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RESUMO -O objetivo deste trabalho foi estabelecer as condi¢des operacionais de
sintese enzimatica de biodiesel catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em SiO,-PVA em reator de leito fixo duplo estagio acoplado a uma coluna
empacotada com Lewatit® GF202 para remover o glicerol formado como subproduto. Os
ensaios de producéo foram realizados a 50 °C, empregando os materiais de partida na
proporcdo molar de 1:12 (6leo de macauba:etanol) na auséncia de solventes, sendo
investigado o efeito do tempo espacial (10 a 16 h) no rendimento de transesterificacéo e
na produtividade. O melhor desempenho do sistema foi obtido empregando tempo
espacial de 16 h, proporcionando valores de rendimento de (96,3 £ 2,1)% e
produtividade de (36,7 = 2,4)MQester/Omeio/N. As amostras de biodiesel resultantes
apresentaram-se limpidas e isentas de impurezas, exibindo os seguintes parametros de
qualidade: teor de éster de 96,3%; viscosidade cinematica a 40 °C de 5,8 + 0,2 mm?/s;
3,7% m/m de monoacilglicerol e auséncia de diacilglicerol. A estabilidade do sistema
foi também comprovada quantitativamente para longos periodos de operacéo (30 dias),
revelando tempo meédio de meia—vida (t1,2) do biocatalisador de 1512 h, com manutengio
de suas caracteristicas morfoldgicas.

1. INTRODUCAO

A sintese de biodiesel a partir da transesterificacdo enzimatica de Oleos vegetais oferece
vantagens relevantes, incluindo menor consumo de energia, obtencdo de produtos com maior grau de
pureza, facil recuperacdo do glicerol e diminuicdo da poluicdo causada por processos gquimicos
convencionais, tornando o processo enzimatico uma alternativa promissora a catalise homogénea
alcalina (Zhao et al., 2015; Christopher et al., 2014). Esta opcdo quando associada ao uso de etanol
como agente acilante pode tornar a producdo de biodiesel um processo totalmente inserido nos
conceitos de rotas ambientalmente amigaveis, devido a elevada toxicidade do metanol (Brunschwing
et al., 2012).
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Reatores de tanque agitado (STR) e de leito fixo (PBR) sé&o as configuracbes comumente
empregadas em processos multifasicos, como na sintese de biodiesel utilizando lipases imobilizadas.
Em larga escala a produgdo é¢ normalmente realizada em STR, devido a sua facilidade de construcéo e
operagédo (Poppe et al., 2015). Esta configuracdo apresenta, no entanto, algumas desvantagens, uma
vez que os sistemas imobilizados ndo podem ser carregados em grande quantidade no reator e séo
susceptiveis a quebra devido as altas tensdes de cisalhamento impostas pela agitacdo mecénica,
reduzindo a possibilidade de reutilizagdo da enzima imobilizada e comprometendo a viabilidade
econémica do processo (Xu et al., 2012). Desta forma, reatores de leito fixo (PBRs) tornam-se mais
atrativos, devido ao baixo custo, facilidade de construcdo, e menor grau de cisalhamento do
biocatalisador (Chisti, 2006; Poppe et al., 2015).

Em fungdo das vantagens apresentadas PBR tem sido adotado com relativo sucesso na sintese
enzimética de biodiesel a partir de diferentes matérias-primas lipidicas (Dors et al., 2012; Silva et al.,
2014; Simdes et al., 2015). Entretanto, o desempenho deste sistema operacional tem sido limitado
devido a adsorgé@o de compostos polares no suporte de imobilizacdo impondo limita¢Ges difusionais e
inibicdo da lipase, devido a formacdo de uma camada hidrofilica ao redor da enzima, o que dificulta o
acesso ao substrato hidrofobico e afeta a eficiéncia da catalise (Simbes et al., 2015). Entre as
estratégias pesquisadas para remocéao do glicerol e consequente aumento do rendimento do processo
pelo deslocamento do equilibrio, a resina Lewatit® GF202, que apresenta elevada capacidade de
adsorcdo do glicerol (250 g glicerol/L), tem demonstrado resultados satisfatorios, como descrito por
Hama et al. (2011) e Fidalgo et al. ( 2014).

