminuigdo da velocidade da reac&o e do rendimento
em ésteres, tendo concluido que a silica ter4d adsorvido o metanol, ndo o libertando

novamente para o0 meio reacional, tendo sido o reagente limitante.

No caso do método do uso do solvente, e como foi acima referido, a selecdo do solvente
organico adequado é fundamental, sendo que ele deve garantir simultaneamente uma boa
solubilidade dos substratos/ reagentes e manter atividade enziméatica (protegendo a enzima
do metanol). O coeficiente de particdo? (logP) do solvente devera ser superior a 2 (Nie et
al. 2006). Os solventes com valor baixo de logP sao muito hidrofilicos, pelo que terdo uma
acao muito semelhantes a do metanol na remocéo das moléculas de agua da superficie da
enzima, logo séo indesejaveis. Alguns dos solventes organicos testados na producgéo de

biodiesel, via catalise enzimatica, encontram-se resumidos na Tabela 2.7.

Tabela 2.7. Solventes organicos testados na produc¢ao de biodiesel, respetivos coeficientes

de particdo e rendimento em ésteres atingido (Wang & Zhang 2010).

Rendimento

Solvente log P em ésteres
[%0]
Acetona -0,24 40
Benzeno 2 63
Cloroférmio 2 83
Tolueno 2,5 85
Eter de petroleo = 93
Ciclohexano 3,2 94
n-Hexano 3,5 96
n-Heptano 4 94

2 Coeficiente de particdo é dado pela razado entre a concentracdo da substancia na fase organica e

a concentracéo da substancia na fase aquosa.
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Os solventes organicos hidrofébicos (apolares) sdo os mais indicados na
biocatalise(aplicada a producdo de biodiesel), tais como o isoctano, n-heptano, éter de
petroleo, n-hexano e ciclo-hexano. Contudo, como glicerol € polar acaba por permanecer
no reator, causando 0s mesmos problemas no sistema como se nao existisse solvente. Ja
0s solventes organicos hidrofilicos, como o tert-butanol e a acetona, dada a sua polaridade
acabam por inibir os efeitos negativos do alcool e do glicerol, atingindo-se rendimentos de
conversao elevados e elevada estabilidade da lipase (Christopher & Zambare 2014).

Por exemplo, Royon et al. (2007) verificaram que na presenca de tert-butanol no meio
reacional da metandlise gerou um aumento significativo na conversdo em ésteres. A
presenca do alcool de cadeia mais longa aumenta a solubilidade do metanol e também da
glicerina no meio reacional, e consequentemente reduz os efeitos da inibicdo das lipases.
Assim, um pré-tratamento da enzima em alcoois de cadeia mais longa atenua o problema
da inativacgéo.

O método do uso do solvente implica uma etapa adicional no processo de purificagdo do
biodiesel, correspondendo a separagdo do solvente (p.ex. por destilagdo), o que €
considerado por alguns autores como uma desvantagem, uma vez que tem implicacdes ao

nivel do consumo energético.

Preparacéo (pré-tratamento) da enzima imobilizada para primeira utilizacdo

O pré-tratamento das lipases imobilizadas tem como finalidade aumentar o diametro do
seu suporte (em alguns estudos definem como o efeito swelling), o que, por sua vez,
permite incrementar a superficie de contacto das enzimas com o substrato. Além disso, 0s
processos de pré-tratamento sdo combinados com a finalidade de obter uma maior
atividade da lipase e obter a maxima conversao de triglicerideos (Tan et al. 2010). Esta
etapa poderda interferir com as lipases, e possivelmente, aumentar a transferéncia de
massa na camada superficial e também “proteger” a enzima da inibicdo pelos alcoois
(Christopher & Zambare 2014).

Na literatura consultada encontraram-se diversos métodos de pré-tratamento para as
lipases, quer livres quer imobilizadas, com o objetivo de melhorar a sua atividade,

estereoselectividade e estabilidade.
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Genericamente, os compostos usados no pré-tratamento podem ser classificados (mas
néo se limitando) em quatro tipos (Oliveira B. (2010):

1. Substratos ou seus analogos, que podem aumentar a atividade da enzima em
solventes orgéanicos envolvendo regularizacdo do sitio ativo da enzima por

impressao molecular;
2. Solventes organicos, que podem aumentar a atividade total de duas formas:
(i) eliminando outras proteinas das lipases;

(i) causando uma mudancga configuracional no sitio ativo da "forma fechada”

para a “forma aberta”;

3. Sais, cuja incorporagdo com a proteina molecular poderd manter a configuragéo
da lipase e evitar a grande mudanca do pH 6timo. Os sais incluindo o célcio ou
cloreto de magnésio sdo usados para estabilizar a molécula de proteina e

aumentar a resisténcia de inibicdo do metanol.;

4. Enzimas lipoprotetoras, cuja ligagdo com o sitio ativo da lipase, durante a fase de

desidratacdo, podera manté-lo numa configuracdo cataliticamente ativa.

Varios investigadores (Royon et al. 2007; Azo6car et al. 2011; Samukawa et al. 2000; Chen
& Wu 2003) sugerem a imerséo das lipases em &lcoois com trés ou mais carbonos como

uma medida de aumentar a sua atividade na sintese de ésteres metilicos.

O uso de solventes organicos no pré-tratamento das lipases, € o0 método mais reportado
na literatura. Por exemplo, os autores, Lai et al. (2005), obtiveram ao fim de 7h de reacéo,
o teor de FAME alcancado no caso da enzima pré-tratada foi de 98%, sendo de 48%,

guando a enzima nédo sofreu qualquer tipo de tratamento prévio.

Yu et al. (2010) pré-trataram uma Candida antarctica (Novozyme® 435) por radiac&o
ultrassonica com vibragéo e obteve rendimentos de ésteres na ordem dos 96%, apés cinco
ciclos repetidos. Este € um exemplo de método alternativo ao uso de compostos quimicos

no pré-tratamento de enzimas.
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Tratamento (regeneracdo) da enzima imobilizada usada com vista a sua reutilizacdo

A imobilizacdo das enzimas facilita a sua recuperacdo do meio reacional, possibilitando
sua posterior reutilizagdo. Porém, na utilizagdo de enzimas suportadas (imobilizada) os
problemas de resisténcia a transferéncia de massa podem surgir, sobre tudo com o avanco
da reacdo. A deposicéo de glicerol na superficie do suporte + enzima € uma realidade, e
que conduz a uma perda de atividade catalitica, e naturalmente da velocidade da reacéo.
Quando isto acontece o0 processo tem que ser interrompido para se proceder a lavagem da
enzima imobilizada, também designado por varios autores como a etapa de “regeneragao

da enzima”.

Neste processo de regeneracdo Ognjanovic et al. (2009) lavaram a enzima com alcoois de

3 a 5 cadeias de carbono.

Este procedimento foi também adotado por outros autores (Chen & Wu 2003; Christopher
& Zambare 2014; Gog et al. 2012), tendo sido dada preferéncia ao 2-butanol e ao tert-

butanol, na regeneracéo a lipase “desativada’”.

Na Figura 2.6 é possivel observar, os resultados obtidos por Azécar et al. (2011), relativos
ao desempenho da Novozyme® 435 quando lavada com diferentes compostos nas etapas
de pré-tratamento (para 12 utilizacdo) e de regeneracao/lavagem da referida enzima. O
processo decorreu de forma semicontinua, com uma razdo molar de metanol/ OAU 3,8:1,
15% (m/m) de Novozyme®435 relativamente & massa de OAU, na presenca de peneiros
moleculares de 3A de diametro, e com agitacdo de 200 rpm. A duracdo de cada ciclo foi
de 12h, tendo sido efetuadas amostragens da mistura reacional nos tempos: 3, 6, 9 e 12h.

Entre cada ciclo foi efetuada a lavagem da enzima.
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Figura 2.6 Efeito do tipo método usado na lavagem na enzima (Novozyme®435) no
rendimento em FAME, ao longo de 4 ciclos de utilizagdo: (A) controlo, i.e., sem
lavagem; (B) lavagem com acetona; (C) lavagem com OAU; (D) lavagem com

tert-butanol e incubac¢do com OAU (Az6car et al. 2011).

Na Figura 2.6 B pode-se observar-se o efeito na lavagem da enzima com acetona ao longo
dos 4 ciclos. Verifica-se que, comparativamente ao controlo, no 2° ciclo os rendimentos
conseguidos sao superiores quando se usa acetona. Este resultado pode dever-se ao facto
de se tratar de um solvente hidrofilico, e como tal mais eficaz na remoc¢éao do glicerol e do
metanol do suporte enzimatico. No entanto, no terceiro ciclo o rendimento em ésteres
diminui drasticamente, o que pode ser devido a remo¢do de agua da superficie da
Novozyme® 435 (efeito semelhante ao que tem o metanol na Figura 2.5), essencial para
manter sua atividade catalitica. O rendimento em FAME foi sempre decrescendo a medida
gque a enzima foi sendo lavada, com acetona, de ciclo para ciclo, atingindo valores quase

nulos no 4° ciclo.
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Na Figura 2.6 C observa-se que a regeneracao da lipase em OAU no terceiro ciclo tem
efeito benéfico, quando comparado com o controlo ou a lavagem com acetona, pois
apresenta rendimento em ésteres superiores. Este tratamento é muito vantajoso em
comparagéo com o processo de lavagem acetona, pois € mais “amigo do ambiente” e mais
barato. Embora existam vantagens na utilizagdo do OAU na regeneracdo da enzima, o
rendimento FAME também diminui ao longo das sucessivas reutiliza¢cdes; o mesmo foi

observados pelos investigadores (Chen & Wu 2003).

O terceiro método testado por Azécar et al.(2011) consitiu na lavagem da enzima com um
alcool terciario, o tert-butanol e posterior incubacdo com OAU. Os resultados (vide Figura
2.6 D) mostraram gue este alcool promove a remoc¢ao do glicerol e do metanol do suporte

enzimatico, sendo uma alternativa promissora para a regeneragéo da enzima.

Chen et al.(2003) investigaram a utilizacdo de tert-butanol e 2-butanol na regeneracdo da
atividade de enzimas inativas. Estes autores verificaram que atividade das enzimas
aumentou cerca de 10 vezes em comparacdo com a de enzimas nao tratadas, e também
registaram que a atividade da enzima, completamente desativada, foi restaurada 56% e

75% do seu valor original, quando lavado com 2-butanol e tert-butanol, respetivamente.

Alguns autores adotaram o método de pré-tratamento de enzima descrito por Lai et
al.(2005). O procedimento consistia em suspender 0.5g de enzima em 5 cm? de tert-butanol
durante 1h a temperatura ambiente. Ap6s 1h o solvente era removido e a lipase incubada
em 10g de 6leo num frasco roscado, por mais 1h a 50°C e 150rpm. Oliveira B. (2010) que
verificou que este procedimento tinha um efeito positivo ha separacao de dois produtos da
reacdo, bem como um maior rendimento em ésteres. Por sua vez, Melo S. (2012) testou o
efeito da temperatura (ambiente e 50°C) do pré-tratamento em trés lipases imobilizadas
(Novozyme® 435, Lipozyme® TL IM e Lipozyme® RM IM), tendo concluido que com
temperatura mais elevada o desempenho das enzimas era superior, € no caso especifico
da Novozyme® 435 o solvente provocou o aumento do tamanho de particula (efeito
swelling), tornando a superficie de contato entre enzima e substrato maior. Nas outras

enzimas este efeito nao se verificou, e tal deveu-se a natureza do seu suporte.

Da pesquisa realizada contata-se que existem poucos estudos sobre os métodos
conducentes a regeneracgao/ reutilizacdo das enzimas imobilizadas, pelo que é um assunto

gue merece ser investigado.
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2.3.2.4 Incremento da atividade enzimatica

Na ultima década, alguns investigadores tem apostado no uso de liquidos i6nicos como
substitutos de solventes orgénicos em reacdo. Em comparagdo com o0s solventes
organicos, os liquidos iénicos apresentam varias vantagens, incluindo: maior variedade de
liquidos, baixa inflamabilidade, condutividade i6nica e térmica elevada, boa dissolu¢éo, alta
estabilidade térmica e quimica e um elevado potencial eletroquimico (Melo S. (2012)).

Ventura et al.(2012) verificaram que o liquido iénico cloreto de 1-decil-3-metilimidazdlio
consegue induzir superatividade em enzimas aumentando até seis vezes a atividade da
Candida antarctica (Novozyme®435 liquida). (Nota: esta € uma das enzimas mais utilizadas
a nivel industrial para melhorar a qualidade de certas gorduras e 6leos vegetais em
processos industriais.) Os resultados demonstraram que aquele liquido iénico é capaz de
induzir superatividade da enzima, que o aumento da atividade enzimatica observado nédo
resultou de modificacdes do mecanismo de reacdo ou alteragbes estruturais da enzima
devido a interacdo entre o liquido i6nico e a superficie da enzima, mas pode ser explicado

pela formacao de microemulsées devido ao liquido i6nico (Ventura et al. 2012).

2.4 Reagentes

2.4.1 Triglicerideos e acidos gordos livres

O biodiesel pode ser produzido a partir de matérias-primas naturais e renovaveis, como 0
caso dos Oleos vegetais (virgens ou residuais), das gorduras animais e residuais (vide
Figura 2.7). Na categoria de 0leos vegetais, podem ser transformados em biodiesel os
Oleos obtidos de semente de soja, polpa do dendé, améndoa do coco de dendé, caroco de
algodao, améndoa do coco de babacu, semente de girassol, bagaco de mamona, semente

de colza, entre muitos outros vegetais em forma de sementes, améndoas ou polpas.

O ponto em comum entre todas estas fontes do biodiesel € que todas contém gordura de
alguma forma. Toda a substancia que contem triglicerideos na sua composi¢éo pode, por

principio, ser usada na producao de biodiesel.
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Figura 2.7 Fluxograma das cadeias produtivas de biodiesel (Mauricio S. 2008).

Estas matérias-primas, apdés a respetiva recolha, e antes de entrarem no processo
produtivo, sdo sujeitas a um conjunto de analises. A composi¢cdo quimica dos Oleos
influencia naturalmente as suas propriedades tais como a viscosidade, ponto de fuséo, a
estabilidade térmica e o indice de cetano®. Conhecendo-se a composicédo quimica de um
Oleo vegetal é possivel prever o seu comportamento (em termos das propriedades
anteriormente referidas) e o futuro potencial para os diferentes processos de valorizacdo

(Felizardo et al. 2006; Pratas et al. 2011, Freitas et al. 2011).

3 Este indice é uma medida da qualidade de ignicdo de um combustivel. Ele representa tempo

(atraso) entre o inicio do processo de inje¢cdo e 0 momento em que o combustivel inflama [URL1]
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Os Oleos e as gorduras sdo essencialmente constituidos por triglicerideos resultantes da
esterificacdo de vérios &cidos gordos pelo glicerol, que é um tri-alcool. Os glicerideos séo
o resultado de uma unido entre uma molécula de glicerol e uma, duas ou trés cadeias de
acidos gordos, sendo no fundo ésteres de glicerol.

Os acidos gordos podem ser classificados como saturados e insaturados, os primeiros ndo
tém qualquer ligagdo dupla enquanto os segundos podem ter uma, duas ou trés ligacdes
duplas. Assim, os acidos gordos insaturados variam no nimero de liga¢gées duplas, na sua
posicao e na configuracdo dos acidos gordos (Felizardo 2003). Na Tabela 2.8, apresenta-

se a composicdo em acidos gordos de alguns Gleos e gorduras.

Tabela 2.8. Composicao tipica de alguns 6leos e gorduras, em acidos gordos (Felizardo
2003).

Oleo ou Composicado em acidos gordos (% m/m)
gordura | C12:0| C14:0 |C16:.0| C18:0 |C18:1 | C18:2 | C18:3 | C20:0| C22:0 | C24:0
Amendoim - - 7-12 15-5 | 6486 4-15 | 0.5-1 | <1.5 2-4 1-2
Banha <0.5 <1.5 24-30 | 12-18 | 36-52 | 10-12 | <1 <0.5 - -
Coco 41-46 | 18-21 9-12 2-4 5-9 | 0.5-3 | vest. | vest. vest. -
Colza vest. vest. 2-4 1-2 52-66 | 17-25 | 8-11 | 0.5-1 | 0.5-2.0 0.5
Girassol | vest. vest. 55-8 | 2565 | 14-34 | 55-73 | <04 | <0.5 | 0.5-1.0 | <0.5
Milho vest. vest. 9-12 1-3 25-35 | 40-60 | <d <0.5 <0.5 <0.5
Palma vest. 1-2 41-46 | 465 [37-42] 812 | <05 | <05 - -
Sebo vest. 2-4 23-29 | 20-35 | 26-45| 2-6 <1 <0.5 vest.

Semente

de vest. | 0.5-2.0 | 21-27 2-3 14-21 | 45-58 | <0.2 <0.5 vest. vest.
algodéo

Soja - <0.5 8-12 3-5 18-25 | 49-57 | 6-11 <0.5 vest.

Cada composicdo de o6leo origina um tipo de biodiesel com carateristicas préprias e
diferentes. O ideal seria utilizar uma combinacdo de 6leos que permitisse obter um

biodiesel com as melhores carateristicas possiveis.

No caso dos 6leos e gorduras que sdo submetidos a um processo de fritura, estao expostos
a acao de varios agentes, 0s quais causam mudancas em sua estrutura provocadas por

trés reagdes: hidroliticas, oxidativas e de polimerizacao.

A hidrdlise de triglicerideos ocorre quando é produzido vapor de agua durante a preparacao
dos alimentos. Parte da 4gua € rapidamente evaporada, mas outra parte dissolve-se no
Oleo e induz a sua clivagem para originar acidos gordos, glicerol, monoglicerideos e
diglicerideos (Lam et al. 2010). Assim, a oxidacao do 6leo é acelerada pela alta temperatura
do processo, e é a principal responsavel pela modificacdo das suas carateristicas fisico-

guimicas. Quando o Oleo é constituido por moléculas insaturadas, é mais propicio a
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ocorréncia de oxidagdo, bem como a produtos degradados (e. g. hidroperoxidos, aldeidos
e cetonas). O Oleo torna-se escuro, viscoso, acidez mais elevada e desenvolve odor
desagradavel (Oliveira B.(2010); Neto P. (2002)).

A polimerizagdo é uma reacao quimica onde os &cidos gordos insaturados — devido a
influéncia do calor e por meio da quebra de ligacdes duplas — reagem para formar dimeros
(molécula composta por duas subunidades idénticas ou monémeros ligados entre si) e
polimeros de triglicerideos. Esta reacdo promove o aumento do peso molecular do 6leo e

da sua viscosidade (Oliveira B. (2010).

2.4.1.1 indice de acidez

O indice de acidez de um 6leo vegetal corresponde a percentagem de acidos gordos livres
(AGL), o que por sua vez representa 0 seu grau de deterioracdo e consequentemente

producado de AGL, quer por hidrélise e oxidagao.

O elevado indice acidez podera indicar que o 6leo ou gordura sofreu quebras na sua
cadeia lipidica. Este indice é expresso em massa de hidroxido de potassio (KOH)
necessaria para neutralizar os AGL, contidos em uma grama de amostra, sendo

determinado através de um método titrimétrico (Oliveira B. (2010)).

Os &cidos gordos livres podem representar entre 0,3 a 2,0% da composi¢cdo dos 6leos
virgens. Porém, este intervalo de percentagem pode ser maior quando se trata de 6leos
usados (Felizardo 2003). Na Tabela 2.9 é possivel observar-se algumas matérias-primas

usadas na producao de biodiesel e o respetivo indice de acidez.

Tabela 2.9 Matérias-primas usadas na producéo de biodiesel e respetivo indice de acidez
(Teixeira J. 2011; Azécar et al. 2011).

Espécie de oleaginosa indice de acidez
[Mg kow/g]

Soja 0,2

Colza 2,92
Palma 0,1
Amendoim 3,0
Abdbora 0,55
Palanga 44

OAU* ~2,5

*depende da natureza do 6leo virgem e da utilizacdo a que foi sujeito.
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Por vezes, na reacao de transesterificacdo e esterificacdo, € necessario adequar o tipo de
catalisador a usar em funcao do teor de AGL. Felizardo et al.(2006) referem que os 6leos
com elevada concentragdo de AGL n&o podem ser usados diretamente para produzir
biodiesel, via catdlise homogénea alcalina, sendo aconselhavel realizar-se um pré-
tratamento. Na Tabela 2.10 esté representado o teor de AGL maximo que alguns autores
(Yaakob et al. 2013; Azécar et al. 2011) recomendam para a sua utilizacdo na producao de

biodiesel pela via convencional.

