UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

PRODUCAO DE BIODIESEL ATRAVES DE
CATALISE ENZIMATICA EM LiQUIDO IONICO

Muriell Gamba

Dissertacao de Mestrado

Porto Alegre, abril de 2009.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

MURIELL GAMBA

Dissertagdo apresentada como requisito parcial

para a obtencao do grau de Mestre em Quimica

Prof. Dr. Giinter Ebeling
Orientador
Prof. Dr. Alexandre A. M. Lapis

Co-orientador

Porto Alegre, abril de 2009.



A presente dissertacao foi realizada inteiramente pelo autor, no Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob Orientagdo do Professor Doutor Gilinter Ebeling
e Co-orientagdo do Professor Doutor Alexandre A. M. Lapis. A dissertacdo foi julgada adequada

para a obtencao do titulo de Mestre em Quimica pela seguinte banca examinadora:

Comissao Examinadora:

Prof. Dr. César Liberato Petzhold Prof. Dr. Paulo Henrique Schneider
IQ-UFRGS IQ-UFRGS

Prof. Dr. Augusto José Donato Prof. Dr. Giinter Ebeling
PUC-RS Orientador

Prof. Dr. Alexandre A. M. Lapis

Co-orientador

Muriell Gamba

i1



Ao, Rique, que desde o inicio dessa caminhada

me apoiou, incentivou e sempre esteve ao

meu lado em todos os momentos, sejam estes

de alegrias ou angustias. Dedico a ti esta conquista,

pois sem o teu amor tudo seria mais dificil.

i1



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Cléo e Rose pelo carinho e incentivo para que esse momento fosse
concretizado.

A minha irma Sheron pelas risadas e conversas trangiiilizantes.

Ao meu “namorido” Luis Henrique pelo amor, compreensdo, apoio € incentivo nos
momentos de dificuldade.

As minhas amigas Luciane F. Oliveira e Camila P. Aguilar pela amizade ¢ desabafos
durante toda a minha longa caminhada na pesquisa, desde a época de K-202.

A minha amiga Morgana Scariot pela amizade e parceria em todos os momentos, seja no
laboratorio ou na sala de aula, durante o mestrado.

Ao Prof. Dr. Giinter Ebeling e ao Prof. Dr. Jairton Dupont pela orientacao e ensinamentos
compartilhados durante a minha caminhada no laboratério K-102.

Ao Prof. Dr. Alexandre A. M. Lapis pela orientagdo e por estar a disposi¢cdo, sempre que
possivel, para terminar com as minhas duvidas.

Ao Prof. Dr. Valentim E. U. Costa pelos ensinamentos e pelo incentivo pela pesquisa
desde os tempos de iniciacao cientifica.

A todos os colegas do Laboratorio de Catalise Molecular pela amizade e por todos os
“galhos quebrados” no laboratdrio.

Aos colegas do laboratério K-106 pelas risadas e companhia na hora do almogo.

Ao Instituto de Quimica da UFRGS.

Ao CNPq pela bolsa de mestrado.

v



Artigos publicados a partir dos resultados da presente dissertacio

“Supported Ionic Liquid Enzymatic Catalysis for Biodiesel Production”, Muriell Gamba,
Alexandre A.M. Lapis, Jairton Dupont, Advanced Synthesis & Catalysis, v.350, p.160 - 164,
2008.

Trabalho publicado em congresso

“Supported Ionic Liquid Enzymatic Catalysis for Biodiesel Production”, Muriell Gamba,
Alexandre A.M. Lapis, Jairton Dupont, /2thBMOS — 12th Brazilian Meeting of Organic
Shyntesis, 2007, Itapema, SC, Brasil.



INDICE GERAL

INDICE GERAL VI
LISTA DE ABREVIATURAS VII
INDICE DE FIGURAS IX
INDICE DE TABELAS X
RESUMO XI
ABSTRACT XII
1. INTRODUCAO 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 3
2.1. TRIGLICERIDEOS .o e et e e et e e e s e e et s s e e e e s se s eeeosese s ese s eseeseseasesseseseeseseaseneasenes 3
N ] (01 D] 1 ) 2 RN 8
2.2.1. Produg@o de BiOIESel .....................ccoccoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11

2.2. 1.1, CAtAlISE BASICA .....vecuviviciiieieeteete ettt ettt ettt ettt e e te et e teete e st eteeteeas e teeseesseeteeteessebeeteenteeteeteenteeteeteenteeteeraans 13

2.2.1.2. Catalise Acida
2.2.1.3. Catalise Enzimatica

3. PARTE EXPERIMENTAL 28
3.1 GERAL ettt et ek a a2kt S AR At e bR e AR A e R et AR e s et st esene st et ene st esene e s tens 28
3.2. SINTESE DO BIODIESEL ......ooouiiiooeeoeeeeceeeeeee oo eeeesees s ese s saesssese s sess s esa s sess s s 29

3.2.1. S€leChO AAS CUZIMAS ...ttt et e et e et eae s 29
3.2.2. QUantidade de REAZENIES ...............c.ccociiieiiei ettt ettt et ee ettt 29
3.2.3. INfIUNCIA A LEMPETATUFQ ...ttt a et e ettt et ee st ee st eene e e e se e 29
3.2.4. Influéncia da quantidade de Agua N0S GICOOIS ................cccooeoiieiiiiiiiieiee e 30
3.2.5. Melhor resultado em MaiOr @SCAIA..................ccc..coouiiiiiiieiee ettt 30
3.2.6. ENZIMGA MALS @fICIEIEC. ...ttt ettt ettt a st e e e st e st e et e s es e e eneeeeneese e esenans 31
3.3.4. Solubilidade do QIICETOL................cccoooiiiiiiiie et 31
3.3.5. Influéncia dos LiGuidOS IONICOS .............ccccecuieiieiiiieieeiee ettt ettt eees 31
3.3.6. ReaGAO de ESIEFIfICAGAO .........c.oueieeiiieeeeeee ettt ee et a et nes 32

4. RESULTADOS E DISCUSSAO 33

5. CONCLUSOES 50

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 52

vi



LISTA DE ABREVIATURAS

ABIOVE : Associagio Brasileira dos Produtores de Oleos vegetais

AGL : acidos graxos livres

ANP : Agéncia Nacional do Petréleo

ASTM : American Standard Testing Methods

B2 : diesel com 2 % em volume de biodiesel

B100 : biodiesel puro

BMI‘BF; : liquido i6nico Tetrafruoroborato de Butilmetilimidazolio

BMI-FAP : liquido i6nico Tris(perfluoroetil)trifluorofosfato de Butilmetilimidazoélio

BMI-NTTf; : liquido i6nico Bis-trifluorometanosulfonimidato de Butilmetilimidazoélio

BMI-OTf : liquido i6nico Trifluorometanosulfonato de Butilmetilimidazolio

BMI-PF; : liquido i6nico Hexafluorofosfato de Butilmetilimidazoélio

CCD : Cromatografia em Camada Delgada

CPAs : compostos poliaromaticos

DG : diglicerideos

EA : ésteres alquilicos

EtoMMI-BF; : liquido i6nico Tetrafruoroborato de 1,3-di-(2-metoxi)etilimidazélio
EtoMMI-FAP  : liquido i6nico  Tris(perfluoroetil)trifluorofosfato  de  1,3-di-(2-
metoxi)etilimidazolio

EtoMMI'NTf, : liquido i6nico  Bis-trifluorometanosulfonimidato de  1,3-di-(2-
metoxi)etilimidazolio

FLUOR : lipase Pseudomonas fluorescens

GL : glicerol

HC : hidrocarbonetos

HPLC : High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
IUBMB : Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular

LipIM : Lipozyme IM, lipase Rhizomucor miehei

MEtMI-BF, : liquido i6nico Tetrafruoroborato de 1-(2-metoxi)etil-3-metilimidazoélio
MEtMI-FAP : liquido i6nico Tris(perfluoroetil)trifluorofosfato de 1-(2-metoxi)etil-3-

metilimidazolio

vil



MEtMI-NTT; : liquido i6nico Bis-trifluorometanosulfonimidato de 1-(2-metoxi)etil-3-
metilimidazolio

MG : monoglicerideos

MP : materiais particulados

NOVOZ : Novozyme, lipase Candida antarctica

NOx : 6xidos de nitrogénio

PSC-I : lipase Pseudomonas cepacia suportada em ceramica

PSC-II : lipase Pseudomonas cepacia suportada em ceramica modificada
PSD-I : lipase Pseudomonas cepacia suportada em terra diatomacea

SOx : 6xidos de enxofre

TAG : triacilglicerol

TG : triglicerideos

viil



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Reagdo de transesterificacdo de 0leos VEZEtals. ......ccovuueeeeeriiiieeiiiiiieeeeiieeee e 1
Figura 2. Liquidos 10nicos do iMidazoOlio...........cceeruiiiiiiiiiiiiieiiiee e 2
Figura 3. Formulas estruturais - a) Acido Oléico b) Acido Linoléico. ...........cccovvureereeerernnnn. 4
Figura 4. Formula estrutural - Acido EStEATICO. ...........oovevivivieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4
Figura 5. Exemplos de triglicerideo, diglicerideo, monoglicerideo e 4cidos graxos livres. ........... 5
Figura 6. Ilustracdes do Ciclo Aberto e Fechado do carbono. ...........ccceeeeviiiiiiiiiiiiiiiiie, 11
Figura 7. Etapas da reag@o de transesterifiCago. ........cooouuieiiriiiiieeiiiiiee et 13

Figura 8. (a) Transesterificacdo de 6leos vegetais com acidos graxos livres catalisada por base
para produzir sabdo e 4gua, ambos subprodutos indesejaveis. (b) Agua promove a formagao de
acidos graxos livres. Este, entdo, pode desativar o catalisador e produzir sabao, como em (a).... 14

Figura 9. Ligag0es PePLIICAS. .....uuveieiiiiiiieeiiiie ettt ettt e et e e e e e e 17
Figura 10. Placa cromatO@rafiCa. .........cuueiiiiiiiiiiiiiiie et 33
Figura 11. Cromatograma explicativo com as regides dos compostos identificados. .................. 35
Figura 12. Cromatograma — Reacdo EtOH 85% ......ccocuviiriiiiiiiiiiiiiiicicecceccec e 38
Figura 13. Cromatograma — Reagdo MEeOH 90%0........c.ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceiecceceec e 40
Figura 14. Imagem ilustrativa da conformacao das enzimas. ...........cccceeeeriiieeeeniiieeeeniiieee e, 42
Figura 15. Cromatograma — Reagdo PSC-I com EtOH 85%. .....ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiccneces 43

Figura 16. Reacdes de hidrdlise, transesterificagdo e esterificacdo catalisadas por enzimas
suspensas em HQUIAOS 10MICOS. ....viiieeeeeieiiiiiiiieeeeeeeceiireee e e e e e e e e eirraeeeeeeeeeesaaaareaeeeeeeeesnnssnsseees 45

Figura 17. Transesterifica¢do de 6leos vegetais catalisados por enzimas suportadas em liquidos
10nicos com captura simultdnea do subproduto glicerol.............cccooviiiiiiiiiiiiiiiii e, 46

X



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Nomenclatura de AcidOs GIAX0S...........coveeeueueueuereeeeeeeeseeseeeeeeseseseseeeeesesesennees 6
Tabela 2. Composi¢ao média do 6leo de soja comercial (Tabela extraida da literatura'®). ............ 7
Tabela 3. Sistema de classificacdo funcional das enzimas...................eeevvvvveeeerereeeeeeerereeeeeeerananns 19
Tabela 4. Valores de Rfs - Biodiesel € 01€0 de SOJa........c..ueieiiiiiiiiiiiiiiieeeiieeeeeee e 33

Tabela 5. Produtos e conversoes (por HPLC) obtidos da reagao de transesterificagao do oleo de
soja por Pseudomonas cepacia com alcool etilico em BMI-NTT, a temperatura de 30 °C. ......... 36

Tabela 6. Produtos e conversoes (por HPLC) obtidos da reagao de transesterificagao do 6leo de
soja por Pseudomonas cepacia com alcool metilico em BMI-NTf; a temperatura de 30 °C........ 38

Tabela 7. Produtos e conversoes (por HPLC) obtidos da reagao de transesterificagao do oleo de
soja por lipases com alcool etilico e metilico em BMI-NTT; a temperatura de 30 °C.................. 41

Tabela 8. Produtos e conversoes (por HPLC) obtidos da reagdo de transesterificagao do oleo de

soja pela Pseudomonas cepacia PSC-1 com alcool etilico 85% em Liquidos Idnicos a temperatura
4 SR I USRS 48



RESUMO

A lipase  Pseudomonas  cepacia  suspensa no  liquido  i6nico  bis-
trifluorometanosulfonimidato de butilmetilimidazélio ¢ um método “verde” alternativo para a
produgdo de biodiesel da alcodlise do 6leo de soja. A reagdo de transesterifica¢do catalisada pela
enzima suspensa em liquido i6nico pode ser realizada a temperatura de 30° C, na presenca de
agua e sem o uso de solventes organicos.

As melhores condigdes reacionais para producao de biodiesel foram obtidas pelo uso da
lipase Pseudomonas cepacia PSC-1 (0.6 g) suspensa em BMI.NTT, (8.2 mmol), etanol/agua
(85:15) (41.2 mmol), dleo de soja (3.4 mmol) e temperatura de 30° C. O tempo de reacdo ( 8 h)
para converter completamente o material de partida (6leo) foi determinado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com triplicata dos experimentos em que a conversdao da
reacdo foi determinada em 90 %. Interessante ¢ que a presenca de dgua melhora a taxa de
hidrolise do oleo rendendo 4acidos graxos que sdao convertidos nos respectivos ésteres mais
rapidamente do que o caminho de transesterificacdo. Estas atividades cataliticas sdo superiores
aquelas relatadas anteriormente para processos enzimaticos em agua ou outros suportes. Este
resultado ¢ relacionado provavelmente a extracdo do glicerol - formado durante a
transesterificacao - pela mistura de liquido i6nico /alcool que assim desloca o equilibrio para o
produto biodiesel.

O biodiesel ¢ separado por simples decantacdo e o sistema catalitico liquido
ionico/enzima recuperado pode ser reutilizado por pelo menos 4 vezes sem perder atividade
catalitica e seletividade. O liquido i6nico fornece o meio ideal para a estabilizagdo da enzima e

também para a remogao do glicerol, aumentando assim o rendimento de biodiesel.
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ABSTRACT

Pseudomonas cepacia lipase suspended in the 1-n-butyl-3-methylimidazolium
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide ionic liquid is an alternative “green” method for the production
of biodiesel from the alcoholysis of soybean oil. The transesterification reaction catalyzed by
enzyme suspended in ionic liquid can be performed at room temperature, in the presence of water
and without the use of organic solvents.