Tomando por base as propriedades adequadas desta resina em adsorver glicerol, o presente
trabalho, teve como objetivo avaliar o desempenho de um sistema operacional de leito empacotado
em dois estagios, incorporando na saida do primeiro estdgio uma coluna empacotada com resina
catibnica (Lewatit® GF 202) para adsorc¢éo do glicerol formado. Desta forma, espera-se proporcionar
a alimentacdo da segunda coluna com meio isento de impurezas, reduzindo as limitacdes do
biocatalisador e favorecendo a conversao total do éleo nos ésteres correspondentes. A matéria-prima
selecionada foi o 6leo de macauba, devido a sua ampla disponibilidade no pais (Nobre et al., 2014) e
etanol foi utilizado como agente acilante, tendo em conta as vantagens oferecidas em relagdo ao
metanol (Brunschwing et al., 2012).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os experimentos foram realizados com a lipase de Burkholderia cepacia adquirida na forma
solivel da Amano Enzyme Inc. (Japdo) e posteriormente imobilizada em suporte hibrido
polissiloxano-alcool polivinilico (SiO,-PVA), preparado pela técnica sol-gel (Da Ros et al., 2010)
resultando em derivados imobilizados com atividade média de 1933 + 115 U/g. Como materiais de
partida foram utilizados: etanol anidro (99,5%, Cromoline) e 6leo da améndoa de macauba adquirido
da Paradigma Oleos Vegetais Ltda (Minas Gerais). Lewatit® GF202 (resina macroporosa, com
densidade de 1,24 g/L) foi gentilmente cedida pela Lanxess (Leverkusen, Alemanha). Outros
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reagentes utilizados foram: solventes (terc-butanol e hexano, Cromoline), alcool polivinilico (88%,
Acros Organics), HCI (minimo 36%, Isofar), epicloridrina (99%, Aldrich®), polietilenoglicol (MM
1500, Synth), tetraetilortossilicato (98%, Aldrich®), goma arabica em pé pura (Sinth) e 6leo de oliva
comercial com baixo teor de acidez (Carbonell).

2.2. Sintese Continua de Biodiesel em PBR de Duplo Estagio

O sistema reacional era constituido de duas colunas (didmetro interno = 14 mm, comprimento =
210 mm e volume = 32 mL) ligadas em série, conforme ilustrado na Figura 1.

Legenda da figura:

1-Banho termostatico;
2-Agitador magnético;
3-Frasco de alimentac&o;
4-Condensador de refluxo;
5-Bomba peristéaltica;
6-Colunas empacotadas com o
biocatalisador;

7-Coluna extratora de glicerol;
8-Saida do produto.

Figura 1 - Esquema experimental do reator de leito fixo em duplo estagio incorporando
coluna extratora de glicerol.

A mistura reacional de 6leo de macauba e etanol (razdo molar dleo: etanol de 1:12) foi mantida
em um frasco de alimentacgdo, sob agitacdo magnética (150 rpm) a 50 °C. O substrato foi bombeado
através das colunas, contendo lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA (= 20 g), com o auxilio de
uma bomba peristaltica (SJ-1211-Atto) na vazdo adequada. Na saida do primeiro estagio foi acoplada
uma coluna contendo 7,0 g da resina macroporosa Lewatit® GF 202 para adsorcdo do glicerol
formado. O tempo espacial foi calculado de acordo com Levenspiel (2000). O desempenho do sistema
operacional foi avaliado para diferentes vazdes volumétricas correspondendo a tempos espaciais entre
10 e 16 h. Para cada condicdo, foi determinada a influéncia do tempo espacial no rendimento de
transesterificacdo e produtividade. Selecionado o melhor tempo especial, foi verificado o desempenho
e estabilidade operacional do sistema por longo periodo de tempo (30 dias). A coluna extratora de
glicerol era regenerada a cada 7 dias, por lavagem com metanol (Fidalgo et al., 2014). Amostras
diarias foram recolhidas e estocadas a -2°C, para realizacdo de analises cromatograficas, de
viscosidade e densidade. As amostras recolhidas no segundo estagio foram purificadas por lavagem
aquosa, conforme procedimento descrito anteriormente (Simdes et al., 2015).