Tabela 2.10 Teor de AGL maximo recomendado para a transesterificagdo quando é usado

um catalisador basico homogéneo (Lam et al. 2010).

Referéncia AGL recomendado
(m/m%)

Ma e Hanna (1999) <1
Ramadhas et al.(2005) <2

Zhang et al.(2003a) <0,5
Freedman et al. (1984) <1

Kumar Tiwari et al. (2007) <1

Sahoo et al. (2007) <2

Se um Gleo contiver um significativo teor de AGL, e a catalise do processo de producao de
biodiesel for a homogénea alcalina, entdo existem duas vias de pré-tratamento para esse
6leo (Lam et al. 2010; Yaakob et al. 2013; Azécar et al. 2011):
e neutralizacdo dos AGL, através da reacao de saponificacdo. Para tal usa-se por
exemplo NaOH ou KOH;
o esterificacdo dos AGL, usando um catalisador acido (H.SO4) e um alcool (e.g.
metanol), com a formacao de ésteres de &cidos gordos. Estes sdo posteriormente
separados dos triglicerideos, podendo ainda ser purificados dando origem ao

biodiesel. Esta é a via mais adotada pelos grandes produtores de biodiesel.

Os Oleos depois de pré-tratados prosseguem para na reacao de transesterificacao. Porém,
guando a catalise é a alcalina, o seu teor em agua deve ser reduzido, para que nao ocorra
areacao de saponificacdo (competitiva com a de transesterificacéo) dos triglicéridos (Lam
et al. 2010).

De acordo com alguns autores, (Yaakob et al.2013; AzAcar et al.2011; Lam et al.2010), a
presenca de AGL e de dgua no meio reacional quando se trata da catélise enzimatica ndo
constitui um obstaculo, porque para algumas enzimas a presenc¢a de 4gua chega mesmo
a ser benéfica (vide seccdo 2.2.1.3) e ha enzimas catalisam ambas as reacfes, a de

transesterificacdo e a de esterificacéo ).
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Azocar et al.(2011) verificaram uma reducgéo significativa no rendimento em ésteres, na
presenca de grandes quantidades de acido linolénico no meio reacional anidro (presenca
de peneiras moleculares de 3A). Estes resultados deve-se provavelmente pela
esterificacdo dos acidos gordos livres e consequentemente a hidrélise dos triglicerideos
(vide Figura 2.8). Esta reacdo € indesejada porque retarda a reacdo de transesterificacao,
i.e., a reacdo de esterificacdo dos acidos produz FAME e &gua, este Ultimo reage com 0s
triglicerideos formando AGL e glicerol. Portanto, a enzima realiza as trés reacbes em
paralelo: hidrélise, esterificacdo e transesterificacdo, 0 que poderia gerar um processo

menos eficiente e mais lento.
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Figura 2.8 Rendimento em FAME para diferentes concentragdes de 4cido linolénico na
matéria-prima. As condi¢cdes operacionais: razdo metanol/ 6leo de 3:1, 15%
Novozyme® 435, 200 rpm, a 35°C e 12h de tempo de reagio. As letras “a” e “b”

mostram diferencgas significativas (P<0.05) (Az6car et al. 2011).

2.4.1.2 Pré-tratamento do OAU

Como ja foi mencionado anteriormente, as matérias-primas utilizadas no processo de
producao de biodiesel podem ter diversas origens. Qualquer que seja a matéria-prima, esta
deve encontrar-se em condi¢cdes adequadas para ser possivel atingir a maior taxa de
conversao, 0 que muitas vezes significa um pré-tratamento de acordo com o catalisador
selecionado. Assim, dependendo do composto a eliminar, os 6leos vegetais e gorduras
animais podem sofrer diversos tipos de tratamento, como sdo exemplos os apresentados

na Tabela 2.11.
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Tabela 2.11 Pré-tratamentos aplicaveis a 6leos vegetais usados na producéo de biodiesel.

Tratamento Modo operacional
Reducéo de Executada por neutralizacdo, extracdo por solvente e destilagdo a
acidos gordos | pressao reduzida. A neutralizacdo consiste em adicionar uma base
livres (NaOH, KOH) induzindo a formacéao de sabéao, que deve ser removido
antes de qualquer tratamento posterior. A extracdo por solvente
permite remover os acidos gordos livres utilizando um solvente como,
por exemplo o etanol. A destilagcdo a presséo reduzida consiste na
destilacdo de AGL por arraste de vapor, sob pressao reduzida.

Remocao de Consiste na precipitacdo das gomas apo6s adicdo de acido fosférico e
residuos sélidos | injecdo de vapor de agua. Comum para 6leos e gorduras em bruto
gue contém, normalmente, grandes quantidades de fosfatideos (e.g.
soja, milho).

Filtracdo Elimina pequenas proporcées de solidos existentes em suspensao.
Pode realizar-se por gravidade ou por vacuo.

Secagem Utilizagdo de um agente secante, como o sulfato de magnésio anidro
ou o sulfato de sédio anidro, para remover a agua residual que possa
existir no Oleo.

Descoloragdo | Consiste na adicdo de carvdo ativado ao 6leo, conseguindo-se a
remocédo de metais, agua, insollveis e pigmentos, reduzindo a cor e
a possivel turvacéo dos 6leos e gorduras.

Ap0s o pré-tratamento, o 6leo vegetal devera possuir uma composi¢ao que permita a sua
utilizagdo no processo de producédo de biodiesel, sem comprometer o seu rendimento e

qualidade do produto final.

2.4.2 Alcoois

Como referido anteriormente, um dos reagentes envolvidos, quer a reacdo de
transesterificagdo quer a de esterificacdo € um alcool, e varios autores identificam-no como

um dos fatores mais importantes que afeta o rendimento.

Um dos fatores importantes que influencia a reatividade de um éalcool é o comprimento da
cadeia de atomos de carbono. Salienta-se que, apenas 0s alcoois simples tais como
metanol, etanol, propanol, butanol e o alcool amilico, podem ser utilizados na
transesterificacdo (Ranganathan et al. 2008). De entre estes, o metanol e o etanol sédo os

mais utilizados pelas razdes expostas seguidamente.
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O etanol € mais atrativo do ponto de vista ambiental, uma vez que se trata de um composto
organico que pode ser produzido a partir de uma fonte renovéavel e, ao contrario do metanol,
nao levanta tantas preocupacdes relacionadas com a toxicidade (Christopher & Zambare
2014). No entanto, a utilizacdo de etanol implica que este esteja isento de agua, pois caso
contrario a separagéo da glicerina sera dificil (Felizardo 2003). Para além disso, o etanol,
como possui uma cadeia carbdénica mais longa do que a do metanol, torna os ésteres

etilicos produzidos mais misciveis na glicerina, o que dificulta a separacao de fases.

O metanol é o alcool mais utilizado na reacao de transesterificacdo, por ser o mais reativo,
uma vez que possui uma cadeia curta e um elevado grau de polaridade (Felizardo 2003).
Esta ultima propriedade também permite maior facilidade na separacéo entre os ésteres e
a glicerina. A transesterificagdo metilica € considerada muito eficaz, proporcionando uma
transformac&o praticamente completa, na ordem dos 95-98%, dos triglicerideos em ésteres

de acidos gordos, num periodo de tempo relativamente pequeno (Soares N. 2010).

O metanol apresenta inUmeras vantagens relativamente ao etanol, no entanto possui a
desvantagem de se tratar de um alcool pouco solivel no 6leo, o que acaba por diminuir a

producdo em ésteres (Shimada et al. 1999).

A reacdo de transesterificacao € reversivel, e portanto o uso de um reagente em excesso
permite deslocar o equilibrio no sentido da formacao dos produtos (Hama et al. 2011a).
Antczak et al.(2009) referem que um pequeno excesso de alcool conduz a um elevado
rendimento na sintese de biodiesel, contudo, 0 aumento da quantidade de alcool para além

do valor 6timo ndo vai aumentar o rendimento.

Shimada et al.(2002) afirmaram que o metanol é consumido completamente na metandélise*
guando é usado numa quantidade correspondente a menos de um terco da
estequiométrica. Aqueles autores verificaram que quando o alcool foi adicionado em
guantidade superior a metade da estequiométrica, a atividade da lipase de Candida
antarctica (Novozyme® 435) diminuiu substancialmente. A atividade da enzima nao foi
recuperada mesmo em reacgfes subsequentes com um ter¢co da quantidade (molar)
estequiométrica de metanol. Portanto, foi constatado que a inativacdo enzimatica é

irreversivel quando sao utilizadas quantidades elevadas de metanol.

4 Metanolise — reacao de transesterificagao ocorrida na presenca de metanol.
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No mesmo trabalho, foi observado que elevadas razes molares metanol: 6leo também
conduzem a desativacao de lipases devido ao contato da enzima com a fase orgéanica polar
imiscivel, que é formada pelo alcool e a glicerina. A Figura 2.9 ilustra um dos resultados
deste estudo, conduzido com nas seguintes condi¢des operatorias: mistura de 10 g de 6leo
vegetall MeOH, 0,4 g de lipase imobilizada, sob agitacdo, 30°C, durante
24 h.

Methanol
| Soluble *1-7 Insoluble
100
g BO
E 60
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S 40
S 20
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Methanol/fatty acid (mole/mole)

Figura 2.9. Metanélise de 6leo vegetal com diferentes quantidades de MeOH, catalisada pela
lipase Candida antarctica (Novozyme® 435) (Shimada et al. 2002).

De acordo com o referido na sec¢éo 2.3.2.2, existem métodos para mitigar/evitar a inibicdo
da atividade enzimatica, provocada pelo metanol, tais como o uso de solventes orgéanicos,
adicdo gradual do alcool e utilizagdo de &lcoois de cadeia mais longa. Vérios autores,
(Shimada et al.2002; Li et al.2006; Wang & Zhang 2010; Antczak et al.2009; Jegannathan
et al.2010; Li et al.2012), tém centrado a investigacdo na adi¢cdo gradual do metanol, tendo

verificado que acima de trés adicdes graduais a conversdo em FAME mantém-se
constante.

A razéo molar metanol:6leo é de 3:1 (ver Figura 2.1), e varios estudos (Chen et al.2010;
Issariyakul & Dalai 2014; Royon et al.2007; Azé6car et al.2011) tém sido realizados com
essa razdo, num esquema de adicdo de metanol por estagios em razfes de 1:1 (em cada
adicdo), de modo a evitar a desnaturacgdo da lipase. Contudo, outros autores (Li et al. 2006;
Melo S. 2012; Ognjanovic et al. 2009; Lam et al. 2010; Halim & Kamaruddin 2008; Oliveira

B. 2010; Alcantara et al. 2000) apontam que a razdo molar metanol: éleo 6tima € de 4:1.
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2.5 Outros parametros operacionais

A velocidade das reacdes de producao de biodiesel por biocatdlise é influenciada pela
concentracdo do substrato (triglicerideos e AGL), pH, concentracdo da enzima,
temperatura, teor em agua e presenca de ativadores ou inibidores. Esses fatores afetam a
atividade enzimatica e, consequentemente, podem dificultar a conversdo dos reagentes

em produtos.

2.5.1 Teor em 4gua

E indesejavel a presenca de agua no meio reacional de transesterificacdo por catalise
alcalina homogénea, tal como foi referido na subsecc¢do 2.3.2.3. Contudo, na catélise
enzimatica o conteldo de agua na mistura reacional € um fator crucial que determina o
rendimento da sintese do biodiesel, visto que desempenha varias fun¢des, mantendo a
estrutura tridimensional da enzima (Christopher & Zambare 2014), apresentando forte
influéncia sobre a atividade catalitica e a estabilidade da lipase (Gog et al. 2012; Lu et al.
2009).

Todavia, a lipase Candida antarctica exibe a atividade mais elevada, com baixa
disponibilidade de agua, e conteudo muito elevado de agua pode diminuir o tempo de vida
da enzima. O teor 6timo de agua no meio reacional € um compromisso entre a maximizagao
da atividade da enzima, aumentando a area interfacial, e a minimizacdo da reacédo de

hidrélise. Este teor 6timo deve ser determinado para cada tipo de lipase (Gog et al. 2012).

Azécar et al.(2011) e Nie et al.(2006) referem que dgua em excesso reduz o rendimento
em ésteres, pois retarda a reacdo de transesterificacdo através da reacao de hidrélise.
Contudo, Yaakob et al.(2013) afirmaram que a Novozyme® 435 tem provado ser um
catalisador eficaz na producéo de biodiesel, em meio anidro (Azdcar et al. 2011; Nie et al.
2006; Yaakob et al. 2013).

Li et al. (2006) afirmaram que se deve evitar um teor de agua, presente no 6leo, superior a
2%, pois provoca uma diminuicdo do rendimento em FAM, como se pode observar na
Figura 2.10. Contudo, Shimada et al.(2002) concluiram que agua gerada na sintese dos
ésteres dos acidos gordos livres, contidos nesses 6leos, estava rodeado pelo glicerol, ndo
prejudicando a transesterificacdo. Dado que, a concentracdo de ésteres metilicos

aumentou gradualmente durante o processo.
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Figura 2.10 Efeito da 4gua sobre a metandlise de 6leo. As condicdes de reacédo: 3%
Lipozyme TL IM e 1% Novozyme® 435; razdo molar metanol / 6leo de 4:1; razao
tert-butanol/ 6leo 1:1 (Li et al. 2006).

2.5.2 Temperatura

A estabilidade térmica das lipases imobilizadas depende fortemente da natureza do
catalisador, dos compostos presentes no meio reacional (exemplo do seu ponto de
ebulicdo), assim como do método de imobilizacéo utilizado. Em geral, as temperaturas de
reacao mais elevadas reduzem a viscosidade do 6leo, aumentam as velocidades de reacao

e consequentemente diminuem o tempo de reacao (Xu et al. 2003).

A temperaturas elevadas sdo favoraveis a reacdo de transesterificagcéo, contudo a estrutura
da enzima ndo permite temperaturas muito elevadas, pois podem causar a sua
desnaturacdo. Como a maioria das lipases tém a sua temperatura étima entre os 30-60°C,
a transesterificacdo enzimatica é geralmente conduzida nesse intervalo de temperatura
(Gog et al. 2012).

Existe uma ampla gama de temperaturas de operacdo da reacdo de producao de biodiesel,
dependendo da origem da enzima: 25-55°C para lipases Candida antarctica IM
(temperatura 6tima de 50°C) (Li et al. 2006; Maceiras et al. 2011); 20-70°C durante lipases
P. cepacia ( temperatura 6tima 50°C); 20-60°C para lipases R. chinensis de célula inteira
IM (30°C). A temperatura ideal para transesterificagdo de mistura de lipases R. orgzae e
C. rugosa IM de 45°C. Na maioria das vezes, a temperatura média de 40°C tem sido

indicada como a ideal para lipases.

Em suma, a temperatura 6tima para o processo de transesterificacdo enzimatica resulta de
um compromisso entre a estabilidade operacional da lipase, o tipo de solvente organico e
o ponto de ebulicdo do &lcool (Gog et al.2012). No caso do metanol e etanol, as

temperaturas do ponto de ebulicdo sdo 65°C e 78°C, respetivamente.

33



2.5.3 Agitacéo

Agitacdo € um fator de particular importancia no processo de transesterificacdo para
facilitar a interacéo entre as fases de alcool e de triglicéridos. Estas fases nédo sdo misciveis
e formam no inicio da rea¢éo duas camadas liquidas no interior do reator, pelo que agitacao

é crucial para a ocorréncia da reacao (Li & Fan 2011).

Na catalise homogénea a agitacao tem de ser mais intensa, de forma a reduzir o tempo de
reacdo e alcangar uma conversédo superior. Contudo, a eficiéncia de mistura que se

consegue com uma determinada velocidade de agitacdo, depende do volume de solucéo.

Enquanto, na catalise enzimatica € conveniente operar com velocidade de agitacao baixas
de forma a evitar a inativacdo das lipases e/ou a desintegragéo do seu suporte (no caso
das imobilizadas). Os autores, Halim et al. (2008) verificaram que o aumento da velocidade
de 140 para 200 rpm, o rendimento de FAME aumenta, sendo maior rendimento obtido as
200 rpm (Halim & Kamaruddin 2008). Contudo, quando a velocidade reacional aumentou
para 220rpm, o rendimento em ésteres diminuiu, possivelmente devido a inativacdo da
enzima. Para além disso, na catalise enzimatica € preferivel substituir a agitagdo magnética
pela orbital. Porém, também existem sistemas em que a solugéo reacional é previamente
agitada, antes de entrar em contacto com o catalisador, como é o0 caso dos sistemas

continuos de leito fixo (com enzimas suportadas).

2.5.4 pH

O pH é um parametro que pode afetar a atividade da enzima. Porém, é necessario realcar
gue o pH 6timo depende da técnica de imobilizacéo, no caso das lipases imobilizadas por
adsorc¢dao, as reacdes ndo devem ser conduzidas em pH superior a 8,5. A estrutura terciaria
da proteina depende de interacdes, tais como ligac6es de hidrogénio entre os grupos R
(Figura 2.1). A mudanga no pH pode alterar a ioniza¢ao de grupos funcionais presentes na

cadeia lateral e destruir a configuragdo normal, em alguns casos desnaturando a enzima.

2.5.5 Concentracéo de enzima

As baixas concentracfes em reacdes enzimaticas traduzem-se em baixas velocidades de
reacdo. Por outro lado, com o aumento da concentracdo do substrato, a velocidade
aumenta proporcionalmente em funcdo da frequéncia de colisdes entre a enzima e as
moléculas dos reagentes. Quando a “propor¢do” da enzima se aproxima da velocidade

méxima em que ela pode combinar com os reagentes e formar produtos, o efeito do
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aumento da concentragdo do substrato diminui. Nesse ponto, a enzima estabelece uma
interagcdo com o substrato que, mesmo aumentando a concentracdo deste, ela ndo tera
efeito na velocidade da reacéo e, portanto estara saturada (Rosset |. 2011). Contudo,
alguns inibidores combinam-se com as enzimas através de grupos funcionais fora do
centro ativo, dificultando o acesso do substrato, causando mudancas na estrutura da
proteina e reduzindo a energia de ativacao.

Algumas enzimas catalisam as reacfes de transesterificacdo e esterificacdo, sendo
inibidas por substancias que interagem com o centro ativo da enzima reduzindo o seu
potencial biocatalitico. O inibidor competitivo compete com o sitio ativo da enzima,
impedindo a ligacéo entre enzima e substrato. Assim, neste tipo de inibicdo, as substancias
afetam a primeira etapa da catélise, prejudicando a interag&o do substrato com o sitio ativo
da enzima, mas sem interferir na transformacdo do produto. Por ser uma inibicao
reversivel, a adicdo de mais substrato minimiza a probabilidade de formag&o do complexo

enzima inibidor.

Alguns dos estudos encontrados na literatura consultada, que confirmam esta teoria na

pratica e dois deles sdo descritos de seguir.

Wang et al.(2010) observaram que a Novozyme® 435 tinha uma elevada atividade catalitica
na metandlise. O estudo decorreu sob as seguintes condi¢cdes operatorias: 4,76g de 6leo
de algodéo, 0,24g de metanol (adicdo por estagios), 3,5% a 5% (m/m) de Novozyme®
435/6leo, 150 rpm, a 40°C e tempo de duracdo de 36h. Os resultados obtidos mostraram
gue se obtém rendimentos superiores, quando a catalise se da na presenca de uma maior
guantidade de lipase (na gama estudada), tal como como se pode observar na figura

seguinte.
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Figura 2.11. Efeito de diferentes razdes massicas enzima/ 6leo de semente de algoddo na
concentracdo de FAME(Wang & Zhang 2010).

Li et al. (2006) investigaram a metandlise de 6leo de colza catalisada por diferentes
concentracdes da lipase Novozyme® 435, de acordo com o ilustrado na Figura 2.12.
Condi¢des operacionais do estudo foram: tert-butanol/ 6leo de 1:1 e razdo metanol/ 6leo
de 4:1. Analisando a Figura 2.12 nota-se que a medida que aumenta a concentragédo de
lipases também aumentou o rendimento em ésteres. Sendo, aos 2% (m/m), a maior razao

testada, que se atinge o maximo de conversao em ésteres, 90%, ao fim de 12h de reacéo.
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Figura 2.12 Efeito da razdo méassica de Novozyme® 435/6leo no rendimento em FAME, na

metandlise de 6leo de colza(Li et al. 2006).
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Nos reatores de leito fixo continuo, a quantidade de enzima é um parametro operacional

importante no rendimento do processo de producéo de biodiesel por biocatalise.