The best reaction conditions to biodiesel production were obtained by the use of
Pseudomonas cepacia lipase (0.6 g) suspended in BMI.NTf, (8.2 mmol), ethanol/water (85:15)
(41.2 mmol) and soybean oil (3.4 mmol) at temperature of 30° C. The reaction time (8 h) for the
complete conversion of the starting oil material was determined by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) with triplicate experiments in which the reaction conversion was
determined as 90%. Interestingly, the presence of water improves the oil hydrolysis rate yielding
the fatty acid that is converted into the respective ester faster than the transesterification pathway.
The catalytic activities are superior to those reported in literatures for enzymatic processes in
water or other supports. This result is probably related to the extraction of the glycerol - formed
during the transesterification - by the ionic liquid thus shifting the equilibrium to the biodiesel
product.

The biodiesel is separated by simple decantation and the recovered ionic liquid/enzyme
catalytic system can be re-used at least four times without loss of catalytic activity and
selectivity. The ionic liquid provides the ideal medium for the stabilization of the enzyme and

also for the removal of glycerol by-product, thus increasing the biodiesel yield.

Xii



1. Introducao

1. INTRODUCAO

As fontes renovaveis de energia estdo no centro de interesse politico devido a fatores
econdmicos e ambientais.' A crescente preocupacdo com problemas ambientais causados pelos
combustiveis fosseis, somadas as previsdes de que tais recursos devam chegar ao fim, vém
estimulando a busca por novas maneiras sustentaveis de geragdo de energia.”

O biodiesel que tem atraido consideravel atencdo como combustivel renovavel e
biodegradavel, torna-se uma alternativa muito atrativa para motores a diesel devido ao fato de
suas propriedades serem similares as do combustivel derivado do petroleo.’

Muitos processos tém sido desenvolvidos para a produgdo de biodiesel, mas o método
mais utilizado ¢ através da reagdo de transesterificagdo (Figura 1) entre oleos vegetais e dlcoois

(metanol e etanol) em presenga de catalisadores acidos ou basicos.

H,C—OCOR; R1COOR, H,C—OH
catalisador *
HC—OCOR; + 3 Rs—OH —— R,COOR; + HC—OH
+
H,C—OCOR;5 R;COOR, H,C—0OH
Triacilglicerideo Mistura de Glicerol
ésteres

Figura 1. Reagdo de transesterificacdo de 6leos vegetais.

Na catélise 4cida ha a necessidade do emprego de grande quantidade de 4lcool para a
obteng¢ao do biodiesel em rendimentos satisfatorios. A catalise basica, por sua vez, ndo necessita
tanto excesso de alcool, mas reagdes de saponificacdo sao observadas, o que causa dificuldade de
purificacao dos ésteres formados.

Em ambos os casos podemos observar que had corrosdo dos sistemas reacionais
provocados pelo meio altamente béasico ou acido e que uma grande quantidade de agua ¢
necessaria para a purificagcdo dos ésteres. Gera-se, assim, grandes quantidades de rejeitos aquosos

com pH inadequados para descarte e o tratamento destes passa por um processo de neutralizacao
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que gera um volume ainda maior de residuos aquosos. Além disso, ambas reagdes necessitam ser
conduzidas a temperaturas elevadas com gasto de energia.

Enfim, apesar de serem os métodos mais utilizados para a obtengdao de biodiesel estas
metodologias apresentam varias desvantagens e problemas ao meio ambiente que justificam a
busca por novos sistemas cataliticos que sejam mais eficientes e gerem menor quantidade de
residuos. Neste contexto, ha enormes esforcos cientificos e tecnoldgicos para minimizar estes
problemas através do desenvolvimento de catalisadores heterogéneos®’, bases organicas’,
metandlise sob condi¢des supercriticas’ e enzimas™.

Apesar da introdugdo de diversas melhorias na reacdo de transesterificagdo como, por
exemplo, o advento de novos catalisadores solidos®, problemas principais como o uso de
solventes, separagdo do glicerol (principal subproduto), rendimento e regeneragao do catalisador
ainda nao foram resolvidos.

A transesterificacdo enzimatica ¢ uma alternativa aos métodos anteriormente expostos,
visto que enzimas sdo catalisadores naturais encontrados em seres vivos e biodegradaveis. As
enzimas utilizadas sao chamadas lipases. Os ganhos ambientais desse processo sao evidentes, por
exemplo, menor gasto energético (baixas temperaturas), o glicerol ¢ facilmente removido ¢ a
purificacao de ésteres alquilicos ¢ simples. Entretanto o custo elevado da producao das lipases ¢
uma grande dificuldade na comercializagao deste sistema.

A catalise enzimatica tem muitas vantagens frente as tecnologias quimicas e quando
suspensa em liquidos i0nicos torna-se um método “verde” alternativo para a producao de
biodiesel. Existem relatos de enzimas suspensas em liquidos i0nicos e a associagao das enzimas
com liquidos i6nicos do imidazolio (Figura 2) geralmente da origem a catalisadores mais estaveis
e mais ativos.'”"? A combinagio de enzima/liquido i6nico geralmente exibe um efeito sinérgico

excelente que realca a atividade e a durabilidade do sistema catalitico.

N X= BF,, BMI.BF,
X- X= PFg BMI.PFg

Figura 2. Liquidos i6nicos do imidazdlio.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TRIGLICERIDEOS

Os lipideos sao compostos que ocorrem com bastante freqiiéncia na natureza e podem ser
encontrados em diversos locais como na gema do ovo e no sistema nervoso humano. Sao também
importantes componentes de plantas, animais € microbios. A definicdo de um lipideo ¢ baseada
num conjunto de substancias quimicas que, ao contrdrio das outras classes de compostos
organicos, nao sdo caracterizadas por algum grupo funcional comum, e sim pela sua alta
solubilidade em solventes organicos e baixa solubilidade em agua. Em termos quimicos, os
lipideos sao uma mistura de compostos que partilham algumas propriedades baseadas em
similaridades estruturais, principalmente grupos apolares.'>'

Oleos e gorduras sdo lipideos, ambos, triacilglicerdis (TAG), também chamados de
triglicerideos.

Os triglicerideos sdo definidos como produtos da esterificagdo de uma molécula de
glicerol com trés moléculas de acidos graxos. E importante salientar que os triglicerideos podem
ser formados por acidos graxos iguais ou diferentes entre si. Os acidos graxos sdao acidos
carboxilicos de cadeia longa livres ou esterificados, que constituem os Oleos e gorduras. Os
acidos graxos também podem ser classificados como saturados ou insaturados, dependendo da
auséncia ou presenca de ligagdes duplas carbono-carbono. Quando saturados possuem apenas
ligacdes simples entre os carbonos e possuem pouca reatividade quimica. Ja os acidos graxos
insaturados, contém uma ou mais ligacdes duplas na sua cadeia carbonica sendo mais reativos e
mais suscetiveis a termo-oxidacdo. Os acidos graxos insaturados sdo, na maioria, liquidos a
temperatura ambiente, pois a presenca de insaturagdo nas cadeias de acido carboxilico dificulta a
interacao intermolecular, enquanto que os acidos graxos saturados que t€m uma maior facilidade
de empacotamento intermolecular, sdo sélidos."

Mais de 80% do dleo de oliva, por exemplo, € constituido por moléculas de acido oléico.
Este acido graxo, assim como o acido linol€ico, sao acidos insaturados, isto €, possuem duplas

ligacdes na cadeia carbdonica, como ilustrado na Figura 3 abaixo:
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OH
a) b)

HO

Figura 3. Formulas estruturais - a) Acido Olé&ico b) Acido Linoléico.

Existem acidos graxos saturados, isto ¢, sem duplas liga¢des na cadeia carbdonica, como ¢

o caso do acido estearico(Figura 4).

Figura 4. Formula estrutural - Acido Estearico.

Os o6leos vegetais sao produtos naturais constituidos principalmente por triglicerideos
(>95%) e, em menor propor¢io, mono e diglicerideos.”'® Eles também podem conter 4cidos

graxos livres.



2. Revisdo Bibliogrdfica

TRIGLICERIDEO

DIGLICERIDEO

MONOGLICERIDEO

ACIDOS GRAXOS LIVRES (0,1,2¢3 insaturacoes)

Figura 5. Exemplos de triglicerideo, diglicerideo, monoglicerideo e 4cidos graxos livres.

Os acidos graxos contém cadeias de 4 a 36 atomos de carbono com diferentes graus de
. - . ~ . A . 16
insaturacao, geralmente possuem de uma a quatro insaturagdes na cadeia carbdnica. =~ A Tabela 1

abaixo mostra a nomenclatura de alguns acidos graxos naturais.
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Tabela 1. Nomenclatura de Acidos Graxos.

Nomenclatura dos Acidos Graxos N° de Carbonos/
Insaturagoes
Laurico (Dodecanoico) 12:0
Miristico (Tetradecandico) 14:0
Palmitico (Hexadecandico) 16:0
Palmitol€ico (9(Z)-Hexadecenoico) 16:1
Estearico (Octadecandico) 18:0
Oléico (9(Z)-Octadecendico), (0-9) 18:1
Linol€ico (9(Z),12(7)-Octadecadienoico, (m-6) 18:2
Linolénico (9(Z2),12(Z),15(Z)-Octadecatrienoico, (®-3) 18:3
Araquidico (Eicosandico) 20:0
Araquidonico (5(Z),8(Z), 11(Z2),14(Z)-Eicosatetraen6ico) 20:4
Lignocérico (tetracosanoico) 24:0

O uso dos oleos vegetais como combustiveis alternativos esteve presente por 100 anos
quando o inventor do motor a diesel Rudolph Diesel testou primeiramente o 6leo de amendoim
em seu motor de igni¢do por compressdo.” Entre os anos de 1930 e 1940 os 6leos vegetais foram
usados como combustiveis em motores do ciclo diesel, mas somente nas situacdes de
emergéncia.'’

Constatou-se que a aplicagdo direta dos 6leos vegetais nos motores ¢ limitada, devido a
algumas de suas propriedades. As propriedades que podem provocar sérios problemas ao bom
funcionamento do motor sdo principalmente a alta viscosidade, a baixa volatilidade, o carater
poliinsaturado e a acidez. Dentre os problemas que geralmente aparecem apos longos periodos de
utilizacdo, destacam-se a formacao de depositos de carbono por combustdo incompleta, a
diminui¢do da eficiéncia de lubrificacao do 6leo pela ocorréncia de polimerizagdo e a atomizagao
ineficiente e/ ou entupimento dos sistemas de inje¢do. Estes problemas ocorrem devido ao
tamanho da molécula de triglicerideo e a sua elevada massa molecular.” Entdo, em meados da
década de 70, surgiram as primeiras propostas de modifica¢ao de 6leos vegetais através da reacao
de transesterificacdo, cujos objetivos eram de melhorar a sua qualidade de igni¢do, reduzir o seu
ponto de fluidez e ajustar seus indices de viscosidade e densidade especifica.'’

Os oleos vegetais mais comuns, cuja matéria prima ¢ abundante no Brasil, sdo soja,
milho, amendoim, algodao, babagu e patlmal.18

O ¢6leo de soja tem composi¢cdo média centrada em cinco &acidos graxos principais:

palmitico (16:0), estearico (18:0), oléico (18:1), linoléico (18:2) e linolénico (18:3). Cerca de
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99% dos triglicerideos presentes no 6leo de soja sdo compostos por estes acidos . Esta
caracteristica, € relativamente constante para a maioria dos 6leos comerciais disponiveis no

mercado, mostrada na Tabela 2.

Tabela 2. Composicao média do 6leo de soja comercial (Tabela extraida da literatura'®).

N° de Carbonos/ Acido Graxo Concentragao (%)
Insaturagoes

C12:0 Laurico 0,1 (max)
C14:0 Miristico 0,2 (max)
C16:0 Palmitico 9,9-122
Cl6:1 Palmitol€ico tracos - 0,2
C18:0 Estearico 3-5,4
C18:1 Oléico 17,7 - 26
C18:2 Linoléico 49,7 - 56,9
Cl18:3 Linolénico 5,5-9,5
C20:0 Araquidico 0,2-0,5
C20:1 Gadoléico 0,1-0,3
C22:0 Behénico 0,3-0,7
C22:1 Erticico 0,3 (max)
C24:0 Lignocérico 0,4 (max)

O oleo de soja surgiu como um subproduto do processamento do farelo e, atualmente,

tornou-se um dos lideres mundiais no mercado de dleos vegetais, apesar da competicdo com

. 19 . ros . 1 .
outras oleaginosas.  Devido a grandeza do agronegdcio da soja no mercado brasileiro, ¢

relativamente facil reconhecer que essa oleaginosa apresenta o maior potencial para servir de

modelo ao desenvolvimento de um programa nacional de biodiesel. A produgao brasileira de 6leo

de soja referente ao ano safra 2007/08 (fevereiro a janeiro) foi 6.047 milhdes de toneladas,

conforme os dados® divulgados pela ABIOVE (Associacdo Brasileira dos Produtores de Oleos

vegetais).
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2.2. BIODIESEL

Combustiveis derivados do petréleo sdao de vital importancia no setor econdmico de um
pais em desenvolvimento, mas sabemos que o consumo de combustiveis fosseis apresenta um
impacto significativo na qualidade do meio ambiente. A polui¢dao do ar, as mudancas climaticas,
os derramamentos de oleo e a geragao de residuos toxicos sao resultados do vasto uso e da
produgio desses combustiveis.’

Entdo, devido a iminéncia do esgotamento das reservas mundiais de petrdleo, o constante
aumento na demanda por fontes de energia e a ampliagdo da consciéncia ecologica, tém-se
incentivado pesquisas no sentido de desenvolver novas fontes de energias renovaveis para
diversas areas industriais, visando reduzir ou substituir os combustiveis de origem petrolifera.

Assim, surge o biodiesel como uma alternativa para a substitui¢do de combustiveis a base
de petroleo, contribuindo para minimizar a dependéncia externa de importacdo de diesel
consumido no pais, como também para a redu¢ao da poluicdo ambiental, através da diminuigao
das emissoes de gases poluentes. O biodiesel apresenta propriedades similares ou melhores as do
combustivel derivado do petréleo, como densidade, viscosidade, numero de cetano, ponto de
fulgor, entre outras.”’ Portanto a grande compatibilidade do biodiesel com o diesel mineral, o
caracteriza como o possivel substituto deste combustivel sem qualquer necessidade de
investimentos tecnolégicos no desenvolvimento dos motores.*

A utilizacao de biodiesel como combustivel vem apresentando um potencial promissor no
mundo inteiro e o Brasil, devido a sua imensa extensdo territorial, associada a condicoes
climaticas favoraveis, ¢ considerado um pais ideal para a exploracdo da biomassa para fins
energéticos.

O biodiesel ¢ composto de alquilésteres de acidos graxos de cadeia longa, derivado de
6leos vegetais ou de gorduras animais, conforme a especificagdo contida na Resolu¢do ANP n° 7
(Agéncia Nacional do Petroleo, 2008) e ASTM D6751-08 (American Standard Testing Methods,
2008).%** Por ser biodegradavel, ndo-toxico e essencialmente livre de enxofre e aromaticos™, é
considerado um combustivel ecoldgico.

