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RESUMO

O termo zedlitas abrange a classe dos alumino silicatos hidratados de metais
alcalinos ou alcalino-terrosos. A enzima lipase de Thermomyces lanuginosus foi
imobilizada em zeolitas, produzindo um catalisador heterogéneo com potencial
aplicacdo para a produgdo de biodiesel. Dois tipos de zeolita foram sintetizados: zeolita
gismondina (GIS/Na) e um novo material zeolitico com topologia faujasitica (FAU/Co e
FAU/Cu). A zeolita gismondina foi submetida ao processo de troca ibnica com 0s
citions divalentes Ni**, Co**, Mg**, Sr**, Mn** e Ca®* (GIS/Ni, GIS/Co, GIS/Mg,
GIS/Sr, GIS/Mn e GIS/Ca) e a zedlita com topologia faujasitica foi submetida ao
processo de troca idnica com NHs" (FAU/Co.NH; e FAU/Cu.NH,) e posteriormente
calcinada a 500°C (FAU/Co.H" e FAU/Cu.H"). Estes materiais foram utilizados como
suporte s6lido para a imobilizagdo enzimdtica, dando origem aos complexos zeolita-
enzima: GIS/NV/ENZ, GIS/Co/ENZ e FAU/Co.NH4/ENZ por exemplo. Foram
utilizados dois métodos diferentes de imobilizacdo. Em um deles, foi feito um pré-
tratamento da lipase com o substrato (6leo de soja) e em outro a enzima foi imobilizada
sem o pré-tratamento com o substrato. Foram feitos experimentos de transesterificacdo
de triglicerideos para a producdo de biodiesel utilizando como catalisador da reacdo as
zeolitas puras, a enzima pura e os complexos zeolita-enzima. Os catalisadores com
topologia faujasitica (FAU/Co e FAU/Cu) atuando em condi¢Oes experimentais de
100°C, razdo molar 6leo:dlcool de 1:50 por 12 horas fornecem bons rendimentos de
ésteres (90%). Os catalisadores GIS/NI/ENZ e FAU/Co.NH4/ENZ (imobilizacdo com
pré tratamento da enzima) apresentaram os maiores valores de atividade enzimadtica e
bons rendimentos de ésteres etilicos. A mesma quantidade de enzima (0,4 mg) foi
utilizada em sua forma livre e imobilizada na reag@o de transesterificagio (45°C, relagdo
molar 6leo:dlcool 1:5 por 48 horas). Comparando os rendimentos de ésteres das reagdes
de transesterificagdo para a enzima livre (51,9%) e para os catalisadores GIS/NVENZ
(70,3%) e FAU/Co.NH4/ENZ (58,4%), foi possivel observar a sinergia do complexo

zeolita-enzima.

Palavras-chave: zeolitas, biodiesel, lipase, transesterificacdo, Thermomyces

lanuginosus.



ABSTRACT

The term zeolites comprehend the class of hydrated alkaline or earth alkaline
metals alumino silicates. Thermomyces lanuginosus lipase enzyme was immobilized on
zeolites, producing a heterogeneous catalyst with potential application on biodiesel
production. Two types of zeolite were synthesized: gismondina zeolite (GIS/Na) and a
new faujasite like zeolitic material: (FAU/Co e FAU/Cu). Gismondine zeolite was ion
exchanged with divalent cations Ni**, Co**, Mg, Sr**, Mn** e Ca** (GIS/Ni, GIS/Co,
GIS/Mg, GIS/Sr, GIS/Mn e GIS/Ca) and the faujasite like zeolite was ion exchanged
with NH;* (FAU/Co.NH, e FAU/Cu.NH,) and after this it was calcined at 500°C
(FAU/Co.H" e FAU/Cu.H"). These materials were used as solid support for enzymatic
immobilization originating the zeolite-enzyme complexes: GIS/NI/ENZ, GIS/Co/ENZ
and FAU/Co.NH4/ENZ for example. Two different methods of immobilization were
used. In one of them the lipase was pretreated with the substrate (soybean oil) and in the
other one the enzyme was immobilized without the pretreatment with substrate.
Triglycerides transesterification experiments to biodiesel production were carried out
using pure zeolite, pure enzyme and the zeolite-enzyme complexes as reaction catalyst.
When used with experimental conditions of 100°C, oil:alcohol molar ratio of 1:50
faujasite like catalyst performed good ester yield (90%). GIS/NVENZ and
FAU/Co.NH4#/ENZ catalysts (immobilization with pretreated enzyme) showed higher
enzymatic activity values and good ethylic esters yield. The same amount of enzyme
(0,4 mg) was used in its free and immobilized form in the transesterification reaction
(45°C, oil:alcohol molar ratio of 1:5 for 48 hours). Comparing transesterification
reaction esters yield for the free enzyme (51,9%) and for the GIS/NV/ENZ (70,3%) and
FAU/Co.NH4/ENZ (58,4%) catalysts, was possible to observe the synergy of zeolite-