Chattopadhyay et al. (2013), investigaram a metandlise do OAU catalisada por diferentes
concentracdes da lipase IIT-SARKYME, num sistema continuo (duas colunas de 20x45
mm). Condi¢des operacionais do estudo foram: adicdo de metanol em duas etapas (razéo
molar metanol: 6leo de 1:1), temperatura de 37°C, o caudal do substrato variou entre 0,12-
1,78 mL/ min, a quantidade de enzima variou entre 0,15 a 2g.

Observaram que, com o aumento da quantidade de lipase a conversdo aumenta até atingir
um patamar. Apés este nivel de saturacdo o sistema néo incrementa a conversao dos
triglicerideos, como ilustra a Figura 2.13, onde 1,5 g de lipase é a quantidade suficiente

para a producdo enzimatica.

o

% conversion
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Amount of enzyme (g)

Figura 2.13 O efeito da quantidade de enzima lIT-SARKYME usada na metanélise do OAU,
num reator de leito fixo (Chattopadhyay & Sen 2013).

Na Tabela 2.12 estéo representados varios estudos em reatores continuos, em particular,
de leito fixo com diferentes volumes e quantidades de enzimas imobilizadas, que obtiveram

rendimentos elevados.

Tabela 2.12 Exemplos de estudos de producéo de biodiesel por biocatalise em reatores
continuos: volume do reator versus massa de enzima imobilizada
(Chattopadhyay & Sen 2013).

Volume do Enzima o
) . Referéncias
reator (mL) imobilizada ()
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40,2 10,0 Wang et al. (2011)
22,7 3,0 Salum et al. (2010)
17,7 2,0 Hajar et al. (2009)
21,0 22,5 Rosa et al. (2009)
8,3 2,8 Halim et al. (2009)
1,2 1,0 Shaw et al. (2008)
51 1,0 Royon et al. (2007)

Na tabela anterior verifica-se que existe uma grande disparidade de valores de massa de

enzima imobilizada por volume de reator continuo.

2.5.6 O subproduto glicerol

Sendo o glicerol um subproduto de uma reagéao reversivel, como € o caso da reacao de
transesterificacdo, se ele for removido a medida que vai sendo produzido, aumenta-se o
rendimento da referida reagédo. Além disso, este subproduto, além de ser hidrofilico, possui
uma viscosidade e densidade mais elevadas do que os restantes componentes da mistura
reacional em processos de producéo de biodiesel. Quando se usam enzimas imobilizadas
nestes sistemas, o glicerol deposita-se na superficie das mesmas, criando limitacdes a
transferéncia de massa, e consequentemente reduzindo o rendimento da reagdo (Shimada
et al. 2002). A inativacdo das enzimas por parte do glicerol ja foi abordada na secgéo
2.3.1.2.

Na literatura encontram-se varias sugestfes para a remoc¢do do glicerol da mistura
reacional, tais como:

e Num sistema de reatores (de leito fixo, com enzimas imobilizadas) em série, entre
reatores existe uma etapa de separacédo (por sedimentacdo) do glicerol (Shimada
et al. 2002; Hama et al. 2011b);

¢ Presenca de silica no meio reacional. Segundo os autores Li et al. (2006), a silica
adsorve o glicerol. Porém, a Melo S. (2012) verificou que este método nao era
eficaz, porque o metanol também é adsorvido pelo silica, ficando assim indisponivel
para a reagao de transesterificacao;

e Uso de resina adsorvente com seletividade para o glicerol e ndo para o metanol,

como € o caso da comercial Lewatit GF 202 utilizada por Silva W. (2013).

Do ponto de vista industrial a remocgéao eficiente do glicerol pode ser um obstaculo na

implementacgéo dos catalisadores enzimaticos em reatores de leito fixo (Hama et al. 2011a).
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2.6 Biorreatores

No caso especifico de producéo de biodiesel por biocatalise, a configuracdo do processo
€ muito importante e devem ser levados em conta os problemas técnicos como a
homogeneidade da mistura reacional, solubilidade do alcool, estabilidade do catalisador,

recuperacao da catalisador, entre outros (Al-Zuhair et al. 2009; Chen et al. 2010).

A aplicacdo de biocatalisadores em processos industriais tem sido realizado em diferentes
configuracbes de reatores. Neste contexto, o biorreator pode ser definido como o

equipamento no qual as enzimas séo colocadas em contato com a solucdo de substrato.

Os biorreatores podem ser operados em modo descontinuo (reator agitado descontinuo ou
batch) ou continuo (tanque agitado continuo, CSTR), leito fixo e leito fluidizado). No reator
de tanque agitado as lipases sé@o dispersas na solugdo de substrato, sendo agitacdo
promovida por agitadores mecéanicos ou por agitadores orbitais. Nos reatores de leito fixo
e fluidizado, as lipases sdo mantidas no interior do reator enquanto o fluido passa pelo
leito. Estes sdo o tipo de reatores adotados para aplicagbes em larga escala. Uma
comparacao/resumo dos reatores mais utilizados para as lipases é apresentado na Tabela
2.13.
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Tabela 2.13 Comparacao/resumo dos reatores mais utilizados na producao de biodiesel por
biocatélise (Simbes A. 2011; Gog et al. 2012).

R Descontinuo Continuo Continuo Continuo

Parametros ] ] o ) o
agitado agitado Leito fixo Leito fluidizado

Alimentacéo do

sistema com Facil Facil Dificil Facil

catalisador

Concentracao

de catalisador _ _ Relativamente
Baixa Baixa Alta

por volume de alta

reator

Controlo da Distribuicdo e  Controlo dificil; Constante
Controlo _ _ o

temperatura do ) controlo gradiente de uniforme; facil

_ razoavel )

sistema razoavel temperatura controlo

Obstrucéo do Ocorre em Ocorre o
Raramente ) Muito dificil

reator alguns casos facilmente

Tempo de o

o Grande Grande Pequeno Intermédio
residéncia
Tensdes de
_ Elevadas Elevadas Pequenas Poucas

cisalhamento

Problemas com | N&o causa Grande devido _ N&o causa

o Maiores que no

inibicdo pelo problemas a alta ) o problemas

- . leito fluidizado -
substrato Serios concentragao serios

A selecdo do reator mais apropriado para um determinado processo com lipases

imobilizadas depende de varios fatores, tais como (Gog et al. 2012): (a) a forma como a

enzima esta imobilizada — particula, membranas e fibras; (b) a natureza do substrato —

solucdo, solidos em suspensao; (c) requisitos operacionais da reacdo — controle de pH,

temperatura; (d) cinética da reagdo — inibicdo por substrato, produto, ou ambos; (e) a

superficie catalitica por unidade de volume de reator; (f) caracteristicas de transferéncia de

massa externa e interna; (g) facilidade de substituicdo e regeneracéo do catalisador; (h)

dificuldade de montagem do reator; e (i) custos (concecéo e operacionais) do reator. Dos

fatores apresentados, sdo considerados como os pontos fundamentais a natureza da

solucao de substrato e a cinética da reacado enzimatica.
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2.6.1 Descontinuos

A maioria das experiéncias sdo realizadas em laboratério com (bior)reatores descontinuos
agitados nos quais as particulas de biocatalisador séo dispersas na solucdo de substrato,
com agitacdo promovida por agitadores mecanicos (orbitais).

Os reatores descontinuos sdo os mais reportados na literatura em estudos com lipases.
No entanto, apresentam algumas desvantagens na aplicacdo a escala industrial, dado que
as lipases imobilizadas estdo suscetiveis a rutura do seu suporte causada pelas altas
tensdes de cisalhamento impostas pela agitacdo mecanica. Assim, a lipase imobilizada

nao pode ser reutilizada por um longo periodo de tempo (Tan et al. 2010).

Outros fatores negativos deste tipo de processo a grande escala sdo: a necessidade de
reatores de volumes grandes, dificuldade de separagéo dos produtos e longos periodos de

reacdo, para alcancgar boa produtividade e a rutura do suporte de enzimas imobilizadas.

O processo de transesterificacdo convencional utilizado na operagdo descontinua é
considerado lenta e ndo é adequado para um sistema de automatizacdo. Em comparacéo,
com um processo de transesterificacdo de fluxo continuo, este tém a vantagem, a
capacidade de obter melhores design de equipamento, de forma a otimizar a qualidade de

biodiesel.

Royon et al. (2007) testaram a produgdo, em descontinuo, de biodiesel por metandlise do
6leo de semente de algodao, catalisada pela Novozyme®435 na presenca de tert-butanol.
Neste estudo foi possivel observar a inibicdo da enzima causada pelo metanol. Este
problema foi eliminado pela adi¢cao de tert-butanol ao meio reacional, que proporcionou um
aumento do rendimento em ésteres. Ao fim de 24 h de reagéo obteve-se um rendimento
de 97%, com um meio reacional contendo 32,5% de tert-butanol, 13,5% metanol e 54%

6leo e carregamento catalitico de 0,017g de enzima.gde dleo.

Na Tabela 2.14 apresenta sintese de estudos realizados em reatores descontinuos, com a

lipase Candida antarctica (Novozyme® 435).

Tabela 2.14. Sintese de alguns estudos realizados em reatores descontinuos (escala

laboratorial) na producéo de biodiesel.

Matéria- Nov. p Outras condigGes . L.
. Alcool L. Rendimento Referéncia
prima 435 operatorias
Oleo de Metanol (razao T=389°C;t=12,4h; (Chang et
42,3% ) ] 98%
canola alcool: 6leo=3,5:1) 7,2% agua al. 2005)
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Metanol (adicdo

Oleo de N
cementes 17% em trés etapas T=309C; t=12h 97% (Samukawa
, 170 - (]
leod3 numa razao alcool: ;150 rpm et al. 2000)
algoddo
& 6le0=0,33:1)
T=452°C; t=50h
) 150rpm; Adicdo do
Oleo de Metanol (razdo . , v (Iso et al.
i 3% , ] alcool >99%
girassol alcool: 6leo=3:1) R 2001)
em trés etapas: Oh,
10h e 24h
. Acetato Etilo (razao
Oleo de ( T=509°C; t=12h; (Modi et al.
N 10% molar acetato 91%
pinhdo ) 150rpm 2007)
:0leo=11:1)
. Acetato Etilo (razao
Oleo de ( T=502°C; t=12h; (Modi et
. 10% molar acetato: 90%
Karanja i 150rpm al.2007)
Oleo=11:1)
. Acetato Etilo (razao
Oleo de ( ) T=509C; t=12h; (Modi et
i 10%  molar acetato: éleo 92%
girassol 11.1) 150rpm al.2007)
Oleo de . t= 24 h; T= 502C;
Metanol (razao (Royon et
sementes 1,7% i ) Solvente tert- 97%
algodio alcool: 6leo = 6:1) butanol al.2007)
u
. Metanol (razdo
Oleo de T=402°C; 150rpm; (Wang et
) 4% molar metanol: 94%
soja . 6:1) solvente tert-butanol al.2006)
Oleo=6:
B T=409C;t= 12h;
. Metanol (razdo
Oleo de Solvente (Chen et al.
. 1,3% molar metanol: o, 94%
soja ) organico: dleo=1:1 2010)
Oleo =6:1)
(v/v)
. T=40°C;t= 4h;
3 Metanol (razdo
Oleo de Solvente (Chen et al.
) 6% molar metanol: . ) 96%
soja organico: d6leo=1:1 2010)

Oleo =6:1)

(v/v)
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Tabela 2.14 - Sintese de alguns estudos realizados em reatores descontinuos (escala

laboratorial) na producéo de biodiesel. (cont.)

Matéria- Nov. p Outras condigoes . L.
. Alcool L. Rendimento Referéncia
prima 435 operatorias
Metanol (razdo T=44,5°C; t=12h; 200 ,
~80% (17 (Azécar et
OAU 15 % molar metanol: rpm; solvente tert- )
, ciclos) al. 2011)
Oleo=8:1) butanol
Metanol (razdo
T=509C;t= 8h; (Melo S.
OAU 10% molar metanol: 90%
) 200 rpm 2012)
Oleo=4:1)
Metanol (razdo o
10% T=40°C;t= 48h; (Oliveira B.
OAU molar metanol: 96%
) 200 rpm 2010)
Oleo=4:1)
Metanol (razdo )
10% T=40°C;t= 48h; (Amorim A.
OAU molar metanol: 83%
) 200 rpm 2009)
Oleo=4:1)

Os reatores descontinuos sao particularmente indicados para o estudo de cinéticas de
reacOes, a escala laboratorial.

2.6.2 Continuos

Os biorreatores continuos mais utilizados na producdo de biodiesel sdo os tanques
agitados e os de leito fixo, do tipo tubular. Segundo Gog et al.(2012), devem ser utilizados
reatores continuos, em particular, de leito fixo, na producéo de biodiesel, de forma a reduzir

0S custos operacionais.

2.6.2.1 Biorreatores agitados

Na industria do biodiesel, a reagéo transesterificagéo tanto é processada em biorreatores
agitados simples como em série, com ou sem a remog¢éo do glicerol. Uma vez que os
parametros operacionais sao frequentemente selecionados com base em experiéncias
realizadas em sistemas descontinuos, é necessario ajusta-los para 0s processos
continuos. Por esta razdo ainda ndo sao conhecidas as condi¢des de operagdo 6timas a

escala industrial em reatores continuos (Silva W. 2013).
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A operacao em série de reatores continuos permite inserir etapas de separacao (entre 0s
reatores) de produtos e/ou subprodutos com potencialidade de inibicdo na reagéo,
nomeadamente o glicerol (Gog et al. 2012).

2.6.2.2 Biorreatores de leito fixo

Os reatores de leito fixo estdo em crescente aplicacdo na producédo de biodiesel, dada a
sua alta eficiéncia, baixo custo, facilidade de operacado, controlo automético e forca de
cisalhamento sobre a lipase inferiores (Halim et al. 2009; Chen et al. 2010; Tan et al. 2010;
Wang et al. 2011). Porém, existem alguns inconvenientes com o0s biorreatores de leito fixo,
tais como a facilidade de obstrucéo do leito, aparecimento de caminhos preferenciais e
acumulacéo de glicerol. Além disso, este sistema exige particular atencdo ao controlo do

tempo de residéncia e na razdo massica enzima/dleo.

Diversa literatura comprova casos de estudo de sucesso na implementagéo de reatores de
leito fixo na producdo enzimética de biodiesel, usando diferentes configuracbes de
biorreatores: leito fixo simples estagio com adicdo gradual de metanol (Royon et al. 2007;
Shimada et al. 2002); leito fixo de simples estagio com recirculagdo (Lai et al. 2005); leito
fixo de varios estagios conectados em série, com extracdo de glicerol (Chen et al. 2010;
Halim et al. 2009; Nie et al. 2006; Hama et al. 2011b).

Na literatura encontram-se diversos estudos de producdo de biodiesel por catdlise
enzimatica, realizados a escala laboratorial. Nos préximos paragrafos resumem-se aqueles

gue se consideraram de maior relevancia nesta tematica.

Nie et al.(2006) investigaram a metandlise do OAU, num sistema continuo, com reatores
de 50 mL (180x1000 mm) de capacidade, com 500g da lipase Candida sp. 99-125. Outras
condicdes de operacdo foram: razdo molar éter de petrdleo / éleo é de 1:1 e 10% de agua
no sistema reacional. O esquema da montagem experimental pode ser visto na Figura 2.14.
O reator foi aquecido por um banho de agua a 40°C e o glicerol foi separado na saida de

cada reator.
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Figura 2.14. Representacdo esquematica do reator de leito fixo, em cada etapa de reacao
usado por (Nie et al. 2006).

Na Figura 2.15 esta representada a evolugéo temporal do rendimento da reacao. O sistema
arrancou com o0s reatores vazios (sem mistura reacional) e por isso durante as trés
primeiras horas a converséao registada a saida do terceiro reator € nula. Apos este tempo
a taxa de conversdo de triglicerideos comecou aumentar rapidamente. ApGs as trés

adicGes de metanol (indicado por setas na Figura 2.15), a percentagem de ésteres atingiu

92%.
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Figura 2.15. Metandlise do OAU com adi¢ao gradual de metanol (indicado por setas) (Nie et
al. 2006).

No restante tempo reacional, a lipase imobilizada atinge a estabilidade operacional sendo
este o parametro importante nhum processo industrial, uma vez que afeta diretamente a
viabilidade econdémica do processo. A Figura 2.16 mostra que a estabilidade operacional
da lipase imobilizada durante cerca de 500 h.
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Figura 2.16. Estabilidade operacional da lipase imobilizada num reator de leito fixo (Nie et
al. 2006).

Royon et al (2007) investigaram a producdo de biodiesel por metandlise do oOleo de
semente de algodao utilizando Novozyme® 435 como catalisador, na presenca de solvente
tert-butanol. No processo continuo obtiveram um rendimento em ésteres de 95% utilizando
um reator de leito fixo (180 x 6 mm) com um caudal de 9,6 mL/h O sistema continuo operou

mais de 500 h sem apresentar expressiva redu¢éo no rendimento em ésteres.

Hajar et al. (2009) estudaram a metandlise enzimatica do 6leo de canola, num reator de
leito fixo (100 mm x 15mm), contendo 2 g de Novozyme® 435 misturada com pequenos
pedacos de esponja natural em meio isento de solventes (vide Figura 2.17).

¥

(2) reator tubular termoestatizado

(lipase + esponja loofa)
(2) tubos de ligacéo

(3) bomba peristaltica

]

(4) agitador magnético

(5) frasco mistura reacional

(6) frasco de 6leo de canola

(7) seringa metanol

(8) tubo de amostragem

(9) entrada de 4gua

Figura 2.17 Esquema do reator de leito fixo usado por (Hajar et al. 2009).
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O sistema operou durante 72 h e o metanol foi adicionado em 3 etapas, a primeira adicdo
no arranque do ensaio (0 h), a segunda as 24 h e a terceira as 48 h de operacao. As
condi¢cBes 6timas obtidas foram: caudal de 378 mL/h, temperatura de 38 °C e razdo molar
metanol: 6leo de canola de 4,3:1. Estas condi¢des foram repetidas por 6 ciclos (432 h) no
reator de leito fixo, mantendo a conversdo de ésteres metilicos superior a 97% (retiradas a
cada 72 h) (vide Figura 2.18).
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Figura 2.18 Reutilizacdo de lipase imobilizada Novozyme® 435 do reator de leito fixo

continuo (Hajar et al. 2009).

Silva W. (2013) trabalhou com um sistema constituido por reatores de leito fixo com a
capacidade de 10 mL (15 x55 mm), o substrato (varios tipos de 6leo e etanol) foi alimentado
por meio de uma bomba, com fluxo ascendente. Para evitar a perda de etanol no sistema,
recorreram a um condensador sobre o frasco de alimentagcdo. A Figura 2.19 ilustra o

esquema da montagem experimental.
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Legenda:

1- Banho termostatico

2- Agitador magnético

3- Frasco de alimentacéo

4- Condensador de refluxo

5- Bomba

6- Reator continuo de leito fixo

Figura 2.19. Esquema experimental do reator de leito fixo simples estagio usado por (Silva
W. 2013).

Neste estudo, Silva W. (2013) testaram diferentes tipos de 6leo (babagu, macauba e coco),
dando destaque ao Oleo de macauba que obteve rendimentos superiores. Outras
condic¢des operatorias do estudo: 50°C, razdo molar 6leo vegetal/ etanol de 1:7, tempo de
residéncia 7 h, enzima lipase B. cepacia imobilizada em SiO2-PVA. Como se pode
observar na Figura 2.20, o estado estacionario foi alcancado ao fim de 24h, com uma
concentracdo em ésteres foi de 65,4+ 4,8 %(m/m), correspondendo ao rendimento em
FAME de 86,3 + 6,5% e produtividade de 93,4+6,9 mg éster.g* meio.h™.

SERES
S PR LEAEA RS S

60 +

Esteres etilicos (g.g™')
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2 4 [ 8 10 12 14 16
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Figura 2.20. Rendimento em ésteres na etandlise do 6leo de macauba em reator de leito fixo

(lipase B. cepacia ) operando de modo continuo (Silva W. (2013)).