Sendo o biodiesel um combustivel liquido derivado de biomassa renovavel, que substitui

total ou parcialmente o 6leo diesel de petroleo em motores de ignicdo por compressdo, cujas
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matérias-primas sao abundantes no Brasil, certamente promovera a geracao de novos empregos
pois a obtencdo deste produto em escala agroindustrial ird ocasionar uma maior distribuicao de

renda, inclusdo social e apoio a agricultura familiar.

Como combustivel, o biodiesel tem as seguintes caracteristicas>*:
L] alto nimero de cetano;
] teor médio de oxigénio em torno de 11%;
] maior ponto de fulgor;
L] maior viscosidade;

L] menor emissao de particulas, HC, CPAs e CO;

L] essencialmente livre de enxofre e aromaticos;

] carater nao toxico e biodegradavel;

] proveniente de fontes renovaveis;

] pode ser usado diretamente nos motores diesel;

] tem facil transporte e facil armazenamento, devido ao seu menor risco de
explosao,

] preco de mercado relativamente superior ao diesel comercial.

25-28

Conforme as literaturas™ ", as emissdes de gases poluentes, tais como monodxido de
carbono (CO), hidrocarbonetos (HC), compostos poliaromaticos (CPAs) de alto potencial
carcinogénico, materiais particulados (MP), ¢6xidos de enxofre (SOx), sdo inferiores para o
biodiesel em comparacao ao diesel convencional, demonstrando que o uso deste em substituigcao
ao combustivel fossil traz grandes beneficios para o meio ambiente.

No entanto, ha diversos resultados publicados sobre o ligeiro aumento nas emissdes de
gases nitrogenados para o biodiesel. E completamente 6bvio, que com o biodiesel, devido a
combustdo melhorada, a temperatura esperada na camara de combustao possa ser mais elevada e
uma quantidade maior de oxigénio esta igualmente presente, conduzindo entdo, a formagao de
uma quantidade mais elevada de NOx nos motores abastecidos com biodiesel.”> As emissdes de
NOx causam problemas graves para a saude publica ¢ o meio ambiente. O NOx ¢ o principal
contribuinte ao o0zoénio troposférico. Enquanto o o0zdénio atmosférico ¢ benéfico ao reduzir a
radiacdo solar prejudicial, ironicamente, o 0zonio troposférico pode causar irritagdo respiratoria,
reducdo da fungdo pulmonar, ataques de asma, e dano permanente ao pulmao. Sendo assim, para

resolver o aumento na emissao de NOx do biodiesel, ha dois métodos eficazes para reduzir a



2. Revisdo Bibliogrdfica

temperatura na cdmara de combustdo. O primeiro, € usando a inje¢do de d4gua ou uma emulsdo de
biodiesel e dgua e o segundo método, ¢ através de ajustes na regulagem do ponto de inje¢do no
motor.”

Cientistas acreditam que o didéxido de carbono € o principal contribuinte para o
aquecimento global.*® O efeito da maior concentracdo de CO, na atmosfera é um agravamento do
originalmente benéfico efeito estufa, que vem acarretando alguns problemas e tem alterado o
clima no mundo. Efeitos como o aumento da temperatura média global, as alteragdes no perfil
das precipitacdes pluviométricas e a elevagao do nivel dos oceanos poderdo ser catastroficos
frente & continua tendéncia de aumento da popula¢ido mundial.”’

O setor de transportes mostrou altas taxas de crescimento nas emissoes de gases do efeito
estufa, durante os Ultimos dez anos. A realidade, ¢ que essa situagdo provavelmente se tornara
mais complicada nos proximos anos.”'

A combustdo de cada litro de biodiesel libera de 1,1 a 1,2 vezes a quantidade de CO,
liberada na atmosfera por um litro de diesel convencional.’’ Entretanto, diferentemente do
combustivel fossil, o CO, liberado na queima do biodiesel ¢ reciclado por absor¢dao durante o
crescimento das oleaginosas, isto €, na fotossintese.*> Em razdo disso, o biodiesel ndo aumenta a
emissdo de didxido de carbono e considera-se que este ¢ constituido de carbono neutro.*® Assim,
a producdo de biodiesel estd inserida em um processo ciclico que auxilia na minimiza¢ao do
efeito estufa, pois ha um certo equilibrio entre a massa de carbono fixada e aquela liberada ou
dispersa na atmosfera.”” Ao ser queimado, o petréleo libera carbono, que durante milhdes de anos
ficou no subsolo, diretamente na atmosfera. Também sdo liberadas e emitidas na atmosfera
grandes quantidades de enxofre, que estavam no subsolo, na composicao do petroleo. No caso
dos biocombustiveis, ¢ devolvido a atmosfera aquilo que a planta retirou no momento do seu
crescimento, ou seja, ¢ estabelecido um ciclo fechado de carbonozs, pois a planta absorve o CO;
enquanto cresce, e este ¢ liberado quando ocorre a queima do biodiesel no motor, como mostra a

Figura 6.

10
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Figura 6. Ilustra¢des do Ciclo Aberto e Fechado do carbono.

O biodiesel pode ser usado puro ou misturado ao diesel em diversas proporgdes. A
mistura de 2% em volume de biodiesel ao diesel de petroleo ¢ chamada de B2 e assim
sucessivamente, até o biodiesel puro, denominado B100. Para cada quilograma de diesel ndo
usado, um equivalente a 3,11 kg de CO; deixara de ser produzido e mais um adicional de 15 a

20% referente a sua energia de produgio.”’

2.2.1. Producio de Biodiesel

O uso direto de dleos vegetais sdo considerados insatisfatorios para motores de injecdao
direta ou indireta movidos a diesel, pois causam um série de problemas, ja citados anteriormente.
Visando reduzir os danos provocados pelos 6leos vegetais, metodologias diferentes tém sido
estudadas a fim de desenvolver derivados de oleos vegetais, cujas propriedades e desempenho se

aproximem do 6leo diesel, tais como dilui¢ao, microemulsao, craqueamento catalitico e reagdo de

11
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transesterificacdo.'” Entre essas alternativas, a transesterificacio tem se apresentado como a
melhor opg¢ao, visto que o processo € relativamente simples e assim, um combustivel renovavel,
denominado biodiesel, pode ser produzido com propriedades similares as do petrodiesel.

O processo mais utilizado industrialmente para a producao de biodiesel ¢ o de
transesterificacdo, no qual ocorre a transformacgdo de triglicerideos em moléculas menores de
¢ésteres de acidos graxos.

A reacao de transesterificagdo pode ser descrita, de maneira geral, como uma reagdo em
que um éster ¢ transformado em outro pela mudanga na porgao alcoxi. Esta transformagao ocorre
em trés etapas seqilienciais (Figura 7): inicialmente, as moléculas de triglicerideos sdao convertidas
em diglicerideos, depois em monoglicerideos e, finalmente em glicerol, produzindo um mol de

. e . 8,34
¢éster alquilico a cada etapa reacional.™

Quando um éster alquilico reage com um alcool, o
processo de transesterificacao ¢ denominado alcoolise.

Os alcoois, que sao considerados agentes de transesterificacdo, usados nos processos sao
os alcoois metilico (metanol), etilico (etanol), propilico, butilico e amilico. O metanol e o etanol
sdao mais frequentemente empregados. Metanol ¢ o mais utilizado devido ao seu baixo custo na
maioria dos paises e as suas propriedades fisico-quimicas (polaridade € menor cadeia
carbonica).'” O etanol, no Brasil apresenta um grande potencial devido a sua baixa toxicidade e
facil disponibilidade.”®

A transesterificagdo de Oleos vegetais corresponde a uma reagao reversivel. Portanto, o
rendimento da reacao dependera do deslocamento do equilibrio quimico em favor dos ésteres, e
para obtermos um rendimento elevado, o dlcool tem que ser usado em excesso juntamente com a
otimizagdo de outros fatores como a concentracdao do catalisador, a temperatura e a agitacao do
meio reacional.'” Deve-se considerar cada processo individualmente, estabelecendo a relagio
ideal de alcool/dleo, pois uma quantidade muito excessiva de alcool dificulta a recuperagao do
glicerol.®** Devido esse excesso, ha um aumento na solubilidade, e quando a glicerina permanece
na solucao ocorre deslocamento do equilibrio no sentido dos reagentes, diminuindo o rendimento

, 3
dos ésteres.

12
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Triglicerideo (TG) + R'OH

Diglicerideo (DG) + R'OOR;

Diglicerideo (DG) + R'OH <——== Monoglicerideo (MG) + R'OOR,

Monoglicerideo (MG) + R'OH Glicerol (GL) + R'OOR;4

Figura 7. Etapas da reagdo de transesterificacao.

A alcoolise de 0leos vegetais ou de gordura animal pode ser conduzida por uma variedade

de rotas tecnologicas em que diferentes tipos de catalisadores podem ser empregados, como bases

13,37 22,40-42
> ; A

. A 36 4 . 4 4,5,38,39 Ai 6 .

inorganicas”, acidos ~’, catalisadores heterogéneos """, bases organicas’ € enzimas

transesterificacdo também pode ocorrer sem qualquer catalisador, utilizando metanol sob
o~ L. 7
condigdes supercriticas’.

Atualmente, a catalise homogénea tem sido a rota tecnologica preferida para a produgao

de biodiesel onde as reagdes sdo catalisadas frequentemente por bases ou acidos. Porém, a

catalise enzimatica tem mostrado muitas vantagens frente as metodologias quimicas.

2.2.1.1. Catalise Basica

As bases utilizadas na reacdo de transesterificagdo, que sdao mais eficazes, incluem
hidroxido de sodio (NaOH), metoxido de sédio (MeONa), hidréxido de potassio (KOH) e
metdxido de potassio (MeOK).?

O processo de transesterificagdo via catalise alcalina ¢ aproximadamente 4000 vezes mais
rapido do aquele catalisado por uma mesma quantidade do catalisador acido® e os catalisadores
alcalinos sio menos corrosivos’, sendo menos agressivos aos equipamentos. Além disso, o
catalisador alcalino exige menores razdoes molares entre o alcool e o dleo vegetal e altas
conversdes sio facilmente alcancadas.® Por esses motivos, ¢ que os catalisadores bésicos
tradicionais sdo largamente utilizados na industria para obten¢ao de biodiesel.

Os tempos das reagdes catalisadas por bases, utilizando a relagdo molar de 6:1

8,26,43

alcool/6leo, relatada pelas literaturas como a razdo molar que apresentou o melhor

. . . 44
rendimento, variaram de 30 minutos a 8 horas.

13
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A faixa de temperatura em que as reagdes de transesterificacdo via alcali geralmente
ocorrem ¢ de 25 a 120°C.

O emprego de catalisadores alcalinos exige que a matéria-prima (6leo) apresente baixa
acidez (<0,5%) e ambos o 0leo e o 4lcool devem ser isentos de dgua pois constatou-se que o nao
cumprimento destas exigéncias acarreta problemas operacionais a0 processo.

O ¢6leo vegetal, quando apresenta altos teores de 4cido graxo livre, conduz ao consumo
improdutivo de alcali e a subseqiiente formacdo de sabdes. Esta saponificacdo indesejavel
consome parte do catalisador durante sua formacdo, reduzindo a efici€ncia catalitica e
aumentando a viscosidade. Como conseqiiéncia, constata-se a formacdo de gel e emulsdes,
dificultando a separacdo dos produtos (ésteres e glicerol) ao final da reacdo. Tais resultados
inconvenientes aumentam de maneira consideravel o custo de separagao do produto, assim como
a reducio de rendimento no processo.

A presenca consideravel de agua no meio reacional também favorece, inevitavelmente, a
saponificagdo dos triglicerideos. Este contaminante leva a formacdo de 4cidos graxos pela
hidrodlise dos ésteres presentes o que resulta na formagao de sabdes. Isto ocorre paralelamente a
conversao dos triglicerideos em ésteres, gerando dificuldades de purificacdo, formacdo de
emulsdes e perdas de rendimento.

E importante ressaltar, que a reagio dos hidroxidos com o alcool leva a formacio de agua
e, na presenga do catalisador bésico, obviamente podera levar a hidrdlise de algum éster
produzido, com conseqliente formag¢ao de sabdao e os mesmos problemas relatados

. 6
anteriormente.

a) o O
)]\ + NaOH(ouMeONa) ____ o )I\ + H,0 (ou MeOH)
R OH R O'Na*
Sabdo
b) (o) Catalisador (o)
Bdsico
)]\ +  H,0 - )I\ + MeOH
R OMe R OH

Figura 8. (a) Saponificagcdo de 6leos vegetais com acidos graxos livres catalisada por base para
produzir sabao e 4gua, ambos subprodutos indesejaveis. (b) Agua promove a formacao de acidos
graxos livres. Este, entdo, pode desativar o catalisador e produzir sabdao, como em (a).

14
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A eliminagao de saboes, catalisador residual e glicerol somente ¢ possivel através de
etapas eficientes de lavagem, que demandam grande quantidade de agua para a purificacao dos
ésteres. A adicdo de 4cido faz-se preciso para a neutralizagio do catalisador residual.*’ A
neutralizagdo antes da etapa de lavagem reduz a agua exigida e minimiza a formacao de emulsoes
quando a agua de lavagem ¢ adicionada ao biodiesel.*® O biodiesel precisa de repetitivas lavagens
para atingir a pureza padrio necessaria.*”

A alcodlise com metanol ¢ tecnicamente mais viavel do que com etanol. O metanol reage
rapidamente com o triglicerideo, dissolve facilmente o catalisador basico.** A mesma reacdo
usando etanol € mais complicada, pois requer o uso de alcool anidro para minimizar a formagao

de acidos graxos livres e a conseqiiente formacao de sabdes.

2.2.1.2. Catalise Acida

Os acidos mais utilizados na reagdo de transesterificagdo incluem acido sulftirico
(H2S0,), 4cido fosforico (HsPOy), acido cloridrico (HCI) e 4cidos sulfonicos organicos.”

Estes catalisadores fornecem altos rendimentos em ésteres alquilicos, mas a reagdo ¢
lenta, normalmente requerendo altas temperaturas (>100°C) e mais de 3 horas para atingir uma
boa conversdo.’ Os tempos de conversdo variam de 3 a 50 horas.*®'**** A temperatura tem um
papel importante na sintese de biodiesel via catalise acida, quanto maior a temperatura da reagao
menor é o tempo de conversdo."”

As razdes molares entre o alcool e o 6leo vegetal, utilizadas na catalise acida sdo maiores
que as da catélise basica. Para se conseguir o mesmo rendimento em um certo tempo de reagao,
foi necessaria uma relagdo 30:1 de alcool /6leo vegetal para a catalise acida contra 6:1 para a
bésica.'” Essa razdo de 30:1 ¢ usualmente utilizada nas reacdes em meio acido.

Embora as reagdes de transesterificagdo catalisadas por acidos necessitem de um longo
tempo de reagdo e temperaturas altas, os catalisadores acidos possuem uma importante vantagem
com respeito aos catalisadores basicos: o desempenho dos catalisadores acidos nao ¢ fortemente
afetado pela presenca de acidos graxos livres no 6leo, sendo mais eficientes que os catalisadores

. . L . . 37
alcalinos, quando a quantidade de 4cidos graxos livres no o6leo excede 1%.”" Lotero e

13 . ~ . ~
colaboradores ® afirmam que ocorrem simultanecamente as reagdes de esterificacdo e

15
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transesterificacao.