2.3. Métodos de Analise

Dosagem dos ésteres de etila: Os ésteres de etila foram monitorados por cromatografia de fase
gasosa (Modelo Varian CG 3800, Inc. Corporate Headquarters, Palo Alto, CA, EUA), conforme
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metodologia estabelecida por Urioste et al. (2008). O rendimento das transesterificacdes foi definido
como o valor que expressa a massa total obtida de ésteres de etila em relagdo a massa teorica
esperada.

Fortaleza/CE

Viscosidade: A viscosidade cinematica do biodiesel foi determinada de acordo com o método
oficial ASTM D 445 utilizando um viscosimetro Brookfield LVDVII (Brookfield Viscometers Ltd,
England), equipado com um cone CP 42. O teste foi realizado a 40 °C usando 0,5 mL de amostra.

Dosagem de monoacilcerois (MAG) e diacilglicerois (DAG): Os teores de MAG e DAG foram
quantificados nas amostras de biodiesel purificadas e determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, em equipamento Agilent 1200 Series (Agilent Technologies, Inc. SP, Brasil), com detector
evaporativo de espalhamento de luz e coluna de a¢o inoxidavel Fenomenex Gemini C18 110 A (150 x
4,6 mm) (Allcrom, Ltd., SP, Brasil), nas seguintes condicdes: temperatura da coluna de 40 °C e do
detector de 70 °C. As fases moveis utilizadas foram: acetonitrila (A) e metanol (B) numa proporgao
de 80% A e 20% B por 35 min em diferentes taxas de fluxo: 1 mL/min (6 min); 1,5 mL/min (24 min)
e 3,0 mL/min (5 min). Todas as amostras foram dissolvidas em acetato de etila-hexano (1:1, v/v) e 0
volume de injecao foi de 10 pL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito da vazdo de alimentacdo do substrato na conversdo do Oleo em éster foi investigado
para diferentes vazdes, que corresponderam a tempos espaciais entre 10 a 16 h, no reator de leito fixo
em duplo estagio (Figura 2). Nas condicOes testadas verifica-se que para um tempo espacial inicial de
10 h, foram obtidos valores médios de rendimento de 77,8 +1,3% e produtividade de 49,1 + 1,8
Qester/Imeio/N. Os valores de rendimento aumentaram gradativamente com a reducdo do fluxo de
alimentacéo, alcangando valores adequados de concentragdo de ésteres para uso como combustivel (=
96%), que correspondeu a um acréscimo de 22% em relacdo ao valor inicial. O melhor desempenho
do sistema foi constatado para tempo espacial de 16 h (vazdo volumétrica = 1,1 mL/h). Nessa
condicdo 96,0 £ 1,2% dos acidos graxos presentes no 6leo de macauba foram convertidos nos ésteres
de etila correspondentes, alcangcando uma produtividade média de 37,9 £ 1,2 MQe¢ster/meio/N. O valor
médio de viscosidade cinematica obtido nessa condigo foi de 5,85 mm?/s. Considerando que no caso
do biodiesel os parametros de qualidade estdo associados aos teores de ésteres e valores de
viscosidade, no experimento subsequente foi investigado o perfil de desempenho do sistema reacional
operando num tempo espacial de 16 h mantendo fixas as demais variaveis, por um periodo de 30 dias,
conforme ilustrado nas Figuras 3 (a,b).

A observacdo da Figura 3a indica que no primeiro estagio o sistema operou com oscilacdes nas
concentracdes de ésteres de etila, alcancando valor médio de 47,2 g/g (%) correspondendo a
rendimentos de transesterificacdo da ordem de 77,1%. Por outro lado, a operacdo do estagio Il foi
mais estavel (Figura 3b), ndo sendo detectada nenhuma evidéncia de problemas de perda de
desempenho do reator em funcdo da atividade catalitica do leito por 25 dias, mantendo o rendimento
médio em ésteres de 96,3%. Além disso, os valores médios de viscosidade de 5,8 + 0,2 mm?s™,
atenzderP 0s critérios vigentes, que estabelece viscosidade cinematica do B100 na faixa entre 3,0 - 6,0
mm°®.s-—
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Figura 3- Concentracdo total de ésteres de etila e do rendimento de transesterificacdo no processo