Ao final de 15 dias de operacado continua de etandlise do d6leo de macauba, a lipase

imobilizada foi recuperada e tratada com tert-butanol, apresentando uma atividade
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hidrolitica de 1580 + 107 U.g, o que corresponde a uma perda de atividade da ordem 41%

em relagdo a atividade inicial.

Chattopadhyay et al. (2013) estudaram a metanodlise do OAU catalisada pela lipase
Novozyme® 435. Nesse estudo usaram a associacéo de dois tipos de reatores, o CSTR e
PFR, tendo os reatores continuos a capacidade total de 100 mL (20x450 mm). O sistema
operava com um caudal de 1mL/ min, a temperatura dos reatores foi mantida a 37°C (vide
Figura 2.21). O objetivo do estudo consistiu ha avaliacao do efeito de da massa de enzima

utilizada e do caudal de operacao, no rendimento em FAME.

.
W

Legenda:
(i l P- bomba
EY & g .
8&9 e, L- lipase
4

X ~ ©
AL nUR

Ccﬁ%
jeloxs)

WB - banho termostatico

D- destilador

L)
—
5, iC

SF- funil de separacao

G- glicerol

L,

Figura 2.21. Esquema experimental do processo de produc¢do de biodiesel continua numa
associacdo CSTR-PFR usado por (Chattopadhyay & Sen 2013).

Na Figura 2.22 pode observar-se o efeito do caudal na conversdo em FAME, onde se
identifica um valor 6timo de caudal. Até este valor 6timo, o aumento da conversdo com o
incremento de caudal registado, pode ser uma consequéncia dum efeito favoravel na
velocidade de transferéncia de massa. Os autores concluiram que o valor do caudal 6timo,
a taxa de transferéncia de massa atinge 0 seu maximo e a percentagem de conversao

diminui, que poderé estar relacionado com o decréscimo do tempo de residéncia.
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Figura 2.22. O efeito do caudal da mistura de alimentagdo usada na transesterificacéo
(Chattopadhyay & Sen 2013).

Neste estudo observou-se ainda que o 6leo foi parcialmente convertido no CSTR, apés 4h

de reacgdo, e que o rendimento da reagdo permaneceu estavel durante 45 ciclos.

Na Tabela 2.15 s&o listados alguns trabalhos publicados referentes a produgéo de biodiesel

em reatores continuos, em particular, de leito fixo.
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Tabela 2.15. Sintese dos estudos realizados com reatores tubulares na producéo de

biodiesel.
Outras
Matéria- . P . \% t I
a_erla Catalisador Alcool condicbes reator Caudg Rend. Ref.
prima - [mL] [mL/min]
operatdrias
Oleo de 1,7% '\?reatjgsl 1t'i 2‘(1)023 (Royon et
semente | Novozyme® . n ’ 51 0,16 95% y
alaodo 435 alcool: 6leo Solvente t- al.2007)
g =6:1) butanol
Metanol
3% (reajgg T=45°C; (Ognjano
Oi:ics’sdoel Novozyme®  molar t;f?c;rgl \lljr(])te 100 ND 94%  vic etal.
g 435 metanol: pm, 2009)
. t-butanol
Oleo=4:1)
Oleo de 29 t= 432 h; (Hajar et
Novozyme® _ ' 9
canola vozy ND T=50°C; 177 6,00 97% a1, 2009)
435
. Etanol
Oleo de 3 g lipase ~
(razéo t=46 h; 0 (Salum et
e SﬁaBikzzli: metanol:  T=50°C; al 150 96% 4 2010)
¢ P Oleo = 3:1)
24 Etanol
Oleo de (razéo T=45° - (Simées
Novozyme® , 10 0,03 69%
babacu y alcool: 6leo 50°C; ° A., 2011)
435
=7:1)
409 Metanol
Oleo de | Pseudomon (razéo t= 240 h; (Wang et
. . 160 0,25 ~75%
soja as cepacia metanol: T=40°C; ° ol 2011)
lipase 6leo0=6:1)
289 '\?reat:;(()) | t= 432 h; (Halim et
N ® - ! 0
OAU ovozyme metanol: T=40°C; 83 0,57 9% al. 2009)
435 .
Oleo = 4:1)
Metanol (Chattopa
1% (razdo dhyay &
OAU Novozyme® . 2#d ND 140 1,00 ~70% yay
435 alcool:6leo Sen
=15:1) 2013)

2.7 Monitorizag&o do rendimento da reagao

Durante as reacdes de transesterificacdo e esterificacdo varias substancias sao formadas,

geralmente em menores quantidades, como sao exemplos o glicerol, mono- e diglicerideos.

Estes produtos intermédios ou subproduto permanecem misturados com os ésteres de
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acidos gordos. Além disso, os triglicerideos que n&o sofreram o0 processo de
transesterificacdo podem estar presentes, bem como acidos gordos livres, o &lcool ndo
convertido e o catalisador.

A cromatografia € uma técnica versétil e poderosa que permite a separacao, identificacao
e quantificacdo do teor de ésteres presentes numa amostra. Diversas técnicas tém sido
utilizadas na determinacéo do teor de ésteres em biodiesel, tais como (Amais et al. 2010;
Knothe 2006; Meher et al. 2006): cromatografia gasosa com detetor por ionizacdo em
chama (CG-FID), cromatografia gasosa com detetor seletivo de massas (CG-MS),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia liquida com detetor seletivo
de massas (CL-MS), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN-H e

C) e infravermelho préximo (1V) .

A norma europeia EN14103 indica a cromatografia gasosa com detetor por ionizacdo em
chama (CG-FID) com padronizagdo interna (metil heptadecanoato) e quantificagdo com
calibragdo por um ponto para a avaliagdo do teor em ésteres de qualquer biodiesel

candidato a comercializagéo (Chattopadhyay et al. 2011).

Atendendo a que, neste trabalho apenas se utilizou a cromatografia gasosa (GC) na
monitorizacdo do rendimento da reagdo de producdo de FAME, entendeu-se, nesta
seccao, dar um maior enfoque a esta técnica e a sua aplicacdo a andlise do tipo de

amostras que normalmente se pretendem caracterizar neste tipo de investigacao.

A cromatografia gasosa € definida como um método fisico-quimico de separacao, em que
a amostra é vaporizada, entrando em contacto com duas fases: movel e estacionaria. A
fase mével, o gas de arraste, ndo interage com a amostra, apenas serve para eluir 0s
componentes pela fase estacionaria. A fase estacionaria em cromatografia € imobilizada
em uma coluna ou sobre uma superficie plana. O gas de arraste mais utilizado em

cromatografia € o hélio, sendo compativel com a maioria dos detetores.
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O cromatdgrafo é constituido essencialmente por um injetor, coluna, detetor e medidor de

caudal como ilustra a Figura 2.23.

Mostrador

Cilindro de

gas de

arraste

[ .
[ |

Regulador Sistema
de caudal de

i Coluna * 4

[———f——"

|
' Camara de (7 fﬂ T Medidor de

| S (.
Amostra mim  injecdo da W | 'L'ﬂ/ul | = Detetor B aga
I amostra :\\\k\ﬁ j{/_

Forno Termostato

Figura 2.23 Diagrama de blocos de um cromatégrafo a gas tipico (Douglas et al. 2009).

As colunas cromatogréficas, devido sua alta eficiéncia, sdo normalmente utilizadas como
fases estacionarias e sdo responsaveis pela retencdo dos compostos da amostra. Para
separar diversos componentes da amostra, 0os seus tempos de retencdo devem ser
suficientemente diferentes para uma separagdo bem definida. Para evitar condensacao
dos componentes e corridas muito longas, a temperatura da coluna deve ser ajustada para
gque permanega constante ou que aumente progressivamente ao longo da corrida
cromatogréfica. A escolha da coluna cromatogréfica deve ser de acordo com as

caracteristicas dos componentes analisados para que se obtenha uma boa resolucéo.

Outro fator, para obter boa resolucdo € aumentar a pressédo de entrada, de modo a
aumentar o caudal da fase movel e diminuir os tempos de retencdo. Os tempos de retengao
dependem das forcas de interacdo do composto com a fase estacionaria. Quanto menor a
afinidade dos componentes pela fase estacionaria, mais rapidamente estes séo eluidos na
coluna. Isso implica que os compostos da amostra devem apresentar algum grau de
compatibilidade com a fase estacionaria. Portanto, colunas polares sao compativeis com

compostos polares e colunas apolares, com compostos apolares.
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Sobre o sistema de injecdo de amostra em colunas capilares, o injetor mais utilizado é o
split/ splitless. No modo split, ocorre uma diluicdo da amostra pelo gas de arraste, sendo
esse modo de injecdo interessante quando os compostos de interesse estdo em alta
concentracdo. Ja no modo splitless, ndo ocorre esta diluicdo, o que é desejado para a
andlise de niveis de concentracdo muito baixos, nesse caso, uma maior quantidade de

amostra precisa ser injetada na coluna.

O sucesso da cromatografia gasosa depende da eficiéncia do processo de detecdo. O
detetor deve ser mantido a uma temperatura superior a do injetor, de modo que todos os
compostos permanec¢am na forma gasosa. Para um determinado processo cromatografico,
a escolha do detetor a instalar depende do tipo de compostos que se pretendem analisar
e da sensibilidade do método. Destacam-se dois tipos de detetores: o de ionizagdo de
chama (FID) e o espectrometria de massa (GC-MS). O GC-FID, apresenta algumas
vantagens relativamente aos detetores mais especificos, nomeadamente: igual
sensibilidade para a maioria dos compostos orgéanicos, ndo sofre grandes alteragbes com
variagdes de fluxo, pressdo ou temperatura, ndo é sensivel a impurezas comuns do géas
arraste, como por exemplo CO, e H;O, apresenta uma linha de base estavel e boa

linearidade de resposta, ndo necessita de muita manutencao.

Um dos detetores mais poderosos para a cromatografia gasosa € o espectrometro de
massa. A combinacgdo da cromatografia a gas e a espectrometria de massas é conhecida
como CG. Os espectrometros de massa, como detetores em cromatografia gasosa, tém

sido amplamente utilizados por serem extremamente sensiveis.

A anteceder uma analise de CG, para amostras que se suspeita que contenham outros
compostos da mistura reacional para além dos ésteres de acidos gordos, é necessario
submeté-las a um pré-tratamento de derivatizacdo, de forma a obter as substancias

volateis, termicamente estaveis e a proteger a coluna de CG.

Dos tipos de reacdes de derivatizacdo que podem ser utilizados em analise por CG, as
mais usadas séo alquilagéo, a acilacao e a sililagdo. Destaca-se a sililagéo por ser a reacéo
mais simples, rapida e versatil, que ocorre numa Unica etapa e por apresentar alto
rendimento. Na sililagdo ocorre o bloqueio das ligacdes de hidrogénio, havendo uma
reducdo de interacdo do tipo dipolo-dipolo, elevando a volatilidade dos compostos,
resultando em picos mais estreitos e simétricos. Esta técnica consiste em substituir, por
um grupo silano, os grupos funcionais com —COOH, -OH, -NH, -SH, que sdo sensiveis

devido a capacidade de formar pontes de hidrogénio entre as moléculas.
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A reacao geral para formacgéo do derivado é apresentada na Figura 2.24.

RiSi=X 4 Y-H —= RgSi-Y 4  H-X

Reagente Composto com Composto  Hidrogénio com
sililante hidrogénio ativo sililado grupo de saida
do reagente

Figura 2.24. Representacado genérica da reacdo de sililagdo (Douglas et al. 2009).

Todos os reagentes sililantes e seus respetivos derivados sdo sensiveis ao efeito
hidrolitico. Consequentemente as reacdes devem ser realizadas em frascos selados e com
derivatizantes em excesso. A escolha do solvente € importante, como a sililagdo ocorre em
hidrogénios mais ativos, devem-se evitar solventes préticos®. Em alguns casos, o proprio
agente sililante pode ser usado como solvente. Entre os solventes utilizados, destacam-se:
piridina, hexano, isoctano, dimetilformamida, entre outros. Foram desenvolvidos varios
agentes sililantes com vista a sua aplicacdo na sililagcdo de diversos compostos polares de
diferentes reatividades. Geralmente, para andlises via CG, adiciona-se, em compostos
polares, grupos trimetilsilila (TMS) ou tert-butil(dimetil)silica (TBDMS). Quando se deseja
obter derivados-TMS, os agentes sililantes mais utilizados sdo trimetilclorosilano (TMCS),
N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA), hexametilsililazano (HMDS), entre outros.
Destes 0 BSTFA é o mais volatil.

A derivatizacdo pode também servir para interromper as reagfes, quando as amostras
correspondem a aliquotas de mistura reacional recolhidas ao longo de um determinado

tempo de operacao.

5 solvente protico - qualquer solvente molecular o qual contenha H* dissociavel.
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2.8 Conclusao

Do exposto ao longo deste capitulo é possivel apurar que o processo de producdo de
biodiesel j& remonta a algumas décadas.

O biodiesel tem atraido muita atencdo por parte dos pesquisadores e industrias como
combustivel renovavel, biodegradavel e nao téxico. No entanto, varias matérias-primas
foram testadas, sendo considerado o OAU a matéria-prima alternativa aos 6leos virgens,
apesar das suas desvantagens, tais como a elevada concentracao dos 4cidos gordos livres

(AGL) e o teor de agua.

Esta revisdo bibliografica fornece uma visdo abrangente dos processos de producdo de
biodiesel recorrendo varios métodos, diferentes tipos de operac¢des de processo, varias
guantidades de catalisador e diferentes composi¢des fisico-quimicas do OAU e de 6leos

vegetais virgens.

De acordo com a revisdo bibliografica efetuada, verifica-se que as enzimas tém potencial
para catalisar as reacdes de esterificacdo e transesterificacdo. Com especial destaque a
lipase Novozyme® 435, que tem provado ser um catalisador eficaz na producdo de FAME
e tém sido demostrado que preserva a sua atividade catalitica em meio anidro. No entanto,
ainda existem poucos estudos acerca da sua reutilizacdo/regeneragao . Assim, dentro da
biocatalise aplicada a producao de biodiesel, este constitui um campo pouco explorado,

sendo por isso objeto de estudo do presente trabalho.

A aplicacdo industrial da lipase Novozyme® 435 depende da otimizacdo de diversos
parametros operacionais, nomeadamente a razdo massica Novozyme® 435:6leo e razdo
molar 6leo: alcool. Sendo, o alcool um dos fatores mais importantes que afeta o rendimento,
verifica-se que na maioria dos estudos foi usado o mais reativo: 0 metanol. Todavia, este
alcool é toéxico para lipases, havendo por isso solu¢des para contornar esta limitacao, que
passam por manter baixas as suas concentracdes no meio reacional, quer através da sua
adicdo por estagios, quer através do uso de um solvente. Esta Ultima via permite
simultaneamente dissolver o 6leo e élcool. Li et al. (2006) observaram uma variagao
significativa na estabilidade da enzima quando diferentes solventes foram testados; 0s

resultados elegeram o tert-butanol como o melhor solvente.
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Para a producéo de biodiesel & escala industrial, deve ser levado em conta que, mesmo
tendo beneficios os solventes introduzem outros problemas operacionais, como reducgéo
da capacidade volumétrica, problemas ambientais (toxicidade, emissfes) e custos
(recuperacéo e perdas). Desta forma, os efeitos negativos tém que ser cuidadosamente

avaliados com os positivos.

J& se conhecem algumas condi¢des operatdrias testadas com sucesso (com OAU, metanol
e Novozyme® 435) em trabalhos desenvolvidos por estudantes de mestrado em
Engenharia do Ambiente, do Departamento de Ambiente e Ordenamento da Universidade
de Aveiro, nomeadamente:

o Razdao volumétrica do tert-butanol de 0,75 v/v (em relacdo ao volume de OAU), visto
ter sido obtida por Amorim A. (2009);

e Razdo molar metanol: OAU selecionado foi 4:1, sendo a razdo com melhores
resultados obtidos Oliveira B. (2010) e Melo S. (2012), mas também por outros
investigadores, como por exemplo Halim et al.(2008) e Chen et al.(2006);

e Temperatura de reagdo de 50°C (Melo S., 2012). Verifica-se que a esta
temperatura a enzima mantém néo desnatura, e o rendimento em FAME é

superior.

Relativamente ao tipo de reatores empregues na producéo de biodiesel por biocatélise,
descontinuos sdo, sem duvida, os mais indicados para o estudo cinético de reacdes a
escala laboratorial. Todavia, para a producdo em continuo, tendo em vista uma futura
aplicacéo industrial, o tipo de reator mais usado € de leito fixo (com enzima imobilizada),
nao havendo contudo um consenso quanto a massa de enzima a utilizar por volume de
reator, bem como os caudais mais adequados. O rendimento em FAME esta dependente
de véarios parametros processuais, tais como natureza/composicdo da matéria-prima,
natureza do alcool, do catalisador, teor em agua, a temperatura, pH, etc. Sdo inimeras as
combinacgfes possiveis destes fatores que poderdo conduzir com sucesso ao objetivo
ultimo de qualquer estudo nesta tematica: produzir biodiesel de forma eficiente e com

impactes minimos para o ambiente.
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3 Procedimento e planeamento experimental

3.1 Introducéao

Existe uma vasta informacgdo publicada na area da producdo de biodiesel por catalise
enzimatica em reatores descontinuos agitados, contudo ainda ndo ha um consenso quanto

as condicdes operacionais ideais. No que concerne a reutilizacdo do biocatalisador a

escassez de informacédo é mais notdria.

O presente trabalho vem na continuidade de outros (Amorim A. (2009), Oliveira B. (2010)
e Melo S. (2012)) desenvolvidos no ambito de dissertacbes de Mestrado em Engenharia
do Ambiente. Assim, a selecao do catalisador, do solvente e do alcool tiveram por base os
resultados obtidos nos referidos trabalhos. No presente trabalho pretende-se
investigar/testar algumas condicbes operatérias pouco exploradas na bibliografia
consultada e apresentada no Capitulo 2.

Neste capitulo sdo apresentados os materiais bem como os procedimentos adotados, com
a finalidade de converter o OAU em ésteres metilicos de acidos gordos (FAME), por
catalise enzimatica. Numa primeira fase, realizaram-se ensaios em reator agitado
descontinuo com o objetivo de avaliar a influéncia da razdo massica da enzima
(Novozyme® 435)/ OAU e do indice de acidez da “matéria-prima” no rendimento da(s)
reacdo(6es) de producdo de FAME. Ainda em reator descontinuo testou-se o efeito do
método regeneracdo na reutilizacdo da Novozyme® 435, no rendimento da producéo de
FAME. E por fim, procedeu-se a producdo de FAME num sistema continuo de leito fixo,

testando o desempenho de uma resina na adsorgéo do glicerol.
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3.2 Plano experimental

Com vista a atingir os objetivos definidos na seccdo 1.2, estabeleceu-se o plano

experimental constante na Tabela 3.1

Tabela 3.1 — Resumo do plano experimental do presente trabalho.

Objetivo

Reator

Condicdes operatoérias

Variaveis testadas

Avaliar a influéncia da
razdo massica de
enzima/OAU no
rendimento em FAME

Avaliar o efeito do
indice de acidez do
6leo no rendimento em
FAME

Selecionar o solvente
mais adequado na
regeneracéo da
enzima com vista a
sua reutilizagao

Avaliacéo do
rendimento em FAME
numa producao em
continuo

Descontinuo

Descontinuo

Descontinuo

Continuo de
leito fixo

e T=50°C

e Metanol: OAU=4:1 (mol/mol)

o tert-butanol: OAU de 0,75
(VIv)

e Catalisador: Novozyme® 435

e Tempo de reacéo de 8h

e Agitacdo orbital 260 rpm

e T=50°C

e Metanol: OAU=4:1 (mol/mol)

e tert-butanol: OAU de 0,75
(viv)

e Novozyme® 435: 6leo=10%
(m/m)

e Tempo de reagéo de 8h

¢ Agitacdo orbital 260 rpm

e T=50°C

e Metanol: OAU=4:1 (mol/mol)

o tert-butanol: OAU de 0,75
(VIv)

e Novozyme® 435/6le0=10%
(m/m)

e Tempo de reacéo de cada
ciclo: 8h; 6 ciclos.

e Agitacao orbital 260 rpm

e T=50°C

e Metanol: OAU=4:1 (mol/mol)

e tert-butanol: OAU de 0,75
(VIv)

e Catalisador: Novozyme® 435

e Tempo de operacdo de 715 h
(~30 dias)

e Caudal de 0,9 mL/min

Razao massica de
enzima/ éleo:

e 5%

e 10%

e 15%

indice de acidez do 6leo:

¢ 2,302 mg KOH/g OAU

¢ 16,785 mg KOH/g OAU

¢ 68,342 mg KOH/g OAU

e 104,009 mg KOH/g
OAU

Solventes organicos:

e tert-butanol
e 1-butanol
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3.3 Materiais e equipamentos

O OAU utilizado neste trabalho, proveio de uma das cantinas da Universidade de Aveiro,
e 0 Oleo vegetal virgem original era maioritariamente de amendoim. A componente
experimental inicialmente centrou-se na caraterizacdo de amostras de OAU e das
respetivas misturas de OAU com acido oleico, usado para “simular” 6leos com diferentes

indices de acidez.