Um estudo de analise econdmica mostrou que o procedimento da catalise acida, sendo em
uma etapa, € mais economico que o da catdlise basica, o qual requer uma etapa extra para
converter 4cidos graxos livres a ésteres alquilicos, evitando assim a formacio de sabdo.”’

No processo de catalise acida, os residuos de catalisador devem ser eliminados
completamente do produto final, pois um sério problema ¢ causado aos equipamentos. A
contaminag¢do do biodiesel com catalisadores acidos residuais pode atacar as partes metalicas do
motor, causando a corrosdo.”> A eliminacio deste problema implica muitas etapas de purificacéo,

fazendo-se necessaria a utilizagao de grande quantidade de agua.

2.2.1.3. Catalise Enzimatica

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando gradativamente. As
enzimas sao catalisadores biologicos de altissima eficiéncia catalitica, em geral muito maior que
a dos catalisadores sintéticos, pois tém alto grau de especificidade por seus substratos, aceleram
reagdes quimicas especificas e, em alguns casos, podem funcionar tanto em solugdes aquosas
quanto em solventes organicos.'®

O principal componente de todas as enzimas conhecidas, com excecao das ribozimas, ¢ a
proteina, que sdo macromoléculas polares, com massa variando de 10* a 10° Da, formadas pela
condensacao de amino-acidos através de ligacdes peptidicas. A interagao das cadeias laterais
presentes, for¢a a enzima a adotar uma estrutura tridimensional (estrutura terciaria), que €
responsavel pela atividade quimica (sitio catalitico).”’

As proteinas possuem quatro niveis de estrutura, denominados estrutura primaria,
estrutura secundaria, estrutura tercidria e estrutura quaternaria. A estrutura primaria ¢ a ordem na
qual os aminodcidos estdo ligados. A estrutura secundaria € o arranjo dos 4&tomos no esqueleto da
cadeia polipeptidica no espaco. A estrutura tercidria inclui o arranjo tridimensional de todos os
atomos da proteina, incluindo os das cadeias laterais ou de quaisquer grupos de atomos nao-
pertencentes aos aminoacidos. A estrutura quaterndria ¢ o arranjo das multiplas cadeias

) 4 ~ 16
polipeptidicas umas em relagdo as outras.
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As reagOes catalisadas por enzimas ocorrem de forma variada, mas todas as reacdes
requerem alguns grupamentos reativos para a interagao da enzima com o substrato. Nas proteinas,
os grupamentos a-carboxila e os a-aminos dos aminoacidos nao estdo livres, uma vez que eles
estdo formando as ligagdes peptidicas. Portanto, os grupamentos reativos das cadeias laterais sao
aqueles que estdo envolvidos nas reagdes da enzima. As cadeias de hidrocarbonetos nao contém
grupamentos reativos e nao estdo envolvidas no processo. Os grupamentos funcionais que podem
ter um papel na catalise incluem o grupamento imidazol da histidina, o grupamento hidroxila da
serina, o grupamento carboxila da cadeia lateral do aspartato e do glutamato, o grupamento
sulfidrila da cisteina, o grupamento amino da cadeia lateral da lisina e o grupamento fendlico da

. . 16 . . . . ~ , 1: . .
tirosina. ~ Na Figura 9 podemos visualizar as ligagdes peptidicas e os grupos funcionais:

R PP oH
e : /N , :
CH; 1 H i
OH
Ala Ser Asp

Figura 9. Ligacdes peptidicas.

Devido ao ambiente aquoso natural, os grupos hidrofilicos polares das cadeias laterais,
como -COOH, -NH,, -OH, -SH e -CONH,, ficam preferencialmente localizados na superficie
externa das enzimas, enquanto que os constituintes lipofilicos, como cadeias arilicas e alilicas,
ficam situados na regido interna. As cadeias laterais dobram-se sobre si mesma neste tipo de
ambiente. A variedade de grupos na cadeia lateral permite que as proteinas atuem eventualmente
como catalisadores acidos, basicos, nucleofilicos ou eletrofilicos. A conformagao tridimensional

, , . ~ ey o 47
de uma proteina ¢ o resultado da interagcdo de todas as forgas estabilizadoras ndo-covalentes.
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As ligacdes ndo covalentes fundamentais sdo as interagdes eletrostaticas, as ligacdes de
hidrogénio e as interagdes de van der Waals. O carater direcional das ligacdes de hidrogénio entre
a enzima e o substrato reforca um alto grau de especificidade.*”*®

O substrato liga-se, geralmente por ligagdes nao-covalentes, a uma pequena por¢ao da
enzima conhecida como sitio ativo, frequentemente situada em uma fenda ou bolso da superficie
da proteina e que ¢ constituida por certos aminoacidos essenciais para a atividade enzimatica.
Assim forma-se um complexo, que conduz a formacao das espécies do estado de transi¢do, as
quais podem, entdo, formar o produto. A reagdo catalisada ocorre no sitio ativo e, usualmente,
em varias etapas. A primeira etapa ¢ a ligagdo do substrato a enzima, a qual ocorre devido a
interacOes altamente especificas entre o substrato e as cadeias laterais dos aminoacidos que
constituem o sitio ativo. Dois modelos importantes foram desenvolvidos para descrever o
processo de ligagao. O primeiro deles, o modelo chave-fechadura, assume um alto grau de
similaridade entre a forma do substrato e a geometria do sitio de ligagao na enzima. O substrato
liga-se a um sitio cuja forma complementa sua propria forma, como uma chave na fechadura.
Esse modelo, ¢ nos dias de hoje, de interesse principalmente histérico, uma vez que nao leva em
conta uma propriedade importante das proteinas, ou seja, sua flexibilidade conformacional. O
segundo modelo leva em conta o fato de as proteinas terem uma flexibilidade tridimensional. De
acordo com o modelo do encaixe induzido, a ligacdo do substrato induz uma mudanca
conformacional na enzima, o que resulta em um encaixe complementar ao substrato, uma vez que
ele esta ligado. O sitio de ligacdo tem uma forma tridimensional diferente antes da ligacao ao
substrato.'**’

Apos a ligacao do substrato e a formacao subseqiiente do estado de transi¢do, as ligacdes
sdo rearranjadas. No estado de transicdo, o substrato esta ligado proximo aos dtomos com os
quais ira reagir. Além disso, o substrato ¢ direcionado para a orientacdo correta em relacao a tais
atomos. Ambos os efeitos, a proximidade e a orientagdo, aceleram a reacdo. Enquanto algumas
ligacdes sao quebradas e novas ligagdes sao formadas, o substrato ¢ transformado em produto. O
produto ¢, entdo, liberado da enzima, e ela pode catalisar a reacdo de mais um substrato para
formar mais produto. Cada enzima tem seu proprio e unico mecanismo de catalise — o que nao ¢
surpreendente, visto a grande especificidade das enzimas.'*'®

O mecanismo completo de uma reagdo pode ser razoavelmente complexo, mas as partes

individuais de um mecanismo global podem ser razoavelmente simples. Conceitos como ataque
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nucleofilico e catédlise acida geralmente permeiam as discussdes sobre as reagdes enzimaticas. O
conceito geral de catalise acido-base depende da doacdo e da captagdo de protons por
grupamentos da cadeia lateral de aminoacidos como o imidazol, a hidroxila, a carboxila, a
sulfidrila, o amino e o fenol; todos esses grupos funcionais podem agir como acidos ou bases. A
doagdo e a captagdao de préotons permite a quebra e a reformagdo de ligagcdes que constituem a
reacdo enzimatica.'*'®

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) reconhece a
existéncia e/ou descoberta de 3.000 diferentes enzimas.*®

A TUBMB adotou um sistema de classificagdo funcional, no qual as enzimas sao
classificadas com base no tipo de rea¢io que catalisam.*®*’ Elas foram divididas em seis classes
principais e varias subclasses: as Oxirredutases realizam oxidagdes e reducdes; as Transferases
fazem a transferéncia de um grupo entre substratos; as Hidrolases catalisam hidrolises; as Liases

realizam a eliminacdo de moléculas pequenas; as Isomerases promovem isomerizagdes; € as

Ligases produzem a ligacao de duas ou mais moléculas (Tabela 3).

Tabela 3. Sistema de classifica¢ao funcional das enzimas.

Classe de Algumas Tipos de Reacdes Catalisadas
Enzimas Subclasses
Oxidoredutases Desidrogenases Formagao de ligacdo dupla por elimina¢do de H,
Oxidases Oxidagao
Redutases Reducdo
Transferases Quinase Transferéncia de um grupo fosfato
Transaminase Transferéncia de um grupo amino
Hidrolases Lipases Hidrdlise de um grupo éster
Nucleases Hidrélise de um grupo fosfato
Proteases Hidrélise de um grupo amido
Liases Descarboxilases Eliminag¢édo de CO,
Desidrases Eliminag¢do de H,O
Isomerases Epimerases Isomerizagdo de um centro estereogénico
Ligases Carboxilases Adigdo de CO,
Sintetases Formagao ¢ clivagem de ligagdes C-O, C-S, C-N,
C-C.
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As hidrolases (proteases, carboidrases e lipases) respondem por mais de 95% da producao
total de enzimas técnicas. Enquanto as proteases correspondem a 60-70% do mercado técnico, as
carboidrases respondem por 25% e as lipases por um escasso 5-10%.

Comparada com as outras hidrolases, as lipases apresentam uma versatilidade
extremamente elevada, no que diz respeito a vasta especificidade de substratos e as diversas
reacdes que catalisam, e esta situacdo surpreendente precisa ser enaltecida.”

As lipases estdo presentes em diversos organismos, onde se incluem animais, plantas,
fungos e bactérias. Em seu ambiente natural, as enzimas possuem a func¢ao de catalisar a hidrolise
de triglicerideos aos acidos graxos correspondentes e ao glicerol. Conforme a procedéncia, as
lipases podem ter massa molecular variando entre 20 a 75 kDa. Possuem atividade em
temperaturas que variam desde a ambiente até os 70 °C ¢ em pH na faixa entre 4 a 9. Estas
enzimas ndo requerem a presenca de co-fatores.>!

As semelhangas entre as seqiiéncias de aminoacidos das lipases, geralmente, estdo
limitadas a curtas extensdes localizadas ao redor do sitio ativo. O sitio ativo destas enzimas ¢
caracterizado geralmente por uma triade catalitica constituida pelos residuos de aminoacidos
SERINA, HISTIDINA e ASPARTATO, crucial para a realizacao de todas as reacdes catalisadas
por lipases, sendo portanto, classificadas como serino hidrolases.”’ Apesar das enzimas
possuirem centenas de aminoacidos, apenas alguns deles sdo diretamente responsaveis pela
catalise. Porém, residuos vizinhos podem contribuir para a estabilizagdo de estados
intermediarios e desta forma auxiliar na catalise."’

As lipases sdo responsaveis primeiramente pela hidrolise de glicerideos. Entretanto,
outros ésteres de elevado e baixa massa molecular, tiol ésteres, amidas, etc. sdo aceitos como
substrato por este grupo de enzimas.”

As principais reagoes catalisadas por lipases podem ser classificadas como:

Hidroélise:  RCOOR’ + H,O «RCOOH + R'OH

= Esterificacido: RCOOH + R'OH «<RCOOR' + H,0O

» Interesterificacio: RCOOR’+ R"COOR*<RCOOR*+ R"COOR'’

= Alcodlise: RCOOR’'+ R"OH <RCOOR"” + R'OH

= Aciddlise: RCOOR’ + R"COOH = R"COOR' + RCOOH

As trés ultimas reagdes sdo agrupadas frequentemente em um unico termo, chamado,

transesterificacao.
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Muitos processos de importancia industrial sdo realizados através de metodologias
quimicas. A maioria dos processos, nos quais as lipases tem potencial aplicacdo, envolvem a
modificacdo e/ou a derivatizacdo de gorduras, 6leos e substancias relacionadas, usando
procedimentos quimicos classicos.””

Por exemplo, a producao de triglicerideos de cadeia média pela esterificagdo de acido
com glicerol em altas temperaturas e pressdes na presenca ou ndo de um catalisador inorganico.
Um outro processo importante ¢ a hidrélise dos 6leos vegetais, tais como o 6leo oliva ou de coco,
para produzir acidos graxos e glicerol. Nesses processos, assim como na producao de biodiesel
via quimica, sdo utilizadas temperaturas extremas, meios reacionais corrosivos € muitas vezes
pressdes altissimas.”® J4 na catalise enzimatica ndo ha corrosio dos equipamentos e grande parte
dos processos sdo realizados em pressao e temperaturas baixas, permitindo que os gastos de
energia sejam menores.

Entdo o processo enzimatico ¢ uma 6tima metodologia para a produgdo de biodiesel pois
ndo ha corrosao dos equipamentos, o gasto de energia ¢ reduzido, o custo no tratamento de
residuos ¢ mais baixo e além disso, raramente ocorrem reagdes colaterais que levam ao
desperdicio (devido a formacgao de produtos secundarios).

Atualmente, o processo de producdo comercial de biodiesel ¢ fundamentalmente realizado
por via quimica, mas o processo enzimatico tem despertado grande interesse da comunidade
cientifica visto que uma grande quantidade de trabalhos foram publicados nos ultimos 20 anos.

A catélise alcalina ¢ preferencialmente empregada, pois estes catalisadores ddo uma alta
conversdo em um curto tempo de reagdo. Entretanto estes processos possuem muitas
desvantagens que incluem a intensa energia envolvida, os acidos graxos e a agua interferem na
reacdo, a necessidade de eliminar o catalisador e a dificuldade de recuperar o glicerol. Estes
inconvenientes podem ser superados através da utilizagdo do processo enzimatico, o qual tem
atraido consideravel atengao por produzir produtos altamente puros, permitir a facil separagdao do
glicerol, possuir a opgao de ser realizado em meio aquoso ou nao e operar em condi¢des brandas
de temperatura e pressio.”>~? Porém o alto custo da enzima permanece sendo uma barreira para a
implementagio do processo enzimatico na industria.**>>
A produgdo de biodiesel ocorre através da reacdo de transesterificagdo catalisada por

. ) C o ~ . 52,54,55
lipases. As lipases mais utilizadas em trabalhos cientificos sdo Pseudomonas cepacia """,

42,56-58 59-61

41,54 : : :
Pseudomonas fluorescens™ ", Candida antarctica e Rhizopus oryzae
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Algumas enzimas sdo extremamente sensiveis quando em contato com alguns alcoois,
ocorrendo desativagio ou até mesmo desnaturacdo da enzima. Shimada e colaboradores®
verificaram a desativa¢ao da enzima pelo metanol e eliminaram o problema com a adi¢do do
metanol em 3 etapas. A adi¢do do metanol foi conduzida em etapas para manter o teor do
metanol a um nivel desejado para que ndo afetasse a enzima. Entretanto Ban e colaboradores®
acreditam que ocorre uma desativagao irreversivel, que pode ser devido a desnaturacao da enzima
por metanol. Chen ¢ Wu® sugeriram o uso de #-butanol e 2-butanol para regenerar a atividade
dessas enzimas. A enzima desativada foi lavada com estes solventes e sua atividade enzimatica
aumentou em 10 vezes quando comparada com a enzima ndo tratada. Conforme Kaieda e
colaboradores’™ a tolerdncia das enzimas com relacio ao metanol ¢ diferenciada. A lipase
Pseudomonas cepacia tem uma resisténcia ao metanol muito mais elevada do que a Rhizopus
oryzae ¢ a Candida antarctica, sendo de grande atrativo para a reagao de metanolise.

e . . . 41.64
Foi indicado nos artigos pesquisados

, que a enzima suportada ¢ sempre mais ativa
que a livre em condigdes reacionais comparaveis. A imobilizacdo de enzimas, que consiste no
confinamento das mesmas em um determinado material, tornam o sitio ativo das enzimas mais
efetivo devido a maior disponibilidade destes, pois cada molécula de enzima estd dispersa na
superficie do suporte. Goma-Doncescu e Legoy® relataram que o uso de enzimas imobilizadas
reduz o nimero de etapas de purificacao requeridas e que o processo de imobilizagdo das enzimas
¢ conhecido por aumentar a estabilidade térmica.