Rendimento de transesterificagdo (%)

A Tabela 1 sumariza o desempenho de cada estagio na transesterificacdo continua do 6leo de
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macatba. E importante destacar que o tempo de meia-vida estimado para lipase imobilizada no
primeiro estagio da ordem de 704 h foi 46% menor do que o tempo de meia-vida calculado no
segundo estagio (t1,=1512 h). Desta forma, verifica-se que a estratégia de utilizar reator em duplo
estagio incorporando coluna extratora de glicerol mostrou-se satisfatoria, uma vez que a Lewatit € um
composto hidrofilico, suscetivel a adsor¢do de glicerol. Logo, a coluna extratora minimizou a
limitacdo difusional e a inibicdo da enzima no segundo reator de PBR, proporcionando incrementos
na formacdo de ésteres de etila em relacdo ao primeiro estagio e maior estabilidade operacional.



H
]
P

2016

ia Quimica

eza/

INTYT Fortal
(x_zl C:_) _jj?l;ljr C.r}:’) 25 a 29 de setembro

L

i
L o

Encontro Brasileiro sobre o
Ensino de Engenharia Quimica

Fortaleza/CE

Tabela 1 — Quadro comparativo do desempenho do reator de leito fixo em duplo estagio na
transesterificacdo do 6leo de macatba mediada pela lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA

Parametro Estégio | Estégio 11
Tempo espacial (h) 8 16
Concentracao em ésteres (m/m%) 47,6 £4,0 60,7£1,2
Produtividade (Mg &ster/d meio/h) 595+0,5 379+24
Rendimento da transesterificacdo (%) 75,1 +£6,5 96,3 2,1
Constante de desativacdo (kgx 10°) h* 0,984 0,458
Tempo de meia-vida (h) 704 1512

A Figura 4 apresenta o perfil da concentragcdo de ésteres (CE%), monoacilgliceréis (MAG) e
diacilglicerdis (DAG) no produto obtido a partir da transesterificagdo continua do dleo de macauba

em duplo estagio.
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Figura 4 - Relacéo entre concentracao de ésteres de etila (CE%), monoacilglicerdis
(MAG %) e diacilglicerois (DAG%) quantificados nas amostras obtidas em fluxo
continuo, na saida do segundo estagio.

Verifica-se que o produto purificado era praticamente isento de diacilglicerois muito embora os
teores de monoacilglicerdis residuais na faixa entre 0,2 a 6,2 m/m%, com valores médios (3,7 m/m%)
ainda apresentassem valores superiores aos requeridos pela resolucdo ANP n°14/2012. Tais valores
podem ser associados, a saturacdo da coluna extratora de glicerol que era trocada a cada 7 dias de
operacdo, nota-se que uma grande oscilacdo dos valores residuais de MAG ocorre no intervalo
mencionado. Desta forma, um refinamento do processo ainda é necessario, como por exemplo,
promover um ajuste das condi¢Ges operacionais da coluna empacotada com resina Lewatit® 202
visando diminuir os teores de glicerol no fluxo de alimentacdo do segundo estagio.
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4. CONCLUSAO

E possivel operar um sistema continuo para obtencdo de biodiesel por via enzimatica
empregando uma configuracdo de reator de leito fixo em duplo estagio com substratos contendo dleo
de macauba e etanol na auséncia de solventes. A lipase de B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA foi
estavel quanto a suas caracteristicas morfologicas e cataliticas apresentando tempo de meia—vida
médio da ordem de 1512 h. O funcionamento do sistema foi comprovado quantitativamente para
tempos espaciais no sistema iguais ou superiores a 16 h, resultando em produtividades da ordem de
36,7+2,4 MQester/Imeio/N, COM perdas minimas de materia-prima (rendimento de transesterificacdo=
96,3 £ 2,1 %). De uma forma geral, as propriedades das amostras atendem os limites exigidos pelas
normas brasileiras (Regulamento Técnico ANP - Agéncia Nacional do Petroleo, G&s Natural e
Biocombustiveis - n°4/2012), para utilizacdo do produto obtido como combustivel, com exce¢do da
concentragdo de monoacilglicerol (MAG).
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