Os respetivos procedimentos experimentais encontram-se descritos na subseccédo 3.4.4.1.
Neste trabalho, o rendimento da reacdo foi monitorizado em termos da conversao em

ésteres metilicos, por cromatografia gasosa.

Tendo como base estudos ja desenvolvidos acerca da catalise enzimatica optou-se pelos
produtos quimicos da Tabela 3.2, necessarios para execugao deste trabalho. Os principais
equipamentos utilizados no decorrer deste trabalho encontram-se resumidos na Tabela
3.3.

Tabela 3.2. Produtos quimicos utilizados na componente experimental deste trabalho.

Produto quimico CAS Origem

OAU - Oleo alimentar usado proveniente das
cantinas da UA

Hidrdéxido de sodio 1.06462.1000 Merck, PA

Acido oleico 27728 Riedel-de Haén, PA

Novozyme® 435 (Candida 200233 (cedida por) Novozymes A/S

antarctica) 200229

tert-butanol 1078371 Panreac, PA

Metanol 1289045 Fisher Chemical, PA

Metil heptadecanoato 51633 Fluka, PA

Piridina 131457.1611 Panreac, PA

Clotrimetilsilano 426431000 Acros Organics, PA

N,O-Bis(trimetilsilano) 355588.1905 Panreac, PA

Alcool isopropilico 10904 José M. Vaz Pereira, S. A., PA

Hexano 1341812 Fisher Scientific, PA

Heptano 27101125 José Manuel Gomes dos Santos, PA

Resina Lewatit GF 202 03377621 (cedida por) Lanxess, 03377621

1-Butanol 19.3081702.200 Chem-Lab NV, PA
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Tabela 3.3. Equipamentos usados na componente experimental do presente trabalho.

Equipamentos Origem

Agitador orbital Scansci, SK-330-Pro

Placa de aquecimento SBS

Titulador automatico Metrohm, 904

Estufa Labmorma

Bomba peristaltica Watson Marlow 505 S

Seringa 0.5 pL Hamilton®

Cromatografo CG-FID Thermo Scientific, TRACE GC ULTRA
Cromatografo CG-FID Thermo Scientific, TRACE GC ULTRA
Cromatografo CG-MS Thermo Scientific, TRACE GC ULTRA, DSQ Il

3.4 Metodologia experimental

De acordo com a revisao bibliografica apresentada no capitulo anterior, verifica-se que ja
foram testadas, por diversos autores, inUmeras condigbes experimentais, sempre com o
objetivo de maximizar a conversdo de triglicerideos e acidos gordos livres em ésteres
metilicos ou etilicos de acidos gordos. Como objetivo de aumentar o rendimento do
processo, usando uma enzima suportada, e tendo como referéncia os estudos ja
realizados, considerou-se importante estudar a influéncia do indice de acidez, da razao
massica enzima/ OAU e dos solventes usados na regeneracdo da enzima quando usada
em ciclos consecutivos. Posteriormente, testou-se a producdo de FAME em continuo em
reatores tubulares de leito fixo (com a referida enzima), fazendo uso de uma resina para

remocao do glicerol durante a etapa de reacéo.

A matéria-prima, OAU, teve como proveniéncia o 6leo de amendoim, usado numa das

cantinas da Universidade de Aveiro.

A enzima utilizada neste trabalho foi a enzima Novozyme®435 por ser umas das enzimas
mais eficiente, i.e., por apresentar rendimentos mais elevados, segundo a literatura.
Selecionou-se 0 metanol, por ser mais reativo, apesar de apresentar elevado grau de
toxicidade para a enzima. Para ultrapassar este problema adicionou-se ao meio reacional
um solvente organico, que pudesse solubilizar o éleo e o metanol (vide sec¢édo 2.3.2.3).
Varios estudos apontam que o tert-butanol é o mais eficiente, possuindo a capacidade de

proteger a enzima da inativacdo e assegurando a reagéo de transesterificacao.
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Para garantir que todo o sistema opera numa temperatura controlada operou-se dentro da
estufa a 50°C. Este valor de temperatura foi selecionado tendo em consideragéo o ponto
de ebulicdo do alcool e a gama 6tima recomendada para a Novozyme®435.

7

O rendimento das reacdes de transesterificacdo e esterificacdo € afetado pela razéo
massica de catalisador/0leo. Este foi outros dos pardmetros estudados no presente
trabalho.

Neste trabalho, como néo se realizou a purificacdo do biodiesel, tendo sido caracterizadas
as amostras recolhidas ao longo dos ensaios experimentais, em termos do teor em FAME,

de acordo com o EN 14103. Com este valor calculou-se o rendimento em ésteres.

3.4.1Caracterizacdo e pré-tratamento da enzima

A composicdo da enzima Novozyme®435 usada neste trabalho foi fornecida pela
Novozyme A/S Denmark. Esta empresa facultou os valores de atividade dos lotes a que
pertenciam as enzimas usadas no presente trabalho. Esta informacdo encontra-se

compilada na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 Composi¢cdo média e atividade das enzimas Novozyme® 435.

Lipase Ingrediente Aprox. %(m/m) Atividade inicial

Novozyme® 435 | Resina acrilica 78,8
9.080,0 PLU®%g ou

Lipase 21
11.075,0 PLU/g

Sorbato de potassio 0,20

Nos ensaios em reator descontinuo foi usada a Novozyme® 435 pertencente ao lote com
uma atividade inicial de 9.080,0 PLU/g, e nos ensaios em reator continuo a do lote com
11.075,0 PLU/g. O motivo que levou a terem sido usadas enzimas de lotes distintos foi o

facto de ter terminado a amostra de um dos lotes.

6 PLU= 1 umol de propilaurato formado por minuto / g enzima. E uma atividade baseada na

sintese de éster.
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Pré-tratamento da enzima

Numa primeira etapa de sintese enzimatica do biodiesel, as enzimas foram pré-tratadas

seguindo o procedimento descrito por Melo S. (2012), que, por sua vez, foi adaptado de

Lai et al.(2005). Na Figura 3.1 encontra-se ilustrados todo o procedimento de pré-

tratamento da enzima que compreendeu 0s seguintes passos:

a)
b)
c)
d)

e)

f)

h)

Pesagem da enzima (1g, neste caso);

Adicdo de 10 mL tert-butanol a enzima;

Incubagéo da enzima em tert-butanol durante 1h, a 50°C;

Separacéo do tert-butanol, com ajuda da micropipeta;

Preparacédo da matéria-prima (e.g., OAU ou misturas de OAU com acido oleico) a
usar na (posterior) etapa de reacdo, para a qual a enzima esté a ser pré-preparada;
Vials com enzima e a matéria-prima pronta a ser adicionada;

Adicdo da matéria-prima a enzima;

e i) Colocar a enzima com a matéria-prima na estufa a 50°C e deixar incubar durante

a noite.
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Figura 3.1 Fotografias ilustrativas das varias etapas que compreendem o processo de

pré-tratamento da enzima.

Concluido o pré-tratamento da enzima da-se inicio a etapa da reacao de transesterificacéo
e esterificacdo, procedendo-se a adi¢cdo do alcool e do solvente aos vials/reatores que

contém a enzima e a matéria-prima (OAU ou misturas deste com acido oleico).
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3.4.2Caracteristicas daresina Lewatit GF 202

A resina foi gentilmente cedida pela empresa Lenntech, sendo um composto hidrofilico,
com a capacidade de adsorver o glicerol e o sabdo do meio reacional em leitos fixos. E
uma resina de troca idnica macroporosa que possui uma porosidade 0.65+0,05 mm (vide

anexo A.4).

3.4.3 Caracterizacao e pré-tratamento do OAU

A caraterizacdo do OAU foi efetuada previamente aos ensaios experimentais previstos no
plano experimental. O conhecimento de parametros como: densidade, indice de acidez,
teor em 4gua, formula empirica, etc., de um 6leo, sdo importantes quando se pretende
investigar a influéncia de determinadas condigbes operatérias na produgcdo de FAME. A

relevancia do conhecimento dos parametros anteriores depende do tipo de catalise adotar.

3.4.3.1 Densidade OAU e misturas de OAU com &cido oleico

A densidade OAU é importante ser conhecida antes de se iniciarem 0s ensaios a escala
laboratorial. O seu conhecimento permite medir volumes tendo por base valores pré-

estipulados de massa, agilizando assim o procedimento experimental.

Nos ensaios levados a cabo, com vista a avaliagdo do desempenho da enzima em misturas
reacionais com diferentes indices de acidez, preparam-se misturas de OAU com acido
oleico (para mais informacéo consultar a secgdo 3.4.4.1), cuja densidade foi necessario

conhecer.

A densidade do OAU foi determinada por picnometria, a uma
temperatura constante (20°C), tendo sido usado um picnémetro de 50
mL. O procedimento adotado foi:

i. Pesar o picnémetro e registar a massa (+ 0,0001 g);

ii. Encher o picnometro com OAU até ao traco de referéncia,;

iii. Registar a massa e a temperatura do 6leo.

Figura 3.2.

Picnémetro com
OAU.
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Posteriormente, calculou-se o valor da densidade do OAU de acordo com a seguinte
equacao:

Poau = VmOAilJM (@20°0) 1)

picnémetro [L]

O mesmo procedimento experimental e de célculo foi efetuado para a determinacdo da
densidade de misturas de OAU com &cido oleico.

3.4.3.2 indice de acidez do OAU e misturas de OAU com &cido oleico

O indice de acidez traduz-se na quantidade de hidroxido de potassio, mg KOH, necesséria
para neutralizar uma grama de amostra, sendo um importante parametro na caraterizacao

do 6leo.

Este parametro permite quantificar o teor de &cidos gordos livres, que é importante
conhecer antes de se processar a reagdo de transesterificagdo quando a catélise
homogénea alcalina é utilizada. A acidez de um 6leo nédo pode ser entendida como uma
constante, uma vez que resulta da hidrélise dos triglicerideos e, por isso, € associada ao

grau de degradacéo do 6leo.

O indice de acidez foi determinado por titulagdo automatica (Figura 3.3), o método consiste
na neutralizagéo, por reagdo acido-base, dos acidos gordos livres contidos na amostra de

Oleo. O procedimento para a determinagéo foi:

i.  Dissolver 2 mL de OAU em 20 mL de alcool isopropilico;
ii.  Titular com solu¢@o aquosa de NaOH 0.095M, recorrendo ao titulador automético;
iii. Registar o EP (End Points) real do EP que sao variacdes de pH representadas no
volume de KOH gasto na titulagéo.
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Figura 3.3. Titulador automatico.

O indice de acidez do OAU determina-se através da seguinte férmula:

mg KOH _ CNaOH [M] X VI [mL]
g 0AU PoAu [%] X Voay[mL]

)

Indice acidez [

x 1.4 x 10° [m]

MgNaoH

3.4.3.3 Pré-tratamento do OAU

A anteceder a etapa de reagdo num processo de producdo de biodiesel, € comum que a
matéria-prima (os 06leos) necessitem de um pré-tratamento que visa melhorar a
composicao quimica dos mesmos. Este pré-tratamento podera incluir a desidratagéo (total

ou parcial), a neutralizagéo de acidos gordos livres e remocé&o de solidos em suspenséo.

Esta etapa de pré-tratamento é fundamental sobretudo nos OAU, pois apods a utilizagéo
dos Oleos para a confegcéo de alimentos por fritura, as suas caracteristicas apresentam-se
guimicamente alteradas, assim como acrescentadas de elementos relacionados com a

confec¢do alimentar.

Neste trabalho as particulas foram removidas por sedimentacdo/decantagdo. N&o se
procedeu a desidratacdo do OAU, visto que se conhecida de trabalhos anteriores o seu
valor e se mostrou adequado a aplicacdo em processos biocatalisados. Também néo se

neutralizaram os acidos gordos livres pelo mesmo motivo apresentado anteriormente.
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3.4.3.4 Massa molar do OAU

A massa molar média dos triglicéridos que constituem o OAU foi determinada de uma forma
indireta, ou seja, converteu-se os triglicéridos em FAME numa reagdo com o metanol (em
largo excesso relativamente a estequiometria da reacéo), catalisada pelo NaOH (1% m/m).
De seguida procedeu-se a separacao de fases, extraindo-se o glicerol e ficando-se com a
mistura de FAME “bruta”. Esta mistura foi posteriormente lavada sucessivamente com agua

fervente. Finalmente desidratou-se os FAME (ou biodiesel) numa estufa.

Uma amostra deste biodiesel foi analisada por GC de modo a obter o “mapa” dos ésteres

metilicos, bem como as respetivas concentracoes.

O célculo da férmula empirica média dos FAME, bem como da féormula empirica dos

triglicéridos encontra-se descrito com mais detalhes no Anexo Al.

3.4.4 Ensaios em reator descontinuo

Em reator descontinuo realizaram-se trés séries de ensaios com vista a avaliar:
¢ 0 desempenho da Novozyme® 435 em misturas reacionais com diferentes indices
de acidez (secgao 3.4.4.1)
¢ ainfluéncia da razao massica de enzima/OAU no rendimento em FAME (seccao
3.4.4.2)

o efeito do solvente no desempenho da enzima reutilizada (seccéo 3.4.4.3)

3.4.4.1 Influéncia do indices de acidez da matéria-prima no desempenho da

Novozyme®435

O sucesso da sintese enzimatica de biodiesel depende de diversos fatores, entre os quais,
as caracteristicas quimicas da matéria-prima. Parte da componente experimental do
presente trabalho focou-se na caracterizagdo de amostras de OAU e das respetivas
misturas de OAU com acido oleico, usado para “simular” 6leos com diferentes indices de

acidez.

Os ensaios foram realizados em reator fechado, descontinuo, evitando o contacto com o

ar, de forma a minimizar perdas dos componentes volateis da mistura reacional.

A Figura 3.4 ilustra algumas das etapas que compreenderam o0 ensaio com diferentes

valores de indice de acidez da matéria-prima (OAU + acido oleico). Na Tabela 3.6 estdo
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resumidas as condi¢Bes operatodrias do referido ensaio, no qual foram realizadas duas
réplicas. As condi¢des operatdrias gerais do ensaio foram: razdo massica Novozyme® 435/
OAU de 10%, correspondente a 0.30g de Novozyme® 435 em cada reator(vide Anexo A.3),
50°C, 0,75 vi/v de tert-butanol/6leo, razdo molar metanol/éleo 4:1, agitacdo orbital de

260rpm e 8h de tempo de reacéo.

Tabela 3.5. Condi¢cdes experimentais para os ensaios de avaliacao do efeito do indice de

acidez e darazdo massica de enzima no rendimento em FAME.

N indice de
Concentracéao . V tert-
de 4cido Voau + acido acidez V MeoH -
utano
oleico [v/V] oteico [ML] [r:l?nngggg [mt] [mL]
100% ‘ 3,58 104,009 0,60 2,69
50% ‘ 3,15 16,785 0,57 2,36
10% ‘ 3,43 68,342 0,59 2,58
0% ‘ 3,06 2,302 0,55 2,30

Na Figura 3.4 encontra-se ilustrados todo o procedimento de producdo de biodiesel por
catalise enzimatica, que compreendeu 0s seguintes passos:

a) Incubacgédo da enzima;

b) Adicdo de metanol ao tert-butanol com os volumes mencionados na Tabela 3.6;

c) Vials com a mistura do alcool e do tert-butanol;

d) Inicio da reagéo de transesterificagdo apds adi¢cdo da mistura, recorreu-se a uma

placa de agitacdo orbital colocada dentro da estufa, a 50°C;
e) As amostragens foram realizadas as 8 horas;

f) Guardadas no congelador.
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L i

Figura 3.4. Fotografias ilustrativas das varias etapas que compreendem o processo de

producdo de FAME que testam a influéncia do indice de acidez.

3.4.4.2 Influéncia da razdo massica Novozyme®435/ OAU no rendimento em
FAME

A quantidade de enzima necesséria na sintese enzimatica de biodiesel é um fator crucial
para o sucesso a nivel industrial. Na Tabela 3.6 estdo resumidas as condi¢des operatorias
usadas no ensaio onde foi testada a razdo massica Novozyme®435/0OAU (vide Anexo A.3),
e a sua influéncia no rendimento em FAME. As condigBes operatdrias comuns neste ensaio
foram: 50°C, 0,75 v/v de tert-butanol/6leo, razdo molar metanol/OAU de 4:1, agitacdo
orbital de 260rpm e 8h de tempo de reacao.
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Tabela 3.6. Condicdes experimentais do ensaio para a avaliacao do efeito da razdo massica

de enzima no rendimento em FAME.

Razao massica m Voau + V MeoH V tert-
enzima /OAU enzima 4cido oleico [mL] butanol
[m/m%] la] [mL] [mL]

10 \ 0,30 3,06 0,55 2,30

5 \ 0,15 3,06 0,55 2,30

15 \ 0,45 3,06 0,55 2,30

O procedimento adotado neste ensaio foi 0 mesmo que se encontra ilustrado na sec¢ao
3.4.4.1 (vide Figura 3.4).

3.4.4.3 Efeito do método regeneracéo na reutilizacdo da Novozyme®435

Para 0 ensaio que visava testar método de regeneracéo na reutilizacido da Novozyme®435,
selecionaram-se solventes orgéanicos hidrofilicos que apresentavam afinidade com a
enzima, e capacidade de solubilizar o 6leo e o metanol. Com base no exposto na sec¢ao
2.3.2.3 selecionou-se o tert-butanol por conduzir a conversées em FAME elevadas, quando
a enzima é regenerada com esse solvente. Para além deste testou-se também 1-butanol,
apesar de ndo existir nenhuma literatura acerca da aplicacdo deste solvente na

reutilizacdo/ regeneracdo de enzimas.

O método de regeneragdo compreendeu uma ou as duas das seguintes etapas: a lavagem

e a incubacdo da enzima imediatamente antes da sua reutilizacao.

ApoOs o pré-tratamento da enzima (vide subsecc¢éo 3.4.1) iniciou-se a etapa de reagéo de
producdo de FAME, num reator descontinuo agitado, nas seguintes condi¢des operatorias:
50°C, razao molar metanol/ alcool de 4:1, razao volumétrica do tert butanol/ OAU de 0,75v/v
e tempo de operagdo de 8 horas por ciclo. Entre as reutilizagcdes (ciclos), a mistura
reacional foi pipetada, sendo realizadas sempre no mesmo reator (vials), evitando assim
as perdas de massa de enzima. Foram realizados no total de 6 ciclos, sendo que entre o
5° e 0 6° ciclo a enzima foi regenerada de acordo com as condi¢cfes estabelecidas na
Tabela 3.7. As etapas do procedimento experimental foram idénticas as apresentadas na
seccdo 3.4.1. “Pré-tratamento da enzima”, i.e., incubacgéo engloba, suspender a enzima em
tert-butanol durante 1h e deixar durante a noite em OAU a 50°C. Todos o reatores
operaram nas seguintes condicdes: indice de acidez de 0% v/v a concentracdo de acido
oleico, volume de OAU de 3,06 mL, volume de MeOH de 0,55 mL, volume de tert-butanol
de 2,30 mL e 0,30g de enzima.
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Tabela 3.7 . Condi¢cdes dos ensaios que testam o efeito do método regeneracéo na

reutilizacdo da Novozyme®435.