A atividade enzimatica ¢ também influenciada pelo glicerol. O problema ¢ causado pela
baixa solubilidade do glicerol no biodiesel. Um deposito de glicerol formado durante o processo
reveste o catalisador imobilizado ¢ com isso a atividade das enzimas ¢ reduzida. Royon e
colaboradores™ descobriram que quando utilizaram o #-butanol como solvente houve uma
progressao do processo enzimatico, pois este alcool solubiliza o glicerol.

Diversos estudos™®* relatam alcodlises de Oleos vegetais e gorduras animais com alcoois
primarios, secundarios ¢ de cadeia linear e ramificada usando lipases como catalisadores.
Contudo, o alcool mais utilizado para a producdo de ésteres alquilicos ¢ o metanol (MeOH).

Nelson e colaboradores®’, um dos primeiros a realizarem a alcodlise enzimatica de
triglicerideos com o objetivo de produzir biodiesel, investigaram a habilidade de varias lipases na

transesterificacdo de dleos vegetais e gorduras com diferentes alcoois usando n-hexano como

solvente. A lipase Mucor miehei foi a mais eficiente para converter triglicerideos em seus ésteres
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alquilicos com alcoois primarios e a Candida antarctica foi a mais eficiente para transesterificar
triglicerideos com alcoois secundarios originando ésteres alquilicos ramificados. Utilizando em
seus estudos a lipase Pseudomonas cepacia, Abigor e colaboradores®™ descobriram que a
conversao do 6leo de palma a ésteres alquilicos empregando o etanol, da origem a 72% de ésteres
etilicos, enquanto que com o metanol, somente 15% de ésteres metilicos foram obtidos.

Shimada e colaboradores® sintetizaram ésteres metilicos em um sistema livre de solvente
usando a lipase imobilizada Candida antarctica como catalisador, entretanto a velocidade de
reacdo diminuiu significativamente com o aumento do volume de agua. Os resultados de
Samukawa e colaboradores’’ mostraram que a impregnagdo de oleato de metila e 6leo de soja no
suporte da enzima por pré-incubagdo foi efetivo no aumento da velocidade da reagdao de
metanolise. No entanto, com ambas as lipases a nao tratada e a pré-incubada, a velocidade da
reacdo diminuiu com o aumento no volume de agua. O efeito da porcentagem de agua no meio
reacional na producdo de biodiesel, foi analisado por Shah e colaboradores®. A descricdo geral
da situacao ¢ que menos do que uma monocamada de agua € necessaria para a enzima mostrar
atividade biologica. Quando a quantidade de agua aumenta, aumenta a flexibilidade da enzima e
a atividade. Porém, depois de uma quantidade 6tima de agua as reac¢des hidroliticas tornam-se
significativas, sendo esperada entdo, uma redu¢ao no rendimento da reacao de transesterificagao.

Kaieda e colaboradores® estudaram a producio de biodiesel através da metandlise do
0leo de soja, catalisada pela lipase Rhizopus oryzae em sistemas contendo agua e livres de
solvente organico. Este procedimento atingiu uma conversdo de 80-90% de ésteres metilicos
depois de 70 horas de reacdo quando o metanol foi adicionado em etapas e 4-30% de 4gua estava
presente. No mecanismo desta reacdo, os triglicerideos e glicerideos parciais sdo primeiro
hidrolisados pela lipase a glicerideos parciais e acidos graxos, respectivamente, € entao os acidos
graxos produzidos sdo esterificados com metanol dando origem aos ésteres metilicos (biodiesel).
Em trabalho posterior’*, analisaram a metanolise do 6leo de soja com diversas lipases, nos
mesmos sistemas. Foram comparadas as reagdes de transesterificagdo, esterificagdao e hidrdlise.
As velocidades de reagdo catalisadas pelas lipases Pseudomonas cepacia e Candida rugosa
foram semelhantes, onde a velocidade inicial de cada reacdo foi alta. Porém, inicialmente a
reacdo de hidrodlise foi mais rapida do que as outras duas reagdes. Estas caracteristicas de reagao
sao similares aquelas da lipase Rhizopus oryzae relatadas anteriormente, concordando com o

mecanismo proposto.
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Na produgao de biodiesel por esterificacdo do 4cido butirico com metanol, Al-Zuhair e
colaboradores®’ realizaram testes com a lipase Mucor miehei em sistemas com diferentes
quantidades de agua e os resultados mostraram que a enzima foi mais eficiente em altas
concentragdes de agua.

Os rendimentos e os tempos de conversao das reagdes de transesterificagdo vém sendo
aperfeicoados. Hama e colaboradores®’ encontraram um rendimento de 75,5% em 29 horas
usando a lipase imobilizada Rhizopus oryzae em um sistema pré-emulsionado por ultrassom. Ja
Iso e colaboradores’’ usaram a lipase imobilizada Pseudomonas fluorescens ¢ o alcool 1-
propanol como agente de transesterificagao obtendo a conversao dos ésteres alquilicos proximas
de 100% depois de 10 horas de reacdo. No estudo de produg¢do de biodiesel, Shiech e
colaboradores® obtiveram as melhores condi¢des de sintese com um tempo reacional de 6,3
horas e conversdo de 92,2% do 6leo de soja em ésteres metilicos utilizando a lipase Rhizomucor
miehei num sistema com n-hexano.

Recentemente, uma nova classe de compostos, os liquidos i6nicos, vém sendo
empregados, com grande sucesso, como solventes em reagdes e processos de extragao.

Biocatalise em liquidos i6nicos foi primeiramente relatado em 2000.*° As reacdes
biocataliticas em liquidos i6nicos, quando comparadas com as reagdes em solventes organicos
comuns, mostram uma seletividade mais elevada, velocidades mais rapidas e maior estabilidade
da enzima. As enzimas cataliticamente ativas nao se dissolvem no liquido i6nico, mas mantém-se
suspensas como um pd. Quando elas sdo dissolvidas, tornam-se inativas. As enzimas sao
geralmente ativas nos liquidos i6nicos que contém os anions BF4", PF¢’, e NTf,, mas ndo nos que
contém os anions CI', NOjs’, CF3SO5’, trifluoroacetato ou acetato.”

Liquidos i6nicos sao usualmente definidos como uma classe especial de sais fundidos que
apresentam ponto de fusdo inferior a 100°C '° e permanecem liquidos dentro de uma janela
ampla de temperatura (< 300 °C)."!

Sais derivados do cation 1,3-dialquilimidazélio sdo uma das mais populares e
investigadas classes de liquidos i6nicos a temperatura ambiente. O cation 1 n-butil-3-
metilimidazolio (BMI) associado com anions de relativa coordenacdo fraca como
tetrafluoroborato (BFs'), hexafluorofosfato (PF¢), e bis-trifluorometanosulfonimidato (NTT;")

) ) e )
apresenta propriedades fisicas-quimicas Unicas e de grande atrativo’”, como:
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L] densidade elevada;

L] viscosidade relativamente baixa,

] baixa pressao de vapor;

L] ndo sdo inflamaveis;

] possuem alta estabilidade térmica e quimica,

] sao liquidos sobre uma ampla escala de temperaturas (abaixo de - 80 °C).

Estes liquidos i6nicos podem ser considerados como fases polares. As suas propriedades
de solventes sao determinadas em grande parte pela habilidade do sal em atuar como doador e/ou
receptor em ligacdes de hidrogénio e também pelo grau de localizagdo das cargas nos anions.
Geralmente, os liquidos i0nicos baseados no cation 1,3-dialquilimidazolio sdo solventes
extremamente ordenados através de ligacdes de hidrogénio.”

As caracteristicas estruturais apresentadas pelos liquidos i6nicos imidazdlio sdo tUnicas.
Estudos de raio-x, revelaram que os sais de 1,3-dialquilimidazolio tém uma tipica tendéncia para
formar redes prolongadas de cations e de anions, conectadas através de ligagdes de hidrogénio. A
unidade monomeérica € sempre constituida por um cation imidazdélio rodeado por pelo menos trés
anions e por sua vez, cada anion ¢ rodeado por pelo menos trés cations imidazélio. O arranjo
tridimensional desses liquidos i0nicos ¢ geralmente formado através de cadeias de anéis
imidazolio. Estes sistemas altamente estruturados, sao descritos como estruturas poliméricas do
tipo  {[(DADx(X)x-n)|n+[(DADx-n(X)x)]n-}n onde DAI representa o cation 1,3-
dialquilimidazélio e X o anion. Este padrao estrutural apresenta uma notavel auto-organizagao na
fase solida, liquida e at¢ mesmo na fase gasosa. Estas estruturas também sao mantidas quando
estes compostos sao dissolvidos em solventes com moderada ou baixa polaridade. Este
comportamento caracteriza estes sais como estruturas supramoleculares.10’74

Devido a ampla quantidade de combinagdes cation-anion possiveis, estes possuem a
habilidade de dissolver uma variedade de substancias diferentes incluindo compostos organicos
polares e apolares, inorganicos e poliméricos.”"

A solubilidade da agua em liquidos i6nicos varia imprevisivelmente. Por exemplo,
embora BMI-BF4, BMI-PF¢, e BMI'NTf, sejam similares na escala da polaridade, o primeiro ¢
completamente soluvel em agua enquanto os dois ultimos sdo ligeiramente soluveis na agua

(0.13% v/v e 1.4% v/v, respectivamente).”' Em alguns casos a 4gua, mesmo em poucas

quantidades, pode hidrolisar anions de liquidos i0nicos derivados do cation 1,3-
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dialquilimidazélio, como PF¢ e formar 4cido fluoridrico (HF) o qual apesar de ser um acido fraco
¢ extremamente tOXico e corrosivo.”"°

As caracteristicas diferenciadas dos liquidos i6nicos os tornam uma excelente alternativa
aos solventes tradicionais.

Uma caracteristica especial ¢ a grande variacao de suas propriedades fisico-quimicas tanto
em funcdo da natureza do anion presente quanto dos substituintes alquila do anel imidazolio.
Sendo assim uma vantagem 6bvia de se usar liquidos i6nicos ao invés de solventes organicos
normais ¢ que as propriedades como, polaridade, hidrofobicidade, viscosidade, miscibilidade do
solvente, entre outras caracteristicas, podem ser moduladas com a combinagao adequada do anion
e dos substituintes alquila sobre o cation. Isto € importante, porque manipulando-se as
propriedades, pode-se sintetizar um liquido i6nico para condi¢des especificas de reagdo.”’

O enorme sucesso dos liquidos i6nicos deve-se a sua grande versatilidade e por isso estes
tém sido utilizados em varios dominios cientificos, tais como a sintese organica, catalise
enzimatica, alquilagdes e acilagcdes de Friedel-Crafts, cicloadigdes de Diels-Alder, substitui¢des
aromaticas nucleofilicas, espectroscopia, electroquimica, nanomateriais, polimeriza¢des, em
extragdes e em processos da separagio.”®

Os liquidos i6nicos t€ém muitas vantagens sobre os solventes comuns, no entanto, sao
mais caros, € a chave para seu uso industrial sera sua eficiente recuperacao, isolamento do
produto e reutilizagdo.”

Os liquidos 16nicos vém emergindo como uma nova classe de solventes “verdes”, que tem
como principal objetivo a redugdo do impacto ambiental dos processos quimicos.’”’ Devido suas
muitas propriedades fascinantes, sdo de interesse fundamental a todos os quimicos.”

A produgdo quimica gera inumeros inconvenientes, como a formagdo de subprodutos
toxicos e a contaminagdo do ambiente. A preocupagdo com estes inconvenientes pode ser
claramente observada pois, nos ultimos anos, cresce continuamente a pressao sobre as industrias
quimicas, tanto através da sociedade civil, como das autoridades governamentais, no sentido de
aprimorar o desenvolvimento de processos, que sejam cada vez menos prejudiciais a0 meio
ambiente. O questionamento global sobre os danos gerados no planeta nos revela a necessidade
de adotarmos uma nova conduta quimica. A quimica verde tem a preocupagdao do

) ) . .~ 8081
desenvolvimento de tecnologias e processos incapazes de causar poluicdo.” A filosofia da

Quimica Verde esta baseada em 12 principios que foram formulados por Anastas ¢ Warner em
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1998. Alguns dos principios formulados merecem destaque dentre os quais incluem: prevencgao,
economia de atomos, sinteses com compostos de menor toxicidade, eficiéncia energética, uso de

- - . ~ . 82
substincias renovaveis e quimica segura para a prevencao de acidentes.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. GERAL

Os 4lcoois, as enzimas e todos os produtos quimicos restantes foram comprados de fontes
comerciais (Amano, Acros ou Aldrich) e usados sem purificagdo adicional. Os liquidos i6nicos
foram preparados de acordo com procedimento descrito na literatura®.

As analises dos experimentos foram feitas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) e Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Para as andlises realizadas em CCD
utilizou-se placas cromatograficas em silica gel (Sigma-Aldrich). Os experimentos também foram
executados em um cromatégrafo liquido Shimadzu LC-20A Prominence equipado com um
detector de rede de fotodiodo SPD-M20A e um sistema de propulsdo de quatro solventes. Os
solventes foram filtrados com uso prévio de um filtro de 0.45 um Millipore e desgasificados. Os
volumes de injecdo de 10 uL e de taxa de fluxo de 1 mL/min foram usados em todos os
experimentos. Todas as amostras foram dissolvidas em 2-propanol-hexano (5:4, v/v). Todos os
solventes eram de classe HPLC e foram usados como obtidos, sem purificagdo adicional. As
analises podem ser realizadas utilizando-se uma coluna Shim-pack VP-ODS (tamanho da
particula 4.60um, 250 x 4.6 mm 1.D.), que foi obtida da Shimadzu ou uma coluna Ascentis C18
(tamanho da particula Sum, 15 cm x 4.6 mm I.D.), obtida da Sulpelco. A metodologia empregada
para os calculos das conversdes seguiram conforme os relatos do artigo de Holcapek e
colaboradores.** Método do HPLC para coluna Sulpelco: o reservatério A continha 4gua, o
reservatorio B continha acetonitrila e o reservatorio C continha 2-propanol-hexano (5:4, v/v). Um
gradiente ternario de 35 minutos com duas etapas lineares do gradiente foi empregado: 30 % de
A + 70 % de B em 0 minutos, 100 % de B em 10 minutos, 50 % de B + 50 % de C em 20
minutos, seguido pela eluigio isocratica com os 50 % de B + 50 % de C para os Gltimos 15 min™*.
Método do HPLC para coluna Shimadzu: o reservatério A continha agua, o reservatorio B
continha acetonitrila e o reservatorio C continha 2-propanol-hexano (5:4, v/v). Um gradiente
ternario de 35 minutos com duas etapas lineares do gradiente foi empregado: 30 % de A + 70 %
de B em 0 minutos, 100 % de B em 10 minutos, 50 % de B + 50 % de C em 20 minutos, seguido

pela eluigdo isocratica com os 50 % de B + 50 % de C para os ultimos 15 min®*.