enzyme complexes.

Keywords: zeolites, biodiesel, lipase, transesterification, Thermomyces lanuginosus.
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1 INTRODUCAO

Em meados do século XX, houve um aumento considerdvel da industrializacao, gerando
um crescimento da demanda mundial por combustiveis liquidos. Devido ao aumento do
consumo destes combustiveis, varios problemas ambientais surgiram e foram se agravando ao
longo do tempo, tal fato provocou o inicio da conscientizagdo ambiental em todo o mundo.
Aliado a conscientizagdo, iniciaram-se as preocupagdes com 0s problemas ambientais gerados
pela industrializagcdo, dentre eles, principalmente o efeito estufa e o aquecimento global. Tais
problemas unidos a busca pela independéncia energética de alguns paises influenciaram o
desenvolvimento de novas fontes de energia limpas e renovaveis. Nesse contexto surgiram os
biocombustiveis, dos quais se destacam o dlcool etilico e o biodiesel. (PASQUALINO et al,
2006; LEUNG, 2001).

E nesse cendrio de busca por novas fontes de energia que o Brasil passa a ter uma
posicdo de destaque mundial. O territério de propor¢des continentais propicia ao Brasil o
desenvolvimento de diferentes tipos de matérias-primas. Além disso, devido a sua diversidade
climatica pode-se cultivar diversas oleaginosas. Tais caracteristicas no modo de produgdo
proporcionam um leque de fontes alternativas que podem ser utilizadas para a produgdo dos
biocombustiveis, demonstrando assim, que o Brasil ¢ um pais com grande potencial para a
producdo de combustiveis alternativos.

O biodiesel pode ser produzido a partir de diferentes matérias primas, tais como cana de
acucar como fonte de etanol e 6leos vegetais ou gordura animal como fonte de triacilglicerideos.
Devido a sua origem, estes novos combustiveis sdo considerados uma fonte energética
renovavel e biodegraddvel, fatores de extrema importancia no atual contexto econdmico-
ambiental, pois sua utilizagdo contribui para minimizar a emissao de gases prejudiciais a0 meio
ambiente, dentre estes o di6xido de carbono (CO;), um dos principais precursores do efeito
estufa (MOTA et al, 2009).

A reacgdo tradicionalmente utilizada para produzir o biodiesel € a transesterificacdo, na
qual ocorre a alcodlise dos triacilglicerideos presentes nos dleos vegetais e gorduras animais.
ApOs a reacdo de transesterificagdo os triacilglicerideos sdo transformados em seus respectivos

ésteres metilicos ou etilicos, e esses compostos apresentam caracteristicas fisico-quimicas que
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permitem a sua utilizacdo como combustivel em substituicao ao petrodiesel ou sua incorporagdo
parcial ao combustivel de origem f6ssil (BHAT et al, 2007).