Ensaio Solventes organicos utilizados na regenerag¢ao da enzima

Controlo (sem lavar nem incubar)
Lavar com tert-butanol e incubagéo

Lavar com tert-butanol
Reutilizagdo da Lavar com tert-butanol + H20 e incubac&o
Novozyme®435

Lavar com 1-butanol e incubacéo

Lavar com 1-butanol

Lavar com 1-butanol + H20 e incubagao

Na Figura 3.5 encontra-se ilustrado todo o procedimento adotado nesta série de ensaios

que testam o efeito do método regeneracéo na reutilizagdo da Novozyme®435:

a)
b)

c)
d)
e)
f)
g9)

h)

)

apos o pré-tratamento da enzima (vide 3.4.3.3);

a adicdo da mistura do alcool e do tert-butanol ao vials que contém a enzima pré-
tratada e incubada;

as amostragens foram realizadas as 8 horas de reacao;

FAME recolhido durante cinco ciclos;

guardar enzimas no frigorifico durante a noite (sem incubacéo);

adicionar 6leo a enzima;

apoés 5° ciclos sucessivos de reacdo a enzima € submetida ao método de
regeneracédo (vide Tabela 3.7);

apoés sucessivas lavagens até se obter a enzima com a coloracao inicial, iniciou-se
o Ultimo ciclo;

a amostragem foram sempre realizadas ao fim de 8h e devidamente congeladas.

Por questdes logisticas, amostras de mistura reacional ndo foram analisadas por GC a

medida que foram sendo recolhidas, mas sim apenas depois de concluido o ensaio.
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Figura 3.5. Fotografias ilustrativas das véarias etapas que compreendem o processo de

producdo de FAME que testam o efeito do método de regeneracédo na

reutilizacdo Novozyme® 435.

3.4.5 Ensaios em reator continuo

No sistema de leito fixo continuo, a lipase Novozyme® 435 podera estar mais exposta a
inibicdo do glicerol, promovendo a redugé@o do rendimento em ésteres. O glicerol pode
depositar-se na superficie da enzima suportada, impedindo consequentemente o fluxo
uniforme do meio reacional pelo suporte sdlido. De forma a minimizar este problema
construiram-se dois reatores tubulares de leito fixo em série, e entre eles colocou-se uma

coluna com a resina Lewatit® GF 202.
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Assim, o sistema continuo era constituido por dois reatores em série, com o volume (sem
leito/enzima) de 17,7 mL (cada um) com leito de enzima Novozyme®435, e entre eles
encontrava-se uma coluna com resina. Este sistema era alimentado, através de uma
bomba peristaltica, com uma mistura de OAU, tert-butanol e metanol, preparada todos os
dias. O fluxo nos reatores era ascendente e na coluna da resina era descendente. O caudal
de operacgéo foi mantido aproximadamente constante e igual a 0,9 mL/min. O sistema foi
operado continuamente durante 200h; ao final deste tempo interrompeu-se a alimentacéo
para proceder a limpeza do mesmo, visto que se assistiu a diminuicdo do rendimento em

FAME do efluente a saida do sistema.

Durante esta primeira fase de operacdo do sistema continuo, foram recolhidas amostras,
com diferentes frequéncias, a montante e jusante da coluna com resina e a saida do ultimo

reator da série.

A regeneracgédo da enzima foi levada a cabo aplicando o método que melhor desempenho
teve ao nivel da reutilizacdo deste catalisador, i.e., o tert-butanol sucedido de incubagéo

com OAU, como oportunamente sera apresentado posteriormente na secgéo 4.5.

A operacdo do sistema foi reiniciada, nas mesmas condi¢cdes operatorias descritas
anteriormente, desta vez com a enzima e resina regeneradas, até as 715h (tempo de

operacao total).

Note-se que a anteceder a primeira utilizagdo quer da enzima quer da resina (i.e., antes do
arranque do sistema continuo), estas foram pré-tratadas de acordo com a metodologia
descrita na seccdo 3.4.1. Todavia, numa fase avangada do ensaio houve a percegéo de
gque aresina deveria ter sido ativada previamente com metanol. Assim, o objetivo de avaliar
o efeito da remocdao do glicerol numa etapa intermédia da reacao, ou seja, entre os dois
reatores em série ndo foi atingido. Contudo, apés cessar a operacgéo do sistema (715h),
devido a problemas obstrucéo dos reatores e tubagens, ativou-se a resina com metanol e
arrancou-se a alimentagéo do sistema, desta vez recolhendo amostras exclusivamente a

entrada e saida da coluna da resina.

Uma ilustragéo da instalagéo acima descrita pode ser vista na Figura 3.6.
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Legenda: A. Placa de agitagdo; B. Frasco da mistura reacional de alimentagéo do sistema; C.
Bomba peristaltica; D. 1° biorreator de leito fixo; E. Coluna com a resina; F. 2° biorreator de leito
fixo; G. Pontos de amostragem.

Figura 3.6 Fotografia ilustrativa sistema continuo de leito fixo.

As condi¢cBes operatorias utilizadas no sistema continuo de leito fixo foram a temperatura
de 50°C, com uma razao molar metanol/ alcool de 4:1, razdo volumétrica do tert-butanol/
OAU de 0.75v/v. Na Tabela 3.8 resume-se as massas dos reatores de leito fixo continuo

usadas sintese da catédlise enzimatica.

Tabela 3.8. Descricao dos volumes dos reatores continuos de leito fixo.

Parametros massa [g]
1° reator de Novozme®435 ‘ 1,68

20 reator de Novozme®435 ‘ 1,55

coluna de resina Lewatit® GF 202 ‘ 10,10

76



O procedimento adotado esta ilustrado na Figura 3.7:

a) Montagem dos trés reatores;

b) Vélvula de trés vias, que permite recolher amostra a montante e jusante da coluna
de resina;

c) Colocar a resina dentro do reator, previamente pesado;

d) Pré-tratar a enzima e ativar a resina, com t-butanol durante 1h;

e) Incubar durante a noite com OAU,

f) Frasco de alimentacdo do sistema, com a mistura (alcool, solvente e OAU),
submetida agitacao;

g) Bomba peristaltica com rotacdo de 7rpm, correspondente a um caudal de 0,09

mL/min (vide Anexo A.5);

h) Ponto de amostragem.

Figura 3.7. Fotografia ilustrativa do processo de producdo de FAME por catélise enzimatica

num sistema continuo de leito fixo.
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3.4.6 Determinacdo do teor de ésteres metilicos

A técnica adotada para a quantificagcdo do teor de ésteres metilicos presentes nas
amostras foi a cromatografia gasosa (GC), de acordo com a EN 14103. Todas as amostras
foram sempre derivatizadas, uma vez que nunca se procedeu a separacao dos FAME . O
procedimento adotado na preparacdo das amostras para caracterizagdo em GC
compreendeu as seguintes etapas:

i) Sililagcdo de 30 pL de amostra, previamente pesada, por adicdo de 100 pL de
piridina, 100 uL de N,O-Bis(trimetilsilano)trifluor acetamida e por fim 50 pL de
clorotrimetilsilano. Pesar a amostra com os trés reagentes sililantes adicionados;

i) Digestdo em banho de 6leo a 70-80°C durante 30 minutos;

k) Preparacdo da solucdo de metil heptadecanoato (padréo interno), em n-heptano,
com uma concentragdo de 10 mg/mL;

) Adicdo de 100 pyL do padrao interno preparado no passo anterior, a 50 uyL de
amostra sililada (previamente pesada);

m) Injecdo no cromatografo de 0,5 pyL da solugdo preparada no passo anterior.

Note-se que as amostras recolhidas nos diversos ensaios foram sempre congeladas e s6

depois derivatizadas nas alturas em que foram analisadas por GC.

A Figura 3.8 ilustra a preparacdo das referidas amostras, bem como a nomenclatura

utilizada.
Mamostra Mamostra 1 Vreagentes sililantes 200 [JL amostra 2
4 Yy I I
|
_ Pesar —Pesar , | sjilagago | —» : i
1 2 L3
Pesar

Cromatografo | ¢————

Figura 3.8 Procedimento adotado na sililacdo e preparacdo das amostras para analise por
GC.
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Devido a problemas logisticos e/ou técnicos, neste trabalho foram usados trés
equipamentos de GC, sendo um deles um GC-MS (Figura 3.9) e os outros dois GC (por

exemplo, vide Figura 3.10).

Figura 3.9. TRACE GC ULTRA acoplado a um espectrémetro de massa DSQ I, da Thermo

Scientific.

A andlise cromatografica das amostras recolhidas nos ensaios que visavam avaliar a
influéncia de diferentes indices de acidez da matéria-prima e raz6es massicas
Novozyme®435/ OAU, foi realizada num TRACE GC ULTRA acoplado a um espectrometro
de massa DSQ Il, quadrupolo simples, da Thermo. A andlise dos i6es positivos foi realizada
em modo de varrimento total (fullscan) com um intervalo de fragmentos massa/carga de
ides (m/z) entre 50 e 850, com uma ionizagdo por impacto eletronico de 70 eV. A amostra
foi injetada de forma manual (0,5 pL) no modo splitless a uma temperatura de 250°C. Os
analitos foram separados por uma coluna TRB-5MS (60 mx0,25 mm x0,25 um), lote NF-
17417, da Teknokroma. Utilizou-se como gas de arraste o hélio (=299,999%) com um fluxo
constante de 1,0 mL.min*e a uma pressao inicial de 147 kPa. A temperatura da fonte foi
de 290°C e na interface do GC/MS a temperatura foi de 290°C. A aquisi¢ao iniciou-se aos
9 minutos (solvent delay) e o programa de temperaturas aplicado foi o seguinte:
temperatura inicial de 60°C mantida por 1 minuto, aumentou-se até atingir os 150°C a uma
rampa de aquecimento de 10°C.min, e por fim elevou-se a temperatura com uma rampa
de aquecimento de 5°C.min?t até aos 290°C que foram mantidos por 30 minutos. A
identificacdo e quantificagdo dos picos verificados nas amostras foi efetuada através da
comparacao entre 0s espectros das amostras e os espectros dos padrées e com o0 auxilio
da biblioteca NIST. Os dados obtidos no GC/MS foram tratados através do software

Xcalibur (versédo 2.0).
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Figura 3.10. TRACE GC ULTRA da Thermo Scientific.

A analise cromatografica das amostras do ensaio de producédo de FAME em reator de leito
fixo continuo, foi realizada num TRACE GC ULTRA, da Thermo. A amostra foi injetada de
forma manual (0,5 pL) no modo split a uma temperatura de 250°C. Os analitos foram
separados por uma coluna capilar CP Select™ biodiesel for FAME (30 mx0,32 mm x0,25
um), lote MH-31-11-2, da Varian, com detetor FID. Utilizou-se como gas de arraste o hélio
(299,999%) com um fluxo constante de 2,0 mL.min%, o ar e o hidrogénio com um fluxo
constante de 400 e 40 (mL/ min), respetivamente. O programa de temperaturas aplicado
foi o seguinte: temperatura inicial de 40°C mantida por 1 minuto, aumentou-se até atingir
0s 200°C a uma rampa de aguecimento de 5,5°C.min, e por fim elevou-se a temperatura
com uma rampa de aguecimento de 20°C.min! até aos 215°C que foram mantidos por 35
minutos. A identificagdo e quantificagdo dos picos verificados nas amostras foi efetuada
através da comparagdo entre os espectros das amostras e 0s espectros dos padrdes. Os

dados obtidos no GC-FID foram tratados através do software Xcalibur (verséo 2.0).

A analise cromatogréafica dos ensaios do efeito do método regeneracao na reutilizacao da
Novozyme® 435 foi realizada num TRACE GC ULTRA, da Thermo. A amostra foi injetada
de forma manual (0,5 puL) no modo splitless a uma temperatura de 250°C. Os analitos foram
separados por uma coluna TRB-1MS (30 mx0,32 mm x0,25 um), lote NF-16669, da
Teknokroma, com detetor FID. Utilizou-se como gas de arraste o hélio (299,999%) com um
fluxo constante de 1,1 mL.min%, o ar e o hidrogénio com um fluxo constante de 300 e 30
(mL/ min), respetivamente. O programa de temperaturas aplicado foi o seguinte:
temperatura inicial de 40°C mantida por 1 minuto, aumentou-se até atingir os 225°C a uma

rampa de aquecimento de 5,5°C.min, e por fim elevou-se a temperatura com uma rampa
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de aquecimento de 20°C.min! até aos 270°C que foram mantidos por 35 minutos. A
identificacdo e quantificagdo dos picos verificados nas amostras foi efetuada através da
comparagdo entre 0s espectros das amostras e 0s espectros dos padrdes. Os dados
obtidos no GC-FID foram tratados através do software Xcalibur (versao 2.0).

Na andlise dos cromatogramas teve-se em atengdo os tempos de retencéo e a area dos
varios ésteres metilicos, de modo a se avaliar qualitativa e quantitativamente os Varios
ésteres obtidos. Procedeu-se ao célculo da percentagem de cada éster de acido gordo de

acordo com a equacao 4:

O célculo da concentracdo em ésteres teve em conta a seguinte expressao (EN 14103):

(X Ag) — Ay y Cun [%] X Vi [mL] (3)

AMH Mamostra [mg]

Cesteres [%] =

Em que ) Agcorresponde ao somatorio das areas correspondentes a cada éster; Ay, Cypy
e Vyy correspondem respetivamente a area do pico, a concentragao e ao volume do padrao

interno.

3.5 Conclusao

Ao longo deste capitulo foram apresentados a metodologia dos varios ensaios que sao
realizados neste estudo, bem como diversos ensaios realizados com a pretensédo de
avaliar:
= o desempenho da Novozyme® 435 na conversdo a FAME de 6leos com diferentes
indices de acidez;
* ainfluéncia da razdo massica Novozyme® 435/0AU,;
= 0 efeito do método regeneracgdo na reutilizacédo da Novozyme® 435;

= a producéo continua de biodiesel em reator tubular de leito fixo.

Para tal, foi indispensavel a caraterizagdo do OAU, pois s6 assim possibilitou a
determinacdo de algumas varidveis necessarias a concretizacdo da sintese enzimatica de
biodiesel. Consoante o processo de producdo de biodiesel, continuo e descontinuo,
realizaram-se diferentes condi¢bes operatorias, tendo em comum a T de 50°C, a razédo
molar metanol/ OAU de 4:1 e a razao volumétrica tert-butanol/ OAU de 0,75 v/v. Em todos

0s ensaios foram retiradas amostragens que foram analisadas por cromatografia.
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4 Resultados e discussao

4.1 Introducéo

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na componente

experimental deste trabalho.

4.2 Caracterizacdo do OAU e de misturas de OAU com acido oleico
O OAU utilizado no presente trabalho foi caracterizado, nos seguintes parametros:
densidade, indice de acidez e massa molar média.

4.2.1 Densidade

Na determinagéo da densidade foi usado um picnometro, de acordo com o previamente
referido na sec¢do 3.4.3.1. Os resultados obtidos encontram-se resumidos Tabela 4.1.
Nesta tabela também se encontram as densidades das misturas de OAU e acido oleico

preparadas para os ensaios com diferentes indices de acidez da matéria-prima.

Tabela 4.1 Densidade do OAU e das misturas de OAU com éacido oleico.

Amostra p (@20°C) [g/L] o
OAU 979,3 (+ 2,90)
OAU + 10% (v/v) Acido oleico 951,7 (+ 16,45)
OAU + 25% (v/v) Acido oleico 873,6 (+ 64,00)
OAU + 50% (v/v) Acido oleico 837,2 (+ 3,96)

A densidade relativa do 6leo de amendoim é de 914,0 — 917,0 [g/L] (@20°C). O valor da
densidade média do OAU é de 979,4 g/mL, sendo superior ao do respetivo 6leo virgem.
Este resultado era expectavel, uma vez que um dos parametros que se altera com o uso
de um dleo vegetal é a sua densidade. O valor da densidade do OAU utilizado no presente
trabalho encontra-se dentro da gama de valores definido para a densidade do OAU (Az6car
et al. 2010).

4.2.2 indice de acidez

O indice de acidez contabiliza a quantidade de acidos gordos existentes numa amostra.
Este parametro foi determinado pelo método titrimétrico automatico descrito na secgéo

3.4.3.2. Os resultados obtidos encontram-se na tabela que se segue:
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Tabela 4.2 indice de acidez do OAU e das misturas de OAU com &cido oleico.

indice de acidez

[mg KOH/ g amostra]

OAU ‘ 2,302

OAU + 10% (v/v) Acido oleico ‘ 16,785
OAU + 25% (v/v) Acido oleico ‘ 68,342
OAU + 50% (v/v) Acido oleico ‘ 104,009

Como se pode constatar da andlise dos resultados do Tabela 4.2, o indice de acidez

aumenta percentagem volumétrica de &cido oleico na mistura com OAU.

O indice de acidez do OAU utilizado neste trabalho é de 2,302 mg KOH/g OAU. A mesma
‘remessa” de OAU foi caracterizada por Melo S. (2012), tendo sido obtido nessa altura
(2012) um indice de acidez de 1,277 mg KOH/g OAU. Esta diferenca entre os valores de
indices de acidez sédo uma consequéncia do grau de degradagéo que o OAU sofreu durante
estes dois anos. Na degradacgéo estéo incluidas quebras de ligacdes nas cadeias lipidicas

dos seus constituintes e oxidagao.

Note-se que, a matéria-prima (6leos) com elevados indices de acidez sao
desaconselhaveis serem usados, sem pré-tratamento, na producéo de biodiesel quando é
adotada a catalise homogénea alcalina (com NaOH ou KOH), devido a ocorréncia de
reacdes paralelas. Oleos com indices de acidez inferiores a 2 mg KOH/g 6leo podem ser
utilizados no processo anterior em necessidade de um pré-tratamento. Todavia, no
presente trabalho optou-se pela biocatalise, um indice de acidez mais elevado nédo
constituira problema, uma vez que as lipases sdo menos sensiveis a presenca de acidos
gordos livres (Bajaj et al. 2010), e algumas conseguem mesmo catalisar a reacdo de

esterificagao.

4.2.3 Massa molar

A massa molar do OAU foi determinado de acordo com o exposto no anexo A.1l, sendo
esta considerada aproximadamente igual & massa molar da mistura de triglicerideos.

Tendo por base os dados que constam na bibliografia para o caso do 6leo de amendoim,

84



procedeu-se a determinacéo do perfil em ésteres do OAU. Os resultados obtidos com o
auxilio da cromatografia gasosa e tendo por base o peso molecular dos respetivos ésteres
obteve-se a uma férmula empirica média dos ésteres metilicos da amostra: CigH360-.
Conhecendo-se esta dos FAME, inferiu-se a formula empirica média dos triglicerideos do
OAU, Cs7H1040s, a qual corresponde a uma massa molar de 884 g/mol.

4.3 Avaliacdo do desempenho da Novozyme® 435 na conversdo a FAME

de OAU com diferentes indices de acidez

No presente trabalho pretendeu-se avaliar o desempenho da enzima Novozyme® 435 na
producdo de FAME, a partir do 6leo com diferentes indices de acidez. Para simular
diferentes indices de acidez, adicionou-se a amostras de OAU diferentes volumes de &cido
oleico (vide seccgdo 3.4.4.1). Todos os ensaios foram realizados nas mesmas condigdes
operatorias: razdo massica Novozyme® 435/ OAU de 10%, razdo volumétrica de tert-
butanol/OAU de 0,75 v/v, raz&o molar metanol/ OAU de 4:1, agitagdo orbital de 200 rpm,

temperatura de 50°C e tempo de reacao de 8h.

As propriedades fisico-quimicas dos 6leos, gorduras e seus respetivos ésteres, variam de
acordo com a composi¢éo dos acidos gordos presentes em cada matéria-prima. Na Tabela
4.3 estdo apresentados os parametros de operagcdo dos ensaio realizados utilizando

diferentes indices de acidez.

Tabela 4.3 indice de acidez das misturas preparadas para os ensaios de avaliagédo da

influéncia deste parametro no desempenho a Novozyme® 435.

Razdo
volumétrica Vicido oleico indice de acidez
. Voau [mL] , .
acido [mL] [mg KOH/(g OAU+ ac. oleico ]
oleico/OAU
0% \ 10 0 2,302
10% \ 10 1 16,785
25% \ 10 5 68,342
50% \ 10 10 104,009

Os resultados deste ensaio encontram-se na figura seguinte.
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 C16 I C18:2 mC 18:1
60% . C20:1 C20:0 m C24
—a&— C ésteres

40%

C ésteres metilicos

20%

0%

2,302 16,785 68,342 104,009
indice de acidez [mgKOH/(g OAU + Ac. oleico)]

Figura 4.1 Influéncia do indice de acidez do dleo na concentracdo em FAME, obtidos por
catédlise da Novozyme® 435.