28



3. Parte Experimental

3.2. SINTESE DO BIODIESEL

3.2.1. Selecao das enzimas

Em frascos com capacidade para 10 mL foi adicionado 0,2 g de lipase em 0,4 mL (1.36
mmol) de liquido i6nico. Apods a enzima ser suspensa no liquido i6nico, adicionou-se ao meio
reacional 0,250 g (0.28 mmol) de 6leo de soja e 6.8 mmol de alcool (0,4 mL de etanol e 0,27 mL
de metanol). A reagdo foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente durante 120 horas.
Muitas lipases foram testadas com os liquidos i6nicos; BMI-BF4, BMI-PFs e BMI-NTT;; € com os
alcoois metilico e etilico comercial. As enzimas foram selecionadas a partir da analise dos

experimentos por cromatografia em camada delgada.

3.2.2. Quantidade de Reagentes

Foram realizados testes para identificar a propor¢ao de reagentes que gerasse o melhor
resultado. Os experimentos foram realizados variando-se as quantidades de reagentes utilizando a
lipase Pseudomonas cepacia, o liquido i6nico BMI-NTf,, dlcool (etanol e metanol) e dleo de soja.
O procedimento reacional com melhor desempenho estd descrito a seguir. Em um baldao de 50
mL foi adicionado 0,6 g de lipase em 8.2 mmol (2,4 mL) de liquido i6nico. Apos a enzima ser
suspensa no liquido i6nico, adicionou-se ao meio reacional 3.4 mmol (3g) de 6leo de soja e 41.2
mmol de alcool (2,4 mL de etanol ou 1,67 mL de metanol) e manteve-se o sistema sob agitagao a
temperatura ambiente. O monitoramento foi realizado por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (HPLC).

3.2.3. Influéncia da temperatura

Foram realizados testes para verificar o comportamento do melhor resultado encontrado
por cromatografia em camada delgada, a lipase Pseudomonas cepacia, o liquido id6nico

BMI-NTY, e etanol em 6leo de soja, frente a mudangas de temperatura. Os experimentos foram
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realizados variando a temperatura da reacdo em 20, 30, 40, 50 ¢ 60 °C. O procedimento
reacional foi realizado exatamente como o descrito no item 3.2.2. O monitoramento foi realizado
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) através da retirada de aliquotas com 2, 4,
6, 8, 24, 48 ¢ 72 horas de reacdo. Verificou-se o melhor resultado com um sistema reacional a

temperatura de 30°C.

3.2.4. Influéncia da quantidade de 4gua nos alcoois

Foram realizados testes para verificar a melhor concentragdo de agua em Metanol e
Etanol. Os experimentos foram realizados com o melhor resultado encontrado por cromatografia
em camada delgada: a lipase Pseudomonas cepacia e o liquido i6nico BMI-NTf, em 6leo de soja.
As concentragdes de etanol e metanol utilizadas foram: 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% e
absoluto. O procedimento reacional foi realizado exatamente como o descrito no item 3.2.2. O
monitoramento foi realizado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) através da
retirada de aliquotas com 2, 4, 6, 8, 24, 48 ¢ 72 horas de reagdo. As concentragdes de etanol 85%

e metanol 90% foram as que obtiveram os melhores resultados.

3.2.5. Melhor resultado em maior escala

Em um baldo de 250 mL foi adicionado 6 g da lipase Pseudomonas cepacia PS em 24 mL
(82 mmol) do liquido i6nico BMI-NTf,. Apdés a enzima ser suspensa no liquido idnico,
adicionou-se ao meio reacional 30g (34 mmol) de 6leo de soja e 350 mmol (24 mL) de alcool
etilico 85% ou 370 mmol (16,7 mL) de 4lcool metilico 90%, e um sistema bifasico foi observado.
A reacdo foi mantida sob agitacdo a temperatura de 30°C e monitorada com a retirada de
aliquotas que foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Depois de
transcorridas as 24 horas de reagdo, o sistema foi deixado em repouso para separar as fases, no
qual a fase inferior continha a lipase suspensa no liquido idnico e a fase superior continha o
biodiesel. Apds a decantacdo, a fase superior foi removida e filtrada para a retirada de algumas
particulas de enzimas. O biodiesel foi obtido com rendimento de 95 % (96 % de conversdo por

HPLC) para a reacdo com dalcool etilico 85% e com rendimento de 95 % (95% de conversao por
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HPLC) para a reagdo com alcool metilico 90%. O sistema liquido i6nico/enzima foi reutilizado
por pelo menos 4 vezes sem nenhuma perda significativa de atividade e seletividade catalitica.
Depois deste periodo foi necessario remover a enzima do liquido i6nico por filtragao e lavar com
agua para recuperar o catalisador que foi reincorporado em um novo meio reacional. O liquido
ionico que ainda contém o glicerol foi lavado com agua para separar o glicerol que foi isolado
com pureza elevada. O liquido i6nico recuperado foi reutilizado depois de secar sob pressao

reduzida.

3.2.6. Enzima mais eficiente

As enzimas selecionadas anteriormente foram testadas com a melhor concentragao de
agua para cada alcool. O procedimento reacional foi realizado exatamente como o descrito no
item 3.2.2. O monitoramento foi realizado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
através da retirada de aliquotas com 2, 4, 6, 8, 24, 48 ¢ 72 horas de reagdo. A enzima mais eficaz

foi a lipase Pseudomonas cepacia (PSC-I).

3.3.4. Solubilidade do glicerol

A fim de verificar a solubilidade do glicerol no liquido i6nico (BMI-NTf;), em um baldo
de 50 mL com 2,4 mL (3,43 g - 8.2 mmol) de liquido i6nico foi adicionado glicerol gota a gota.
A mistura foi submetida a agitacdo magnética vigorosa a temperatura de 30°C, até resultar na
separacao de fases. A solubilidade do glicerol no sistema liquido i6nico/alcool foi medida da
mesma forma, sendo adicionado ao liquido i6nico 35 mmol de etanol ou 37 mmol de metanol. O
resultado da solubilidade do glicerol no liquido i6nico puro foi < 1% em massa, entretanto na

mistura do liquido id6nico com alcool (relagao 1/5 mol %) alcangou 15% em massa.

3.3.5. Influéncia dos Liquidos Ionicos

Foram realizados testes com o sistema reacional de melhor desempenho (lipase

Pseudomonas cepacia PSC-I, etanol 85 % e 6leo de soja) com outros liquidos i6nicos. Os
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experimentos foram realizados variando-se os liquidos i6nicos a fim de verificar a influéncia dos
mesmos no processo. Em um baldao de 50 mL foi adicionado 0,6 g de lipase em 8.2 mmol de
liquido 16nico. Apds a enzima ser suspensa no liquido idnico, adicionou-se ao meio reacional 3g
(3.4 mmol) de 6leo de soja e 2,4 mL (35 mmol) de etanol 85% e manteve-se a agitagdo. O

monitoramento foi realizado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

3.3.6. Reacio de Esterificacao

Foi realizado um experimento para verificar a ocorréncia da reagdo de esterificacdo no
sistema de melhor desempenho. Em um baldo de 50 mL foi adicionado 0,6 g da lipase
Pseudomonas cepacia PSC-1 em 2,4 mL do liquido i6nico BMI'NTf,. Apos a enzima ser
suspensa no liquido i6nico, adicionou-se ao meio reacional 3g de acidos graxos do 6leo de soja
(palmitico, estearico, oléico, linol€ico e linolénico) e 2,4 mL de etanol 85% e manteve-se o
sistema sob agitacdo a temperatura de 30°C. Apds 8 horas de reagdo verificamos, através de
analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), uma conversdo de 87% de acidos

graxos em ésteres etilicos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de desenvolver um sistema catalitico enzimdatico suspenso em liquidos
i0nicos para a produgdo de biodiesel através da reacdo de transesterificacdo de oOleos vegetais
com alcoois, realizou-se primeiramente experimentos para verificar o potencial catalitico das
lipases disponiveis. As lipases foram selecionadas através da analise dos experimentos por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD)®. No monitoramento das reagdes de transesterificagdo
por CCD utilizou-se como fase movel hexano, acetato de etila e acido acético nas proporcoes
90:10:1 (v/v).”’ Esta mistura de solventes permitiu evidenciar a formagio dos ésteres alquilicos.
A placa cromatografica foi revelada com vapor de iodo, onde a mancha dos ésteres foi
visivelmente detectada. Abaixo, a Tabela 4 mostra os valores dos Rfs e na Figura 10 pode-se

visualizar as manchas dos compostos.

Tabela 4. Valores de Rfs - Biodiesel e 6leo de soja.

Composto Rfs

Esteres Alquilicos | 0.72

Triglicerideos 0.55

. “ —®»| Esteres alauilicos

Trielicerideos 4—‘ -

s ¥

Eg-E S §

P11 723

Figura 10. Placa cromatografica de reacdes com etanol onde P (6leo de soja), 1 (Enzima PS),
2 (Enzima PSD-I) e 3 (Enzima PSC-II).
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Esta técnica, mostrou-se util, rapida e eficiente para comprovar a ocorréncia da alcoolise
do oleo de soja. As lipases que obtiveram um minimo de conversdo nas reagdes avaliadas foram
escolhidas para posteriores testes: Candida rugosa, Pseudomonas cepacia PS, Pseudomonas
cepacia PSC-1, Pseudomonas cepacia PSC-11, Pseudomonas cepacia PSD-1, Rhizophus niveus,
Pseudomonas fluorescens, Penicillium camembertii, Aspergillus niger, Penicillium roqueforti,
Candida antarctica, lipase do pancreas do porco, Rhizomucor miehei ¢ lipase de vitelo (lingua e
glandulas salivarias).

Nos testes iniciais, a lipase Pseudomonas cepacia foi a enzima mais eficaz € o uso de
BMI'NTf, em metanol comercial deu as melhores conversdes do dleo vegetal em ésteres
metilicos nos resultados analisados por CCD.

As reagoes executadas usando os liquidos i6nicos BMI-BF4 e BMI-PF¢ deram conversdes
similares aquelas obtidas em BMI-NTT,. Entretanto, BMI-NTT, ¢ a melhor escolha pois BMI-BF4
¢ hidrofilico® e assim a separacio do glicerol seria mais dificil e BMI'PFs, que na presenca de
uma minima quantidade de dgua pode hidrolisar o anion e gerar acido fluoridrico (HF), um acido
fraco mas extremamente txico e corrosivo’ .

Depois de utilizarmos o método de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), passamos
a analisar os experimentos a partir de outra técnica cromatografica, a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC). Esta técnica tem a capacidade de realizar analises quantitativas de uma
grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de tempo de
poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade. Examinou-se entdo, a
transesterificacdo do 6leo de soja variando a quantidade de reagentes e obteve-se a melhor
conversdao com uma fragdo molar alcool/6leo de 12:1, numa relacdo de 5/1 de alcool/liquido
i6nico com 20 % (p/p) de enzima. Apos identificagdo do melhor procedimento reacional, foram
realizados experimentos variando a temperatura da reagdo (20 - 60 °C). A melhor condigdo de
temperatura foi a 30°C.

Os testes realizados em HPLC, nos mostram claramente a regido contendo os acidos
graxos livres (AGL), os monoglicerideos (MG), os diglicerideos (DG), os triglicerideos (TG) e os
¢ésteres alquilicos (EA). Na Figura 11 abaixo, contendo um cromatograma, ¢ possivel visualizar a
regido especifica de cada um dos compostos citados anteriormente. Evidentemente, alterando-se
o alcool (agente de transesterificagao) utilizado na producao de biodiesel, a regido onde aparecem

os ésteres podera sofrer um leve deslocamento.
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Figura 11. Cromatograma explicativo com as regides dos compostos identificados.

Dados da literatura relatam que a quantidade de 4gua presente no meio reacional
enzimatico influencia fortemente a velocidade da reagdo. Biocatalises em liquidos i6nicos
mostraram que a hidratagdo da enzima parece ter papel fundamental na estrutura e funcao da
enzima nesse ambiente, entdo experimentos com diferentes concentracdes de agua nos alcoois
foram realizados, pois a utiliza¢ao de alcoois hidratados, como o etanol, tem um valor econdomico
importante para o processo de produgdo. Os experimentos foram analisados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)* e acompanhados através da retirada de aliquotas com 2, 4,
6, 8, 24, 48 e 72 horas de reagdo. As reagdes executadas na auséncia de dgua forneceram
velocidades mais baixas de reacdo do que aquelas executadas com os alcoois hidratados. A

. 41,57,62
literatura™ ="

, relata que a velocidade da reagdo diminui com o aumento no volume de agua,
mas de acordo com os dados coletados, a adi¢cdo da 4gua se fez necessaria para melhorar a
velocidade da reagdo. A adi¢do de 10 v% de 4gua deu os melhores resultados para o metanol (95
% da conversdo, 48 h) e a adicdo de 15 v% de 4gua para o etanol (96 % conversdo, 30 h),

conforme mostram as Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5. Produtos e conversdes (por HPLC) obtidos da reacdao de transesterificagao do 6leo de
soja por Pseudomonas cepacia com alcool etilico em BMI-NTT, a temperatura de 30 °C.

Reacdo EtOH:H,O t (h) Acidos Mono Di Tri Biodiesel

(%) (%) (%) (%) (%)
1 70:30 30 10.5 0 0 0 89.5
2 75:25 30 9.7 0 0 0 90.3
3 80:20 30 11.0 0 0 0 89.0
4 85:15 30 24 0.7 0.9 0 96.0
5 90:10 30 7.4 2.9 4.0 0 85.7
6 95:5 30 5.8 15.5 4.4 0 74.3
7 100:0 30 0.9 15.9 14.1 33.3 35.8

a) 4dcidos graxos b) mono, di e triglicerideos.

Quando avaliamos os cromatogramas das reagdes com etanol 70 %, 75 % e 80 %,
verificamos que as quantidades de biodiesel e de acidos graxos formadas durante o processo
mantém-se estaveis nas entradas 1 e 2 (Tabela 5) a partir de 24 horas reacionais, isto ¢, ndo ha
mudangas significativas nas conversoes da reagdo. Ja na entrada 3 isto s6 € verificado a partir de
30 horas de reagdo. Nota-se que ha uma alta quantidade 4cidos graxos nestas reacdes. O alto
volume de 4gua contido nestas reagdes pode provavelmente ser o responsavel por este
comportamento. Shah e colaboradores®® descobriram que a quantidade de 4gua presente no meio
reacional influencia na biocatélise. Foi constatado que a partir de uma quantidade 6tima de agua
(entrada 4) as reagdes de hidrdlise tornam-se mais efetivas, levando a uma leve redug¢do na
velocidade das reacdes de transesterificagao.

Na Tabela 5 verificamos que ao diminuirmos a concentragao de agua nos alcoois ha um
decréscimo na conversdo do dleo de soja em biodiesel, exatamente o inverso ¢ apresentado na
literatura, onde a catalise enzimatica ¢ realizada sem a presenca de liquidos i6nicos. O aumento
na quantidade de agua no meio reacional, reflete num aumento na velocidade de

transesterificacao e hidrolise dos triglicerideos, sendo esta situa¢ao confirmada pelas entradas 1,
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2 e 3 da Tabela 5, onde nao ¢ verificada a formacao de monoglicerideos, diglicerideos e nem de
triglicerideos. Além disso, podemos verificar através de nossos resultados que a atividade da
enzima ¢ maximizada num nivel especifico de hidratacdo (entrada 4 da Tabela 5), um ponto de
significante importdncia que também foi relatado por Micaélo e colaboradores®’. Este
comportamento enzimatico foi observado por outros autores, tanto em liquidos i6nicos como em
solventes organicos convencionais, deixando claro que assim como em solventes organicos
convencionais, a hidratacao da enzima parece ter um papel fundamental na estrutura e fungao das
enzimas em liquidos i6nicos.*”*® A relacdo da 4gua em ambientes contendo enzimas e liquidos
ionicos pode ser explicada pela manutencao da conformagdo enzimatica. Existe uma tendéncia
dos liquidos i6nicos em retirar a agua essencial das enzimas, que estd acompanhada com o
aumento de sua hidrofilia. Sendo assim, quanto mais hidrofilico for o liquido i6nico, maior a
quantidade de 4gua necessaria para manter a conformacio ativa da enzima®’. Os liquidos i6nicos
hidrofilicos podem dissociar as ligagdes de hidrogénio que mantém a integridade estrutural das
enzimas causando uma desnaturagdo total ou parcial da enzima’. O meio reacional sendo mais
hidrofobico, permite a preservacao das moléculas de dgua essencial que cercam a estrutura das
enzimas, desse modo reduzem o contato direto ion-enzima e aumentam a estabilidade destas com
respeito a desnaturagdo’ .

Em sistemas reacionais utilizando o etanol como agente transesterificante Nelson e
colaboradores* encontraram uma conversio de 13,7 % utilizando a lipase Pseudomonas cepacia
apos 8h de reacgdo, j4 em nossos experimentos, onde utilizamos como meio reacional os liquidos
10nicos, todas as entradas, com exce¢do da entrada 7 (0% de agua), possuem conversdes maiores
que 13,7% a partir de 6 horas de reagao. O melhor resultado encontrado na Tabela 5, a entrada 4,

pode ser visualizado no cromatograma mostrado na Figura 12.

37



4. Resultados e Discussdo

mAU

Det.A Ch1

3000

2000

1000

10 20 30 40
min

Figura 12. Cromatograma — Reacdo EtOH 85%

Tabela 6. Produtos e conversdes (por HPLC) obtidos da reacdao de transesterificagao do 6leo de
soja por Pseudomonas cepacia com alcool metilico em BMI-NTT, a temperatura de 30 °C.

Reacdo MeOH:H,0 t (h) Acidos Mono Di Tri Biodiesel

(%) (%) (%) (%) (%)
1 70:30 48 6.1 0 0 0 93.9
2 75:25 48 4.0 7.5 9.5 0 79.0
3 80:20 48 4.7 24 3.8 0 89.1
4 85:15 48 4.2 2.0 3.0 0 90.8
5 90:10 48 2.8 0.5 1.7 0 95.0
6 95:5 48 1.1 8.1 3.2 0 87.6
7 100:0 48 0.5 5.8 6.1 48.4 39.1

a) 4dcidos graxos b) mono, di e triglicerideos.
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Samukawa e colaboradores”’, assim como Shimada e colaboradoreséz, observaram que o
aumento da quantidade de &dgua no meio reacional, reflete num decréscimo na velocidade da
metandlise do oleo de soja em sistemas sem a presenca de liquidos idnicos. Ao aumentar a
quantidade de agua, as reagdes hidroliticas aumentam significativamente, reduzindo a velocidade
da reagao de transesterificagao. Porém, lipases também catalisam reagdes de esterificacao e o que
evidenciamos na Tabela 6 ¢ que as reagoes de hidrdlise, esterificagdo e transesterificagdo ocorrem
paralelamente, pois ocorre justamente o contrario do que € analisado pelos pesquisadores.

Uma insignificante quantidade de agua pode provavelmente ser responsavel por uma
desativacdo da lipase pelo etanol e metanol*®. A lipase Pseudomonas cepacia tem uma forte
resisténcia a estes alcoois, no entanto a presenga de dgua ajuda na prevencdo da desnaturacdo
enzimatica. Nas entradas 5 e 6 (Tabelas 5), assim como na entrada 6 (Tabela 6) verifica-se um
decréscimo na conversao de ésteres alquilicos, isto ¢ uma diminui¢do da atividade enzimatica
pela redugdo do volume de 4gua. Mas verificamos na entrada 7 (Tabelas 5 e 6), que mesmo sem a
presenca de agua na reagdo hd uma baixa conversdao de ésteres etilicos e metilicos. Este
comportamento pode estar provavelmente ligado ao fato das enzimas serem mais estaveis em
liquidos i6nicos. A alta estabilidade das enzimas estd relacionada possivelmente com as
interacdes i6nicas formadas entre esta € os anions ou cations dos liquidos 16nicos.

Kaieda e colaboradores™ encontraram uma conversio de 80% do 6leo de soja em ésteres
metilicos com 90 horas de reagao, utilizando como catalisador a lipase Pseudomonas cepacia. Na
Tabela 6, com exce¢do da entrada 7, todos os outros resultados sao melhores ou proximos ao
resultado alcancado por Kaieda, sendo que as reagdes sdao realizadas em um pouco mais da
metade do tempo reacional racionalizado pelo pesquisador, isto €, 48 horas. Quando comparamos
nossos resultados com Kaieda, fica claro que a utilizagdao de liquido i6nico no meio reacional
melhora a atividade enzimatica.

O melhor resultado para a metandlise do 6leo de soja (entrada 5, Tabela 6) pode ser

visualizado no cromatograma mostrado na Figura 13.
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Figura 13. Cromatograma — Reagdo MeOH 90%.

Com os 6timos resultados obtidos utilizando-se alcoois hidratados num processo bastante
simplificado, o proéximo passo seria testar os sistemas em escalas industriais. Porém nao
obtivemos éxito com relacao a aquisi¢do de equipamentos com dimensdes excessivas para serem
usados nesses experimentos. Entdo, os sistemas cataliticos foram testados em escalas de 30 - 50
gramas e constatou-se ser possivel sua utilizacdo pois os sistemas produziram um biodiesel com
92 % de rendimento apds 35 horas para o etanol (com 15 % de 4gua) e com 90 % de rendimento
para o metanol (com 10 % de dgua) apos 50 horas reacionais.

Apoés encontrarmos a concentragdo de agua ideal para sistemas contendo diferentes
alcoois (metanol e etanol), realizou-se experimentos para a verificacdo da enzima mais eficiente
(Tabela 7) frente a estes sistemas, dos quais coletou-se amostras com 2, 4, 6, 8, 24, 48 ¢ 72 horas
de reacdo. Agora, contando com um método mais eficiente, o HPLC, as andlises mostrardo com

maior precisao qual a enzima obtera as melhores conversdes.
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Tabela 7. Produtos e conversdes (por HPLC) obtidos da reacdao de transesterificagao do 6leo de

soja por lipases com alcool etilico e metilico em BMI-NTT; a temperatura de 30 °C.

Reacdo Lipase Alcool t (h) Acidos Mono Di Tri Biodiesel
(%) (%) (%) (%) (%)
1 PSC-1 EtOH? 8 8.5 0.3 1.2 0 90.0
2 PSC-1 EtOH* 24 0 0 1.2 0 98.8
3 PSC-1 MeOH® 8 0.2 23.5 4.8 0 71.5
4 PSC-1 MeOH® 24 1.4 20.5 2.0 0 76.1
5 PSC-1I EtOH* 8 49.8 14.9 39 0 314
6 PSC-1I EtOH* 24 0 10.1 7.9 0 82.0
7 PSC-1I MeOH" 8 0.3 1.0 9.6 84.7 4.4
8 PSC-1I MeOH" 24 0 0.8 9.2 78.2 11.8
9 PSD-I EtOH* 8 18.2 29 7.2 0 45.6
10 PSD-1 EtOH* 24 8.6 10.2 7.1 0 74.1
11 PSD-I MeOH® 8 0.3 9.8 4.9 59.6 254
12 PSD-I MeOH® 24 2.0 294 6.1 0 62.5
13 FLUOR EtOH* 8 0.1 0 9.9 88.7 1.3
14 FLUOR EtOH* 24 0 0.6 13.5 81 4.9
15 FLUOR MeOH® 8 0 0.4 9.7 88.1 1.8
16 FLUOR MeOH® 24 1.2 3.0 13.5 75.3 7.0
17 NOVOZ EtOH* 8 0 0.7 7.5 86.7 5.1
18 NOVOZ EtOH* 24 0.2 0.8 6.5 79.3 13.2
19 NOVOzZ MeOH® 8 0.2 2.2 6.6 81.6 9.4
20 NOVOZ MeOH® 24 0.2 1.0 5.0 68.4 25.4
21 LipIM EtOH* 8 0 0.9 7.0 85.3 6.8
22 LipIM EtOH* 24 0.4 0.9 6.8 74.1 17.8
23 LipIM MeOH® 8 0.5 0 7.8 90.5 1.2
24 LipIM MeOH® 24 0 0.7 7.2 90.6 1.5

a) EtOH 85%, b) MeOH 90%, c) acidos graxos, d) mono, di e tri-glicerideos.
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As enzimas testadas sao todas lipases, portanto possuem no seu sitio ativo a mesma triade
catalitica (Serina-Histidina-Aspartato). No entanto, o comportamento destas no mesmo meio
reacional ¢ diferente. Devido ao ambiente aquoso natural, os grupos hidrofilicos polares das
cadeias laterais, como -COOH, -NH,, -OH, -SH e -CONH,, ficam preferencialmente localizados
na superficie externa das enzimas, enquanto que os constituintes lipofilicos, como cadeias arilicas
e alilicas, ficam situados na regido interna. As cadeias laterais dobram-se sobre si mesma neste
tipo de ambiente e a conformagdo tridimensional da enzima ¢ o resultado das interagdes nao-
covalentes entre essas cadeias. As ligacdes ndo covalentes fundamentais sdo as interagdes
eletrostaticas, as ligagcdes de hidrogénio e as interacdes de van der Waals. O carater direcional das
ligacdes de hidrogénio entre a enzima e o substrato refor¢a um alto grau de especificidade. Entdo,
as enzimas mesmo possuindo a mesma triade catalitica, possuirdo conformacdo enzimatica

diferente e assim se envolverdo com o meio reacional de modo distinto.

Figura 14. Imagem ilustrativa da conformacio das enzimas.
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Algumas das lipases utilizadas nos experimentos sdo imobilizadas e outras ndo possuem
nenhum tipo de suporte, foram apenas isoladas. As lipases podem ser suportadas em diferentes
materiais, como ceramica, terra diatomacea, silica, entre outros. A imobilizagdo de enzimas, que
consiste no confinamento das mesmas em um determinado material, tornam o sitio ativo das
enzimas mais efetivo devido a maior disponibilidade destes, pois cada molécula de enzima esta
dispersa na superficie do suporte.*!

O melhor resultado foi alcangado pela enzima imobilizada em ceramica, a lipase
Pseudomonas cepacia PSC-1. Essa enzima foi a mais eficiente, confirmando o que ¢ encontrado

22,41,64

na literatura , que a enzima suportada ¢ sempre mais ativa que a livre em condigdes

reacionais comparaveis.

As melhores condigdes de reagao para a produgdo do biodiesel foram obtidas pelo uso da
lipase pseudomonas cepacia PSC-1 (0.6 g) suspensa em BMI-NTf, (8.2 mmol), etanol/agua
(85:15) (41.2 mmol), oleo de soja (3.4 mmol) e temperatura de 30 °C. O tempo de reacdo (8 h)
para converter completamente o material de partida (6leo) foi determinado por HPLC com
triplicata dos experimentos em que a conversao da reagdo foi determinada em 90 %. Na figura 15
podemos visualizar o cromatograma que mostra os ésteres etilicos formados durante o processo

enzimatico de melhor desempenho.
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Figura 15. Cromatograma — Reagdao PSC-I com EtOH 85%.

43



4. Resultados e Discussdo

Os ésteres metilicos e etilicos sao purificados facilmente por um decantagao simples do
sistema bifasico e a fase de liquido i6nico/enzima pode ser reutilizada por pelo menos 4 vezes
sem nenhuma perda significativa de atividade e seletividade catalitica. Apds a reutilizagcao do
sistema pode-se recicla-lo de maneira simplificada. Para a remocao da enzima do liquido i6nico ¢
necessario filtrar e lavar com &agua o sistema para recuperar o catalisador que pode ser
reincorporado em um novo meio reacional. O liquido id6nico que ainda contém o glicerol deve ser
lavado com agua para separar o glicerol que ¢ isolado com pureza elevada. Note que na catélise
classica acida ou na basica para o glicerol ser isolado ha a necessidade de varias etapas de
purificacdo para conseguir uma pureza desejavel, tornando o método enzimdtico mais viavel. O
liquido i6nico recuperado apds secar sob pressdo reduzida, também pode ser reutilizado.
Comparando o processo enzimatico com 0s processos quimicos verifica-se que as etapas de
purificacdo foram reduzidas, pois estd provado que a utilizagdo de enzimas imobilizadas
diminuem o nimero de etapas requeridas®® e ndo ha a necessidade de tratamento especial
(neutralizagdo) para o catalisador.

Quando a quantidade de agua presente no etanol foi de 15 v%, obteve-se o melhor
desempenho do sistema reacional. Conforme Shah e colaboradores®®, menos do que uma
monocamada de dgua ¢ necessaria para a enzima mostrar atividade biologica, mas quando a
quantidade de agua aumenta, aumenta a flexibilidade e a atividade da enzima. Assim, depois que
uma quantidade 6tima de agua ¢ ultrapassada, as reagdes hidroliticas tornam-se significativas.