Pela Figura 4.1 é notavel o aumento do éster metil oleato (C18:1) com o indice de acidez,
ou seja, com a percentagem de &cido oleico na mistura reacional inicial. Isto significa que
a Novozyme® 435 catalisa a reacéo de esterificacdo. Resumindo a enzima catalisa ndo sé
areacdo de transesterificacdo (porque € uma lipase), mas também a de esterificagcéo. Esta
capacidade da enzima catalisar as duas reacdes também foi observado por Cidade et
al.(2011), e faz dela uma séria candidata a catalisar rea¢cdes com matérias-primas com
elevados indices de acidez. Este resultado mostra uma vantagem que esta enzima

apresenta relativamente aos catalisadores quimicos alcalinos.

Azdcar et al.(2011) verificaram que o OAU, depois de convertido a FAME, apresenta uma
predominancia de acido linoleico (C18:2). Neste trabalho observa-se essa mesma
predominancia, quando se analisa a amostra de OAU sem &cido oleico, i.e. com um indice
de acidez de (2,302 mgKOH/g OAU) (vide Figura 4.1).
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4.4 Influéncia da razdo massica Novozyme® 435/ OAU no rendimento em
FAME

A quantidade de catalisador utilizado é um parametro a ser otimizado influenciando ndo s6
a velocidade das reacdes de transesterificacdo e esterificacdo, mas também a ocorréncia
de reacbes secundérias. Assim, 0 objetivo desta parte do trabalho pratico € avaliar a

influéncia da razdo massica de biocatalisador/OAU no rendimento em FAME.

Para atingir o objetivo acima referido, fez-se variar a razdo massica Novozyme® 435/ OAU
(5%, 10% e 20%), mantendo as restantes condi¢cdes de operacédo (vide seccéo 3.4.4.2).
Na Figura 4.2 pode ver-se rendimento em ésteres para as varias razes massica
Novozyme® 435/ OAU testadas.

100%

80%

1 ésteres

60%

40%

20%

0%
5% 10% 20%

Razdo massica Novozyme® 435/ OAU

Figura 4.2. Comparacédo do rendimento de ésteres para diferentes razdes méassicas
Novozyme®435/ OAU.

Da andlise da Figura 4.2 é possivel observar que o rendimento em ésteres metilicos
aumenta com a quantidade de enzima Novozyme® 435 presente no meio reacional, i.e.,
com raz8es massicas superiores. Tal como ja tinha sido comprovado pelos autores, Souza
L. (2011) e Wang et al.(2006) relataram que quanto maior for a quantidade de enzima
maior era a quantidade de ésteres metilicos sintetizados. Tendo os referidos autores

testado razdes massicas no intervalo de [0,5-5 m/m, %].

Na gama de razBes massicas estudada ndo se encontrou um valor étimo para este
parametro, ou seja o valor a partir do qual ndo se regista incremento do rendimento em

ésteres.
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4.5 Efeito do método regeneracéo na reutilizacdo da Novozyme®435

Com o intuito de aumentar o desempenho e o tempo de vida Util da Novozyme® 435, testou-
se sua reutilizacdo ao longo de 6° ciclos consecutivos (de 8h cada um), realizando apenas
uma lavagem da enzima entre 0 5° e 6° ciclo. De acordo com Ognjanovic et al.(2009), para
melhorar o desempenho da lipase imobilizada, em meios com elevada polaridade (como é
0 caso do metanol), procede-se a regeneracao do biocatalisador lavando as suas particulas
sélidas com alcoois que possuem 3 a 5 cadeias de carbono. Os métodos de regeneracao
na reutilizacdo da Novozyme®435 selecionados para testar neste trabalho, basearam-se
em varios estudos, com principal destaque nos realizados por Azécar et al.(2011) e Chen
et al.(2003).

A Tabela 4.4 listam-se os solventes usados na regeneracéo da Novozyme®435 entre o 5°
e 6° ciclo, sendo a incubacgéo de acordo com a mesma metodologia apresentada no “pré-

tratamento da enzima” (subsecc¢éo 3.4.1), e realizada apds a lavagem com o solvente.

Note-se que antes do primeiro ciclo a enzima foi pré-tratada de acordo com o descrito na
seccdo 3.4.1.

Tabela 4.4 Condi¢cdes dos ensaios que avaliam o efeito do método regeneracao (lavagem

e/ou aincubacdo da enzima) na reutilizagdo da Novozyme®435

Solvente de regeneracéo Incubacéo
sem aplicacdo (controlo)

tert-butanol X
tert-butanol

tert-butanol + agua destilada X

1 -butanol X
1-butanol

1-butanol + agua destilada X

A figura seguinte representa o rendimento em ésteres durante 6° ciclos consecutivos, sem

efetuar qualquer método de regeneragéo da enzima.

88



90%
80%
70%

60%

50% -

40% -

30% -

20% -

10% -

0% - . . . . .

12ciclo 2% ciclo 3%ciclo 49 ciclo 5% ciclo 62 ciclo

1 ésteres

Ne de ciclos

Figura 4.3 Evolucéo do rendimento em ésteres dos ciclos realizados sem efetuar qualquer

método de regeneracdo da Novozyme®435.

No primeiro ciclo (8 horas de reacéo), atingiu-se um rendimento da conversao em ésteres
de 50%, apresentando um valor semelhante nas varias réplicas realizadas. Este resultado
pode dever-se pela agitacdo ndo ser vigorosa, i.e., a mistura reacional ndo foi
suficientemente agitada, de forma a misturar o 6leo e &lcool nas concentracdes e
temperaturas que se operou, dado que que o agitador orbital ndo esteve sempre
operacional durante as 8h de reacdo. Comparando este valor de 50% com o observado,
para a razdo massica de 10% (a usada neste ensaio também) na Figura 4.2, conclui-se

que de facto neste ensaio o valor ficou aquém do esperado.

Nos ciclos seguintes (com duragéo de 8h) verifica-se que os rendimentos da reacdo vao
aumentando gradualmente até atingir 80%, ao fim do 6° ciclo (correspondendo a 48h de
utiizacdo da enzima). Note-se que estdo a ser analisados os resultados do reator
“controlo”, ou seja, ndo se aplicou nenhum método regeneracdo na reutilizacdo da
Novozyme® 435. Estes resultados ndo eram conhecidos no momento em que se decidiu

regenerar a enzima.

Em suma, ndo se regista perda de atividade da enzima ao fim do 6° ciclo sucessivo de
reutilizacdo da Novozyme® 435, sem aplicar qualquer método regeneracdo. A nivel
industrial este resultado € um fator importante, uma vez que para a catélise enzimética

pode ser monetariamente competitiva, as enzimas tém de ser reutilizadas vérias vezes.
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Na Figura 4.4 estao representados graficamente as concentragdes de cada éster presentes
ao final de cada ciclo. Note-se que as linhas tracadas a unir os pontos pretendem apenas
auxiliar a leitura da informagdo, ndo tendo um significado fisico, i.e., ndo foram

determinados pontos experimentais além dos assinalados,

, — A= C16 C18 C20 C24 = &= Césteres
Q
= 60%
=
[+8]
£
i
E 40% _.-4
@ ° & - =" &k =" k-=-=-- ' ¢
(W] -
. -
s
20%
K.z k: -:.=: ez ! S A== A

0% L—
12ciclo  2%ciclo  3%ciclo  4%ciclo  5%ciclo  6%ciclo

N¢ de ciclos

Figura 4.4 Concentragdo de ésteres nos ciclos realizados sem efetuar qualquer método de

regeneragéo da Novozyme®435.

Pela Figura 4.4 pode observar-se que os ésteres predominantes sdo C18:0 (vide Anexo
A.7). No cromatografo onde foram analisadas as amostras nédo foi possivel separar os
ésteres desta familia, representado o0 C18:0 a soma dos C18:1 e C18:2. A coluna utilizada
para analisar esta amostra, ndo separava os ésteres saturados dos insaturados, pois a

fase estacionéria tinha menor afinidade para a separagéo destes ésteres.

Testou-se a influéncia da lavagem da enzima Novozyme®435 com dois solventes, tert-
butanol e 1-butanol, na presenca de agua e incubada durante a noite. A Figura 4.5
representa os rendimentos de conversdo em ésteres, aplicando diferentes compostos

quimicos na lavagem da Novozyme®435 (vide Tabela 4.4).
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Figura4.5 Comparacédo do rendimento em FAME aplicando diferentes métodos de

regeneracao (entre o 5° e 6° ciclo) da enzima.

Na Figura 4.5 esta representado no 5° ciclo um valor médio de todos (compilagédo) as
réplicas realizadas antes da regeneracgéo da enzima Novozyme®435, tendo-se registado

um rendimento médio de 64 +3%

Pela observacao da referida figura pode-se constatar que o método de regeneracao mais
eficaz foi quando se lavou com tert-butanol e posteriormente incubou (segundo a
metodologia aplicada no pré-tratamento da enzima para 12 utilizacdo) antes de iniciar a
reacdo do 6° ciclo. Posto isto, conclui-se que este € o método mais adequado de
regeneracdo da enzima, que vem corroborar os resultados obtidos por:
¢ Chen et al.(2003), Ognjanoviv et al.(2009) e Azécar et al.(2010) concluiram que o
tert-butanol, é o solvente com a capacidade de regenerar a lipase desativada;
¢ Royon et al.(2007) afirmam que o tert-butanol é o solvente que solubiliza o glicerol
no meio reacional;
e Samukawa et al.(2000) afirmam que o pré-tratamento da enzima aumenta a

velocidade de reacao.

Portanto, o tert-butanol podera ser um solvente promissor para regenerar a enzima, pois
as suas propriedades hidrofilicas permitem a remocéo do glicerol e do metanol. Impedindo
assim a reducdo significativa do rendimento possivelmente promovida pela presenca de

glicerol no meio reacional. Uma vez que este subproduto formado durante o processo
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reveste o catalisador imobilizado e facilmente é adsorvido pelo suporte enzimético, o que
provoca efeitos inibitérios na atividade e estabilidade da enzima.

Recordando, o tert-butanol foi sempre usado no meio reacional para proteger a enzima do
metanol. A sua presenca no meio reacional ter& um duplo efeito benéfico, pois para além
desta protecéo, também promove a solubilizagédo do glicerol no meio reacional, impedindo
ou minimizando a sua deposi¢éo a superficie da enzima. Em suma, o tert-butanol em meio
reacional protege a enzima do metanol e da deposicdo do glicerol, mas também tem um

papel muito importante na etapa de regeneracdo da enzima com vista a sua reutilizagao.

Note-se que nédo foi possivel analisar as amostras referentes ao método de regeneragéo
da enzima com tert-butanol + agua e incubada, dado que ocorreu algum problema com as
duas réplicas, nas quais se assistiu a formacdo de duas fases imisciveis, ndo sendo

possivel obter uma mistura homogénea (vide Figura 4.6 ).

Wr%

P T IR iy | ] o

Figura 4.6 Fotografias elucidativas do problema que surgiu nas réplicas em que se testava a
regeneracdo da enzima com tert-butanol + H,O: (a) separagdo de fases no reator;

(b) separacéo de fases na amostra recolhida.

Quanto ao solvente 1-butanol ndo foi encontrado nenhuma literatura acerca da aplicacédo
deste solvente na reutilizagdo/ regeneracdo da enzima. Todavia, alguns autores, (Chen et
al.(2003), Christopher et al.(2014) e Gog et al.(2014)), fizeram referéncia ao 2-butanol
sendo um solvente competitivo, na funcdo de regeneracdo, com tert-butanol, pelas suas

carateristicas quimicas.

Comparando os trés métodos de regeneragdo com 1-butanol, verifica-se que o maximo em
conversao é conseguido quando se adicionou agua a lavagem. Este resultado vem apontar
para a importancia da presenca de agua na catalise enzimatica, sendo um elemento
fundamental para manter a atividade da enzimas, bem como produzir interfaces entre a

agua formada da esterificacdo e o Oleo, de forma a promover a reagdo de
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transesterificagdo. Contudo, o teor de agua necesséario para maximiza¢do da atividade
enzimatica depende do tipo de matéria-prima, do meio de imobilizacdo da lipase e do
solvente organico (Lu et al. 2010).

Nos ensaios em que nado se adicionou 4gua a enzima durante o processo de lavagem, o
rendimento em FAME é inferior. Segundo Souza L. (2010), quando a quantidade de agua
aumenta, a flexibilidade da enzima e a sua atividade é superior. Porém, depois de uma
quantidade 6tima de &gua as reacdes hidroliticas tornam-se significativas, sendo esperada

uma reducao no rendimento da reacao de transesterificacao.

4.6 Producdo de FAME em reator continuo de leito fixo

Atendendo as diversas vantagens apontadas na literatura (vide secgéo 2.6.2.2) acerca da
implementacdo do reator continuo de leito fixo na producdo biodiesel, definiu-se como

ultimo objetivo deste trabalho, testar esse sistema.

A instalacdo experimental compreendia dois reatores tubulares de leito fixo em série. Entre
eles foi colocada uma coluna com resina Lewatit® GF 202 para remover o glicerol da
mistura reacional proveniente do 1° reator da série. A remocao do glicerol do meio visa
reduzir os problemas de transferéncia de massa, no leito do 2° reator, que influenciam a

eficiéncia global do processo.

O reator foi operado durante 715h, sofrendo uma interrupcdo as 200h, para proceder a
regeneracgéo da lipase Novozyme®435 (vide seccdo Figura 4.7). Optou-se por apresentar
graficamente apenas até as 478h de reacdo, dado que a partir deste momento o sistema
teve algumas interrupgdes de operacédo, desde bolhas de ar no leito, obstru¢éo do tubo de
alimentacéo e deterioracdo dos tubos de silicone, pelo que o sistema deixou de operar de
uma forma continua. Na Figura 4.7 ilustra-se a evolugédo temporal do rendimento em

ésteres antes de aplicar o método regeneracéo na reutilizacdo da enzima.
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Figura 4.7 Evolucgéo temporal do rendimento em ésteres na producéo continua de biodiesel
num reator de leito fixo (sem aplicar nenhum método de regeneracdo da enzima).

Observando a Figura 4.7, verifica-se que as 8 horas o rendimento em FAME era de 58%,
e ao fim de 76 horas de operacéo atingiu-se o0 maximo de conversédo de 96%. A partir deste
ponto o rendimento diminuiu, para valores préximos do registado inicialmente, até a
interrupgdo da alimentacao, i.e. até as 200 horas. Nesta altura todo o sistema foi limpo e a

enzima e a resina lavada com tert-butanol, com posterior incubacéo.

A Figura 4.8 ilustra a evolugédo temporal do rendimento em ésteres monitorizado apos a

interveng&o anterior.
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Figura 4.8 Evolucao temporal do rendimento em ésteres na produgao continua de biodiesel

num reator tubular de leito fixo (depois da regeneracdo da enzima).
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Ao fim das 254 horas de operacado, correspondente a 43 horas de operagdo apds a
regeneragdo da enzima, obteve-se a conversdo maxima de 85%, inferior ao valor registado
na “primeira” utilizagao (Figura 4.7). A partir deste ponto, o rendimento decresce até atingir
um estado estacionario, com um rendimento em FAME médio de 60%. Esta reducao do
rendimento do sistema continuo pode ser uma consequéncia de uma
acumulacdo/deposicao glicerol nos espacos vazios do leito e/ou na superficie da enzima.
Uma possivel forma de contornar este problema serd remover o glicerol com um sorvente
colocado dentro do préprio leito fixo, ou entre os reatores da série. Esta Ultima opc¢éao foi
“aparentemente” testada neste trabalho, contudo, sem sucesso por inadequada
preparacdo da resina. De acordo com o exposto na secc¢ao 3.4.5, a resina deveria ter sido
ativada com metanol antes da sua utilizacdo e ndo foi. Assim, a presenca da coluna de
resina no sistema continuo nao teve qualquer efeito ao nivel da melhoria do rendimento
em FAME atingido. Isto veio a confirmar-se com as analises efetuadas as amostras
recolhidas a montante e jusante da coluna de resina, cujos valores da concentracdo em

ésteres foram muito semelhantes.

Ap6s o término da operacdo do sistema continuo (num total de 478h), devido aos
problemas anteriormente referidos, procedeu-se manutencdo da instalacéo, incluindo a
limpeza da resina e a sua ativagdo com metanol. De seguida, reiniciou-se a operagao, com
amostragens exclusivamente nos pontos a montante e jusante da coluna de resina. Este
nova etapa de operacdo do sistema teve como objetivo exclusivo averiguar a capacidade
da resina de remover o glicerol. Nos dois tempos (7 e 8h de operacéo) de amostragem a
concentracao de ésteres diferiu em 5%, sendo superior no ponto a jusante. Este resultado

indica que, de facto, a resina depois de ativada tem potencial para remover glicerol.

4.7 Conclusao

O principal objetivo do presente trabalho consistiu na avaliacdo do efeito de alguns
parametros operacionais no desempenho de uma lipase imobilizada (Novozyme® 435).
Para atingir este objetivo produziu-se FAME, com recurso a biocatalise, que se baseou
exclusivamente na etapa da reacdo, ndo se tendo realizado nenhuma etapa de separacao

e purificacdo de produtos.

Numa primeira fase fez-se a caraterizacdo do 6leo alimentar usado, tendo em conta 0s
resultados apresentados na seccdo 4.3, constata-se que ele apresenta um indice de
acidez mais elevado comparativamente ao obtido noutro estudo realizado anteriormente

com mesmo 6leo, sendo este facto um sinal de degradacao/oxidacdo do mesmo.
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O suporte da enzima selecionada para este trabalho (Candida antarctica) € uma resina
acrilica. Tendo por base trabalhos de outros autores (por exemplo Oliveira B. (2010)),
constatou-se ser fundamental pré-tratar a referida enzima, com vista a potenciar a sua
atividade catalitica. Deste modo, em qualquer ensaio realizado no decorrer da componente
pratica do presente trabalho, aquele biocatalisador foi sempre previamente tratado com
tert-butanol e incubado com o OAU a 50°C.

Um dos objetivos do presente trabalho consistiu na avaliagdo do desempenho da
Novozyme® 435 na producédo de FAME, a partir de 6leos com diferentes indices de acidez.
Constatou-se gque se obtém rendimentos em ésteres superiores quando o indice de acidez
€ elevado. Assim, conclui-se que a enzima catalisa a reacdo de esterificacdo, para além

da reacgdo de transesterificacao.

BN

Da experiéncia efetuada conducente a avaliagdo do efeito da razdo massica de
enzima/OAU (secgédo 4.4), verificou-se que até 20% (valor maximo testado) o rendimento
em FAME aumenta com a percentagem de enzima no meio reacional. Outros autores (por
exemplo Wang et al.2010) testaram razBes massicas até 5%, com resultados
qualitativamente semelhantes ao obtido no presente trabalho. Uma vez que as lipases séo
catalisadores que aceleram a velocidade de reacao, i.e., as baixas concentragbes em
reacOes enziméticas traduzem-se em baixas velocidades de reagdo. Porém, serd de
esperar que a partir de um “certo” valor a razao massica deixe de influenciar o rendimento

da(s) reacdo(bes). Este valor ndo foi encontrado neste trabalho.

Um fator importante para tornar a catdlise enzimatica competitiva a escala industrial é a
possibilidade de reutilizacdo das enzimas. Nas experiéncias realizadas neste trabalho,
cujos resultados foram apresentados na secgéo 4.5, verificou-se que a enzima aumentou
a sua atividade ao longo dos 6 ciclos de utilizacdo. O método que foi mais eficaz na
regeneragdo da enzima foi a lavagem com tert-butanol e posteriormente incubagdo com
OAU a 50°C. Desta série de ensaios reconhece-se que o momento escolhido (entre o 5°
e 0 6° ciclo, correspondendo a 48h de operacéo da enzima) para a regeneragdo da enzima
nao foi o mais indicado. Esta conclusdo advém do facto do controlo apresentar um
rendimento em FAME superior (comparativamente aos ciclos anteriores) no 6°, sendo este
muito semelhante aos rendimentos observados nos restantes reatores onde a enzima foi
regenerada. A excecéo verifica-se apenas no reator com enzima lavada com tert-butanol

(eleito como o melhor), onde o rendimento foi superior ao do “controlo”.

Reiterando o motivo da decisdo de regenerar a enzima entre o 5° e o0 6° ciclo: a visivel

acumulacdo de glicerol no leito (enzimas). Mais, nessa altura, por razdes logisticas, a
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informacgé&o acerca do teor em ésteres, das amostras recolhidas ao final de cada ciclo, ndo
era conhecida.