Conforme Shimada e colaboradores*” a reacdo de hidrolise ocorre paralelamente com a
transesterificacdo. Kaieda e colaboradores® estudaram a producao de biodiesel através da
metanolise do dleo de soja, catalisada pela lipase Rhizopus oryzae em sistemas contendo dgua e
livres de solvente organico. Este procedimento atingiu uma conversdo de 80-90% de ésteres
metilicos depois de 70 horas de reagdo quando o metanol foi adicionado em etapas e 4-30% de
agua estava presente. No mecanismo desta reagdo, os triglicerideos e glicerideos parciais sao
primeiro hidrolisados pela lipase a glicerideos parciais e acidos graxos, respectivamente, ¢ entao
os acidos graxos produzidos sdo esterificados com metanol dando origem aos ésteres metilicos
(biodiesel). Em trabalho posterior™, analisaram a metandlise do 6leo de soja com diversas
lipases, nos mesmos sistemas. Foram comparadas as reagdes de transesterificagdo, esterificacao e
hidrolise. As velocidades de reacdo catalisadas pelas lipases Pseudomonas cepacia ¢ Candida

rugosa foram semelhantes, onde a velocidade inicial de cada reagdo foi alta. Porém, inicialmente
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a reacao de hidrolise foi mais rapida do que as outras duas reacdes. Estas caracteristicas de reacao
sao similares aquelas da lipase Rhizopus oryzae relatadas anteriormente, concordando com o
mecanismo proposto.

Na esterificacdo do 4cido butirico com metanol, Al-Zuhair e colaboradores®’ realizaram
testes com a lipase Mucor miehei em sistemas com diferentes quantidades de agua e os resultados
mostraram que a enzima foi mais eficiente em altas concentragdes de agua. Com o intuito de
verificar a ocorréncia da reagdo de esterificagdo no sistema reacional de melhor desempenho,
realizou-se um experimento com 8 horas duracdo (melhor tempo reacional do sistema)
utilizando-se os acidos graxos do 6leo de soja como substrato. Obteve-se uma conversdo de 87%,
o que comprova a efetividade da lipase Pseudomonas cepacia PSC-I na esterificagao de acidos
graxos. Em razao disso, esta lipase pode catalisar a esterificacdo de oleos contendo qualquer
concentracao de acidos graxos livres.

Diante de varios relatos, fica evidente que a presenga de dgua melhora a velocidade de
hidrodlise do 6leo. Acreditamos que os acidos graxos formados pela hidrélise dos triglicerideos
sao convertidos mais rapidamente nos respectivos ésteres do que o caminho de transesterificacao
(Figura 16). Em virtude da lipase Pseudomonas cepacia PSC-I catalisar as reagdes de hidrolise
em um tempo menor que as de esterificagdo e transesterificacdao, esta possivel hipdtese ¢

54,59
levantada™™".

OCOR! OH R'CO,R4
EOCORZ * 3ROH ——= EOH *  R2CO,R*

3
OCOR OH RICO,R!
HO0  RicoH
3 R4OH
R2CO,H
R3CO,H

Figura 16. Reacdes de hidrolise, transesterificagdo e esterificacdo catalisadas por enzimas
suspensas em liquidos i6nicos.
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Estas atividades cataliticas sdo superiores aquelas relatadas anteriormente para processos

842,91 ; . )
7", Este resultado ¢ relacionado provavelmente a

enzimaticos em agua ou outros suportes
extragdo do glicerol - formado durante a transesterificacdo - pela mistura de liquido i6nico

/alcool” que assim desloca o equilibrio para o produto biodiesel (Figura 17).

Oleo Biodiesel
Vegetal

ROH @@
POD - 69@@
RO s 123 2 |
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PODOPOPODOPODD M- NN g,
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Figura 17. Transesterificagdo de 6leos vegetais catalisados por enzimas suportadas em liquidos
10nicos com captura simultanea do subproduto glicerol.

A baixa solubilidade do glicerol no biodiesel € um problema no processo enzimatico, pois
um depdsito de glicerol formado durante o processo reveste o catalisador imobilizado e com isso
reduz a atividade das enzimas. Royon e colaboradores®® utilizaram o #-butanol para solubilizar o
glicerol, ja neste trabalho o deslocamento do glicerol pela mistura liquido idnico/alcool impede
que este se deposite no suporte das enzimas. A solubilidade do glicerol no liquido i6nico puro ¢
muito baixa (< 1% em massa), entretanto pode alcangar 15% em massa na mistura do liquido
ionico com dalcool (relacdio 1/5 mol %) possibilitando a reutilizacdo do sistema liquido
i6nico/enzima por pelo menos 4 vezes.

A interagdao liquido idnico/enzima também ¢ responsavel pelo 6timo resultado obtido
nestes experimentos, pois hd uma maior estabilidade das enzimas nesse ambiente que ¢€
possivelmente estabelecida por algum tipo de interagdo idnica. O cation ou o anion do liquido
16nico podem interagir com grupos carregados da enzima, no sitio ativo ou na periferia, causando

. 71
mudancas na estrutura da enzima’ .
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A fim de melhor identificar o comportamento dos liquidos i6nicos na biocatalise,
decidimos testar o sistema reacional de melhor resultado com outros liquidos i6nicos como
Tetrafluoroborato de Butilmetilimidazolio (BMI-BF,4), Hexafluorofosfato de Butilmetilimidazolio
(BMI-PF), Tris(perfluoroetil)trifluorofosfato de Butilmetilimidazolio (BMI-FAP),
Trifluorometanosulfonato de Butilmetilimidazolio (BMI-OTY), Bis-trifluorometanosulfonimidato
de 1,3-di-(2-metoxi)etilimidazolio  (EtoMMI'NTf;), Tetrafluoroborato de  1,3-di-(2-
metoxi)etilimidazolio  (EtoMMI'BF,),  Tris(perfluoroetil)trifluorofosfato  de  1,3-di-(2-
metoxi)etilimidazolio (EtoMMI-FAP), Tetrafluoroborato de 1-(2-metoxi)etil-3-metilimidazolio
(MEtMI-BFy,), Tris(perfluoroetil)trifluorofosfato  de 1-(2-metoxi)etil-3-metilimidazolio
(MEtMI-FAP) e Bis-trifluorometanosulfonimidato de 1-(2-metoxi)etil-3-metilimidazolio
(MEtMI'NTY;) (Tabela 8).

As enzimas sao geralmente ativas nos liquidos i6nicos que contém os anions BF4, PF¢’, €
NTT,", mas ndao nos que contém os anions CI, NOj3, CF3;SOj, trifluoroacetato ou lactato.”® As
enzimas inativadas provavelmente sdo solvatadas por esses anions.”” Por exemplo, 0 BMI'NO;
substitui quase a totalidade da agua superficial da enzima, fato que pode ser identificado como a
razao da desestabilizacdo da enzima. Quando hé presenca de dgua no meio reacional, a maioria
da superficie da enzima ¢ primeiramente solvatada pelos liquidos i6nicos € uma fragdo muito
pequena ¢ solvatada pela agua. Esta evidéncia nos mostra que o liquido idnico tem uma
importancia significativa na solvatacio da enzima.®” Conforme Micaélo e colaboradores®’, uma
analise mais detalhada da solvatagdo da enzima pelos liquidos id6nicos mostra que o anion domina
as interagdes com a enzima, pois sao observadas um maior numero de ligacdes de hidrogénio
entre a enzima ¢ o anion. O anion NOs interage fortemente com a cadeia principal da enzima
através de ligagdes de hidrogénio com o grupo amido. Parece que o anion NOj;™ interage com a
enzima fortemente sendo capaz de penetrar no interior da enzima e destruir ligacdes de
hidrogénio essenciais da molécula. O anion lactato também pode facilmente formar ligagdes de

) A .. ) . . Ao i T1,87.89
hidrogénio estaveis com a enzima desativando-a. Muitas referéncias’ "

tem indicado que os
cations tem menor influéncia na atividade da enzima do que os anions. Porém, na presenga de
agua, os cations impdem um consideravel efeito na atividade das enzimas e exibem maior

.. e . LA ”» 89
atividade e estabilidade em ambientes com liquidos i6nicos que possuem um cation menor.
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A partir da analise dos dados coletados constatou-se que o liquido idnico Bis-
trifluorometanosulfonimidato de Butilmetilimidazolio (BMI-NTf,) continua sendo o melhor meio
reacional para producao de biodiesel. Avaliou-se a influéncia dos mesmos no processo através do
monitoramento por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), cujos resultados estdo na

Tabela 8.

Tabela 8. Produtos e conversdes (por HPLC) obtidos da reacdao de transesterificagao do 6leo de

soja pela Pseudomonas cepacia PSC-1 com alcool etilico 85% em Liquidos Ionicos a temperatura
de 30 °C.

Reacdo Liquido t(h) Acidos Mono Di Tri Biodiesel

I6nico (%) (%) (%) (%) (%)
1 BMI-NTf, 8 8.5 0.3 1.2 0 90.0
2 BMI-BF, 8 5.3 10.7 3.6 64.4 16.0
3 BMI-PF, 8 6.0 6.0 125 51.2 24.3
4 BMI-FAP 8 0 38.2 3.2 34 55.2
5 MEtMI-FAP 8 0 0 1.3 98.7 0
6 MEtMI-BF, 8 1.1 0 6.0 92.6 0.3
7 MEtMI-NTT, 8 11.2 31.4 2.9 0.3 54.2
8 EtoMMI-BF, 8 8.8 1.3 4.9 83.8 1.2
9 EtoMMI-FAP 8 1.4 0.9 6.2 83.5 8.0
10 EtoMMI-NTf, 8 0.7 0 5.0 94.0 0.3
11 BMI-OTf 8 1.7 0 7.1 87.4 3.8

a) 4dcidos graxos b) mono, di e triglicerideos.

Os resultados apresentados na Tabela 8 demonstram que tanto a natureza do cation quanto
a do anion influenciam profundamente a atividade enzimatica. Assim, na séric BMI-NTf,,
BMI-FAP, BMI-PF¢, BMI'BF4 ¢ BMI-OTT, o decréscimo de reatividade do sistema parece estar
relacionado com o aumento da hidrofilia do liquido i6nico. Solventes extremamente polares
podem interagir desfavoravelmente com a agua essencial, indispensavel para a manutencao da

71,78,89,93

correta conformacao catalitica da enzima , 0 que pode ser visto nos resultados encontrados

48



4. Resultados e Discussdo

nos experimentos com BMI-BF, e BMI-OT{. Ja no caso do emprego de BMI-NTf,, BMI-FAP e
BMI-PF¢, liquidos ionicos menos hidrofilicos, melhores rendimentos de biodiesel foram
observados, o que pode ser atribuido a uma menor interagdo com a agua essencial presente na
enzima. De forma semelhante, na série BMI-NTTt,, MEtMI-NTf, ¢ EtoMMI-NTf;, que diferem na
estrutura do cation (respectivamente, 0, 1le 2 atomos de oxigénio), ha um aumento de hidrofilia
que induz um decréscimo de reatividade. Provavelmente interagdes entre os oxigénios do cation
dos LI e as lipases estejam levando a uma desativacdo da enzima.

Em nosso melhor resultado (Tabela 8, entrada 1) obteve-se 90 % de conversao do 6leo de
soja em biodiesel, em 8 horas de reagdo, sendo este tempo reacional muito proximo ao da catalise
basica e dos menores tempos de conversiao das reagdes de transesterificacio em meios
enzimaticos. Assim, por exemplo, Hama e colaboradores®' encontraram um rendimento de 75,5%
em 29 horas usando a lipase imobilizada Rhizopus oryzae em um sistema pré-emulsionado por
ultrassom e Iso e colaboradores*' utilizaram a lipase imobilizada Pseudomonas fluorescens ¢ o
alcool 1-propanol como agente de transesterificacdo obtendo uma conversdao dos ésteres
alquilicos proximas de 100% num tempo bem menor, 10 horas de reacdo. Entretanto, no estudo
de producao de biodiesel de Shieh e colaboradores®, foram obtidas as melhores condigdes de
sintese com um tempo reacional de 6,3 horas e conversdo de 92,2% do 6leo de soja em ésteres
metilicos utilizando a lipase Rhizomucor miehei. Porém, diferentemente do processo enzimatico
aqui desenvolvido, neste estudo utiliza-se um solvente derivado do petroleo, o n-hexano.
Ultimamente, reacdes de transesterificacao livres de solventes sao mais favorecidas, pois sao

mais econdmicas.
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5. CONCLUSOES

O liquido 16nico BMI'NTf, com a lipase PSC-I e etanol 85% a temperatura controlada de
30° foi o sistema que rendeu as melhores conversdes para a catalise enzimatica e confirmaram a
efetividade obtendo uma conversio do 6leo de soja em 90% de biodiesel com 8 horas de reagao,
sendo este tempo reacional muito préximo ao da catalise basica.

Conclui-se que o resultado esta relacionado provavelmente a correta interagao liquido
ionico / agua essencial enzimatica e a extracdo do glicerol pela mistura de liquido id6nico
/alcool”, que desloca o equilibrio para o biodiesel e facilita a purificacio deste.

A presenca de agua pode acelerar a taxa de hidrolise do dleo, rendendo acidos graxos que,
por sua vez, sdo convertidos nos respectivos ésteres mais rapidamente que pelo caminho de
transesterificacdo™*’.

A solubilidade do glicerol no liquido i6nico com alcool (relagdo 1/5 mol %) alcangada foi
de 15% em massa, possibilitando a reutiliza¢do do sistema liquido i6nico/enzima por pelo menos
4 vezes.

O etanol foi preferencialmente escolhido como fonte de alcool, pois € produzido
nacionalmente em larga escala a partir da cana-de-agucar ¢ a custos altamente competitivos,
enquanto que o metanol, além de ser toxico, necessita ser importado. Além disso, o metanol
desativa as enzimas. No processo enzimatico existe a vantagem do etanol ndo precisar ser
necessariamente anidro, como no processo quimico. A utiliza¢ao do etanol hidratado apresenta as
vantagens de menor prego e toxidade.

Sdo evidentes os ganhos ambientais desse processo, menor gasto energético (baixas
temperaturas), o glicerol ¢ facilmente removido, a purificacao de ésteres alquilicos ¢ simplificada,
a combinacdo de enzima/liquido idnico exibiu um efeito sinérgico excelente que realgou a
atividade ¢ a durabilidade do sistema catalitico ¢ a utilizagcdo de alcool etilico, eliminando o uso
do metanol de origem petrolifera. A reciclagem da carga enzimatica neste processo também deve
receber destaque, pois a fase liquido i6nico/enzima pode ser reutilizada por pelo menos 4 vezes
sendo que o catalisador e o liquido i6nico podem ser recuperados e reincorporados em um novo
meio reacional.

O sistema proposto neste trabalho torna-se um método “verde” alternativo para a

produgdo de biodiesel, pois se utiliza 6leo de soja e etanol que sdo fontes renovaveis, enzimas
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que sao biodegradaveis e liquidos i6nicos que sdo considerados solventes verdes. Além disso, o
processo mostra uma eficiéncia energética, a prevengao de subprodutos e uma quimica segura

para a prevenc¢ao de acidentes.
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