Desta série de ensaios importa ainda salientar um dado relevante para a implementagéo
da sintese de FAME, com a Novozyme®435, num modo de operacg&o continua: ao final do
6° ciclo de operacdo o rendimento em ésteres encontra-se ainda numa fase crescente, o
que leva a crer que enzima poderd néo exigir interrupcdo frequente da operacao para

regeneracao.

A ilacdo anterior veio a confirmar-se na Ultima série de experiéncias realizadas num
sistema de reatores tubulares de leito fixo (com a Novozyme®435), como se pode ver na
Figura 4.7). Neste modo de operagcdo obteve-se conversfes superiores as do sistema
descontinuo agitado, pois ao fim de 76 horas de operacao obteve-se a conversao maxima
de 96%, a partir deste ponto o rendimento decresce. Momento em que se interrompe
alimentacdo do sistema, para aplicar o método de regeneracao da enzima, i.e., lavar a
enzima com tert-butanol com posterior incubacgéo. Apés a regeneracao da enzima, obteve-
se conversdo maxima ao fim de 43 horas de operacédo, valor inferior ao registado na
“primeira” utilizagdo. A partir deste ponto, o rendimento decresce até atingir um estado
estacionério, com um rendimento em FAME médio de 60%. Esta reducédo do rendimento
do sistema continuo pode ser uma consequéncia de uma acumulagdo/deposi¢éo glicerol
nos espacos vazios do leito e/ou na superficie da enzima. Dos resultados obtidos no
sistema continuo de leito fixo pode-se concluir que os resultados sdo motivadores para
uma eventual aplicacdo industrial. Todavia, mais ensaios a escala laboratorial deveréo ser

realizados com vista a testar outras condi¢des operatorias.
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5 Considerac®es finais

5.1 Introducao

Ao longo deste trabalho constata-se que existem inUmeras varidveis que afetam a

producao de biodiesel, principalmente a natureza da matéria-prima e do catalisador.

No presente trabalho de estudo de producdo de biodiesel recorreu-se ao OAU como
matéria-prima, na presenca de um biocatalisador imobilizado sob processos de operagéo
descontinuo e continuo. Nas préximas subsecc¢fes apresentam-se as consideracdes finais

e algumas sugestdes para estudos futuros.

5.2 Conclusdes gerais

\

Da realizacdo deste estudo, com vista a avaliacdo do efeito de alguns parametros
operacionais no desempenho de uma lipase imobilizada (Novozyme® 435),
nomeadamente: (i) indice de acidez do 6leo, (ii) razdo massica de enzima/dleo e (iii)
método regeneracdo da enzima com vista a sua reutilizagdo. Também foi objeto de estudo
do presente trabalho a produgéo em continuo, num (bior)reator tubular de leito fixo, de
ésteres metilicos de acidos gordos (FAME) usando a enzima anteriormente referida.

Dos ensaios realizados conclui-se que a Novozyme® 435 apresenta um bom desempenho
com misturas reacionais de elevado indice de acidez. Assim, verifica-se que a enzima
catalisa ambas as reacdes de esterificagdo e de transesterificagdo. Esta facto foi também
observado por outros autores (por exemplo Cidade et al. (2011)), e faz da enzima uma
séria candidata a catalisar rea¢cdes com matérias-primas com elevados indices de acidez.
Este resultado mostra uma vantagem que esta enzima apresenta relativamente aos

catalisadores quimicos alcalinos.

Da experiéncia efetuada com vista & avaliacao do efeito da razdo massica de enzima/OAU
verificou-se que quanto maior essa razdo (até ao valor maximo testado neste trabalho:
20%) maior € o rendimento em FAME conseguido num tempo de reagdo de 8h. Outros
autores (por exemplo Wang et al. (2010)) testaram raz8es massicas até 5%, com
resultados qualitativamente semelhantes ao obtido no presente trabalho. Como futuros
trabalhos sera conveniente testar raz6es massicas mais elevadas de modo a averiguar
gual é o valor maximo (da razdo massica) a partir do qual ndo se observa incremento do

rendimento em FAME.
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Um fator importante para tornar a catdlise enzimatica competitiva a escala industrial é a
possibilidade de reutilizacdo das enzimas. Nas experiéncias realizadas neste trabalho
verificou-se que o rendimento em FAME aumentou ao longo dos 6 ciclos de utilizacéo,
onde a enzima foi sendo reutilizada sem aplicar qualquer método de regeneragédo. Nas
enzimas que foram sujeitas a essa etapa entre o 5° e 0 6° ciclo, conclui-se que o método
que foi mais eficaz regeneracao foi a lavagem com tert-butanol e posteriormente incubagéo
com OAU a 50°C. Esta conclusdo vem de encontro aos resultados obtidos por outros
autores (por exemplo Chen et al. (2003), Ognjanoviv et al. (2009) e Azécar et al. (2010)).
Assim, o tert-butanol podera ser um solvente promissor para regenerar a enzima, pois as

suas propriedades hidrofilicas permitem a remocéo do glicerol e do metanol.

Na experiéncia, a escala laboratorial, de produgdo em continuo de FAME em reatores
tubulares de leito fixo (com a Novozyme® 435) verificou-se que se pode garantir um
rendimento de cerca de pelo menos 60% (com a matéria-prima usada) durante 200h, tendo
obtido um valor maximo de 96%. A interrupcdo feita no sistema para manutencdo, que
incluiu a regeneracdo do biocatalisador, permitiu uma recuperagdo do rendimento da
reacdo em cerca de 15%. Garante-se uma operacgdo até as 480h (tempo cumulativo) com
um rendimento garantido de pelo menos 60%.Estes resultados sdo motivadores quando
se perspetiva uma eventual aplicagdo industrial da biocatélise aplicada a producdo de
biodiesel.

5.3 Sugestdes para trabalho futuro

Apo6s a conclusao deste trabalho e tendo em conta os resultados obtidos e conhecimentos
adquiridos, verifica-se ser necessario a clarificacdo/ exploracédo de alguns aspetos, dos
guais realgcam:
e Testar razdes massicas enzima/ OAU superiores a 20% e com 6leos (vegetais) de
outras espécies;
e Testar diferentes concentragfes do catalisador no sistema de leito fixo continuo;
e Testar diferentes tempos de residéncia no sistema de leito fixo continuo;
e Investigacdo de métodos de remocao do glicerol do meio reacional, inclusive a
resina Lewatit GF 202 devidamente ativada desde inicio da operacao;
e Testar diferentes teores de agua no meio reacional;
e Desenvolvimento de processos de separacdo e purificacdo dos produtos da reacdo
biocatalisada;

¢ Analise econdmica do processo continuo e descontinuo.
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Em suma, como em qualquer processo que se perspetiva aplicar ao nivel industrial, é
fundamental a otimizacdo do mesmo, e a biocatalise aplicada a producéo de biodiesel ndo
é excecdo. Este trabalho pretende dar um contributo nesta tematica, mas ha consciéncia

de que existe muito para explorar dentro desta tematica.
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Anexos

A.1 Massa molar do OAU

Apbs a identificacdo dos ésteres presentes na mistura e respetiva fracdo massica,
procedeu-se a determinacdo da sua formula empirica média. Assim, calculou-se a
fracdo massica dos elementos j, correspondentes a C (carbono), H (hidrogénio) e O
(oxigénio) através da Equacéo 4 (vide Tabela A. 2):

kg elemento j1  X(Wips X Wj;)
Wibs [T kgoau |~ *
g Z Wi bs

Onde w; s representa a fraccdo massica (em base seca — bs) de cada um dos ésteres
detetados por CG e wj; representa a fragdo massica do elemento j em cada um dos

ésteres, sendo dada pela Equacgéo 5 (vide Tabela A. 1).

Wji

= (5)

[kg elemento j1 n®atomos do elemento j X M;
kg éster i M;

Na equacao anterior, M representa a massa molar. A féormula empirica geral da mistura

de ésteres € entdo dada por C, H,, 0,, onde:

(5°)
T minimo (ch'zbs; Wq'bs;wf'é’s) X2 (6)
_ (2)
g (chél’s ; Wfi'bs;wf.éns) X2 ()
_ (72)
T minimo (ch‘zbs; Wq’bs;wfébs) X2 (8)
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A partir desta férmula empirica € possivel determinar a férmula empirica dos
triglicerideos, sabendo que sdo necessarios trés ésteres e um glicerol para formar um
triglicerideo. Para tal, retira-se a cada éster um grupo metilo (CHs) e adiciona-se a
cadeia correspondente ao glicerol. Deste procedimento resultam as equagbes 9, 10 e

11, e a férmula empirica media dos triglicerideos € dada por C . H,,, 0,,, onde (vide

Tabela A. 2):

xx = (3 Xx) 9)
yy=0Bxy)—4 (10)
zz=(3X2z) (11)

Na Tabela A. 1 representa a fragcdo massica (bs) de cada um dos ésteres detetados no
GC e respetiva representacdo massica do elemento j em cada um dos ésteres.

Tabela A. 1 Massas obtidas de cada um dos ésteres detetados por GC e respetiva

representacao da fragdo massica do elemento j em cada um dos ésteres.

, Massa (bs) Wips PM Elementos [%] bs
Esteres %] (kg ifkg R] Férmula fg/mo] c H o
C16:0 19,5% 0,195 Ci7Ha4sO2  270,0 0,756 0,126 0,119
C18:2 11,4% 0,114 C19H3402 2940 0,776 0,116 0,109
C18:1 61,7% 0,617 CioH3ssO2  296,0 0,770 0,122 0,108
C18:0 4,2% 0,042 CioH3sO2  298,0 0,765 0,128 0,107
C20:1 1,8% 0,018 C21H4002 3240 0,778 0,123 0,099
C20:0 1,4% 0,014 C21H4202  326,0 0,773 0,129 0,098
C22:0 0,0% 0,000 C2sHa402  352,0 0,784 0,125 0,091
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Tabela A. 2 Férmula empirica dos FAME e triglicerideo e respetivas massas molares.

Férmula empirica C19H3602 C57H10406
FAME Triglicerideo
Wi,bs PM . PM . PM
Elementos wibs/PM  Indice Indice
[kg j/kg bs] [g/mol] [g/mol] [g/mol]

C 0,768 12 6,40E-02 19 57
H 0,122 1 1,22E-01 36 296,0 104 884

0] 0,110 16 6,87E-03 2 6

A.2 indice de acidez da mistura de OAU + acido oleico

Neste trabalho experimental foram efetuados ensaios, com misturas de OAU com acido
oleico, determinou-se o indice de acidez pelo método automatico, na qual se obteve os
seguintes resultados (e.g. vide Figura A. 1), que se encontram compilados na Tabela A.

3.

Sample data
DT e e e e e e e e e oAU
Samplesize . . _ ... .. ... ... ... .. ..., ... ...t 10 g
End points
DET pH DET pH.1
EP1 ... ... .............. 5628 pH. ... ... ... ...........00450 mL
EP2 . ... ..:::c:iccancsscs BAT4 pH. ... ......::c::c00000 0.7388 mL
EP3 | . . .. 9434 pH. ... .. L o 0.8475 mL

DET pH.1 - DET pH
12 ]
i1 -

10;

1 EP2

pH

m o N D
bt eedereibereebereeberedd

4
V [mL]

Figura A. 1 Relatorio obtido natitulagdo de automatico, para obter o indice de acidez do

OAU sem &acido oleico.
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Tabela A. 3 Sintese dos parametros obtidos em cada mistura de OAU.

6leo+0% 6leo+10% 6leo+25% 6leo+50%
acido oleico acido oleico acido oleico acido oleico
pH ‘ 9,434 9,068 8,835 8,563
Volume (mL) 0,848 6,005 22,445 32,735
indice de acidez 2,302 16,785 68,342 104,009

A.3 Calculos efetuados na preparagado da reacao de producéo de

Biodiesel

Neste anexo é possivel consultar-se um exemplo de calculo de um dos ensaios
realizados no planeamento fatorial. Como auxiliar para a medicdo da razdo massica
Novozyme® 435/ OAU, razdo molar metanol/ OAU, bem como a raz&o volumétrica tert-
butanol: OAU tanto no processo de producdo descontinuo agitado, como de leito lixo

continuo.

De seguida, na Tabela A. 4 sdo apresentados as condi¢bes aplicadas nos ensaios,
tendo em atencdo que em alguns ensaios testavam-se determinadas condicdes de
operacdo. Um exemplo de calculo aplicados nesta fase de planeamento estao
apresentados a seguir:

(e.g. no ensaio de aplicacdo do método de regeneracdo na reutilizacdo da Novozyme®
435)

e Razdo molar metanol/ OAU (4:1)

9
59 OAU X (4 X 32~
m MeOH = ( mol)

= 0,73 gde MeOH

884 -
mol

g
0.73 MeOH

0.79-L
cm

e Razdo volumétrica tert-butanol/ OAU (0.75v/v)

Poauv 1sec = 920,01 g/L

y o _ 5904U
04V 920,01 g/L

VMeOH = = 0,92 mL

= 5,43 mL OAU

e Razdo massica catalisador/ OAU (10%)

59 0AU x 10%
Mpyovozyme 435 = 100 = 0,5 g Novozyme® 435
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Tabela A. 4 CondicBes de operacado na producao de biodiesel, num reator descontinuo

agitado.
Parametros Ensaios
Voau [ML] 10
Vac.oleico [ML] 0
poau[g/L] 979
Pac.oleico [Q/L] 990
OAU + %OAU [w/w] 50%
ac.oleico Moau [g/mol] 884
Mac.oleico [g/mol] 282
oAU + ac.oleico (Q/L) 837,2
MoAU + ac.oleico (Q) 3,00
Voau + ac.oleico (ML) 3,58
M (g/mol) 32
p 202 (g/cm3) 0,79
MeOH
m (g) 4:1 0,43
V(mL) 0,55
Solvente Solvente:OAU+ac.oleico (v/v) 75%
Vsolvente (ML) 2,69
Catalisador | Catalisador:OAU+ac.oleico (w/w)  10,0%
Mcatalisador (Q) 0,3096
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Tabela A. 5 CondicBes de operacado na producao de biodiesel, num reator tubular de leito

fixo.
Pardmetros Ensaio 1
Voau [mL] 10
Vac.oleico [ML] 0

poau[g/L] 979

Pac.oleico [Q/L] 990
OAU + %O0AU [w/w] 100%

ac.oleico Moau [g/mol] 884

Mac.oleico [g/mol] 282
oAU + ac.oleico (g/L) 979,3
MOoAU + 4c.oleico (J) 100,00
Voau + ac.oleico (ML) 102,11

M (g/mol) 32

2092 (g/cm?3 0,79

MeOH P @ )

m (g) 4:1 14,48
V(mL) 18,33

Solvente:OAU+4c.oleico (v/v) 75%

Solvente

Vsolvente (mL) 76,59

Catalisador | m catalisador (g) pesada 1.68

A.4 Fichatécnica da Lewatit® GF 202

A resina Lewatit® GF 202 foi desenvolvida pela Lanxess especialmente para purificacdo

de biodiesel removendo o glicerol. As propriedades fisico-quimicas desta resina de troca

iGnica estdo disponiveis na Tabela A. 6 e Tabela A. 7

Tabela A. 6 Descrigdo geral da resina Lewatit® GF 202 [URL3].

Descricao geral

Forma i6nica
Grupo funcional

Estrutura

Aparéncia

Neutro
0,00
0,65

52-57

116



Tabela A. 7 Propriedades fisicas e quimicas da resina Lewatit® GF 202 [URL3].

Propriedades fisicas e quimicas

Temperatura maxima (°C) 50
Densidade (g/mL) 1,24
Capacidade de absorcéo de glicerol (g/L) 250

pH 6-10
Tamanho de poros (mm) (0,65+0,05)

A.5 Valores de caudal obtidos nos testes do caudal da bomba

peristéltica

Neste anexo estdo presentes, 0s testes que se realizou para calibrar a bomba
peristaltica Watson Marlow 505S tubo de 0,64 mm de diametro [URL2].

Tabela A. 8 Calibrac&do da bomba Watson Marlow 505S.

Rotacéo [rpm] At [h] Q [mL/h] o Coef.var.
1,5 1,027 1,60 0,30 19,0%
3 1,903 1,90 1,90 3,9%
6 3,890 4,10 1,00 15,0%
7 1,600 8,00 1,30 16,0%
10 0,789 7,50 0,07 0,9%

Na Figura A. 2 apresenta a reta de calibracdo, com a respetiva equacéo obtida aonde

se pode retirar o declive, correlagéo e intercecao.
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Figura A. 2 Reta de calibragcdo da bomba peristéltica Watson Marlow 505 S.

A rotagcdo que se definiu para bombear a mistura reacional pelos sistema foi 7 rpm,

correspondente a um caudal de 8 mL/h.

A.6 Quantidade de Novozyme® 435 necessaria para operar num

reator tubular de leito fixo

No presente anexo é possivel consultar-se os célculos efetuados para determinar o
densidade da Novozyme® 435, bem como a quantidade de lipase necessaria para

operar num reator tubular de leito fixo.

A densidade da Novozyme® 435 foi determinada em baldo volumétrico previamente
aferido com tert-butanol & 20°C. Adicionou-se uma massa conhecida de Novozyme®
435 no interior do baldo. O balao volumétrico foi aferido com tert-butanol, determinando
0 volume ocupado pela lipase por diferenca de massa ap6s preencher o baldo. A
densidade foi calculada como a relagdo entre a massa e o0 volume ocupado pelas
lipases. Todos estes parametros e calculos estdo representados na Tabela A. 9, bem

como as respetivas equacdes usadas (vide Equacéo 12,13,14 e 15).

Tabela A. 9 Densidade da Novozyme® 435 na presenca de tert-butanol.

P D5 M @™ M jipase 4 Vipase @9 P 5 e s coef
[g/mL] [9] [9] [mL] [g/mL] [g/mL] var.
#R1 0,7481 63,5856 1,0060 0,8091 1,2433
#R2 0,7463 63,4120 1,0124 0,9345 1,0834 11,1964 0,10 8,2%
#R3 ‘ 0,7482 63,6050 1,0089 0,7991 1,2626

118



M¢ert—butanol

Ptert—butanol = V. Eq. (12)
tert—butanol
Mjipase = Mtotal — Mtert—butanol Eqg. (13)
Vlipase = Vpicnémetro — Vtert-butanol Eq- (14)
_ rnlipase
Plipase = V Eqg. (15)
lipase

Na seguinte tabela esta resumido a quantidade de Novozyme ® 435 utilizada, bem como

as dimensodes do reator tubular de leito fixo.

Tabela A. 10 Sintese dos parametros usadas nos ensaios de produc¢ao de biodiesel em

reatores tubulares de leito fixo.

1°reator de 2°reator de
Novozyme®435 Novozyme®435
p do Novozyme® 435 (g/mL) 1,196 1,196
m Novozyme® 435 (g) 1,680 1,550
V Novozyme® 435 (mL) 1,404 1,296
Raio do reator (cm) 0,800 0,800
Comprimento do reator (cm) 10,000 10,000
V reator (mL) 20,106 20,106

A.7 Tempos de retencao dos GC

Do presente anexo consta, 0s tempos de retencdo das diferentes colunas

cromatogréficas.

Tabela A. 11 Tempos de retencado dos ésteres de metil de cada coluna.

Tempos de retencao

Ester de coluna TRB-5MS coluna capilar CP Select™  coluna TRB-1MS

metil (60 mx0,25 mm biodiesel for FAME (30 mx0,32 mm
x0,25 pm) (30 mx0,32 mm x0,25 pm) x0,25 um)

C16:0 26.46 22.94 37.29
C17:0 28.36 24.60 38.71
C18:2 29.69 26.24 -
C18:1 30.14 26.80 -
C18:0 - - 39.61
C20:1 33.25 28.90 =
C20:0 33.64 31.50 42.12
C24:0 39.99 34.27 46.59
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A.8 Destino dos residuos produzidos neste trabalho

Na tabela que se segue sumaria-se os residuos produzidos no presente trabalho, assim

como o respetivo destino.

Tabela A. 12 Residuos gerados neste estudo e respetivo destino

Residuo Destino
Enzimas Armazenamento para posterior reutilizagéo.
Armazenamento em recipiente com vista a posterior
FAME L
valorizacao.
) Encaminhamento para tratamento juntamente com os
Residuos i _
o _ restantes residuos produzidos pelo Departamento de
indiferenciados _
Ambiente e Ordenamento.
Solventes o )
Armazenamento e reutilizagdo em trabalhos posteriores.
recuperados
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