Atualmente, novos estudos estdo sendo realizados para aprimorar o processo de
transesterificagcdo, uma vez que este ainda apresenta alguns aspectos que afetam o preco do
produto final. Uma das dreas de intensiva pesquisa € a busca de novos catalisadores para o
processo de transesterificacdo, principalmente de catalisadores heterogéneos, uma vez que a
maioria dos catalisadores usados atualmente para a producio de biodiesel em escala industrial
sdo catalisadores homogéneos (HELWANI et al, 2009). Além da catalise heterogénea, reagcdes
enzimdticas envolvendo lipases, principalmente, lipases imobilizadas em suportes sélidos,
apresentam-se como uma excelente alternativa para produzir biodiesel por transesterificacao.
Este processo de imobilizagdo tem por objetivo unir os beneficios da catalise heterogénea e
enzimdtica, sendo, desta forma, uma op¢ao que precisa ser mais explorada para que possa ser
utilizada na producio industrial de biodiesel (AKOH et al, 2007).

No presente trabalho sdo apresentados os resultados da sintese, caracterizacdo fisico-
quimica e aplicacdo de novos catalisadores heterogéneos na reacio de transesterificacdo de 6leo
de palma seguindo a rota etilica, sendo que, estes novos catalisadores sdo formados pela

imobilizagado de lipase na superficie de zeolitas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORIA DO BIODIESEL

2.1.2 A historia do biodiesel no mundo

A histéria do biodiesel teve inicio no final do século XIX, com o desenvolvimento dos
motores de combustdo interna a diesel, os quais receberam o nome em homenagem a seu
inventor Rudolph Diesel. O engenheiro mecanico alemdo utilizou em seus experimentos
petréleo cri e 6leo de amendoim dando grande contribuicdo, dessa forma, para o setor
industrial.

Em 1937, na Bélgica, surgiu a primeira patente sobre a transesterificacdo cujo autor foi
G. Chavanne. Tal reacdo transforma 6leos vegetais em uma mistura de ésteres de acidos graxos
utilizando catalisadores bésicos, como os hidréxidos de metais alcalinos. Outros paises, também
nesse mesmo periodo, fizeram estudos sobre essa reagdo. O Instituto Francés do Petréleo, por
exemplo, em 1940, conseguiu resultados satisfatorios utilizando a tecnologia belga com a reagdo
entre 6leo de dendé e etanol. Na mesma época, pesquisadores americanos também
desenvolveram um processo utilizando catalisadores dcidos seguidos de catalisadores basicos,
que evitavam a formacdo de sabdes e viabilizavam a transformac¢do de 6leos brutos com alto
teor de acidez em biodiesel (SUAREZ, 2007).

A Segunda Guerra Mundial (1939-1945) fez com que o preco do petréleo subisse
gerando inseguranca em alguns paises a respeito do abastecimento de petréleo, assim, estes
comecaram a utilizar 6leos vegetais como suprimento energético. Com o final da guerra, em
1945, os precos comecaram a voltar ao normal, fazendo com que houvesse um abandono nas
pesquisas sobre biodiesel. No entanto, na década de 80, crises econdmicas envolvendo o
petréleo serviram como incentivo para que os governos buscassem e investissem em novas

alternativas energéticas renovaveis para substitui-lo (SUAREZ, 2007).

2.1.3 A historia do biodiesel no Brasil
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No Brasil, na década de 20, o Instituto Nacional de Tecnologia (INT) iniciou os estudos
sobre biodiesel, mas esta iniciativa somente ganhou destaque nas décadas de 70 e 80. Neste
periodo, o Governo Federal criou o Programa Nacional do Alcool (PRO-ALCOOL) (1975) e o
Plano de Producdo de Oleos Vegetais para fins Carburantes (PRO-OLEO) (1980). Tais medidas
foram tomadas, pois o pais passava por um processo de desabastecimento de combustiveis,
devido a crise do petréleo (1973 e 1980). Esses projetos previam regulamentar a mistura de 30%
de 6leo vegetal, ou derivado, no 6leo diesel e, em longo prazo, visava sua completa substituigao.
Em 1986, a queda do valor do barril de petréleo pds fim ao projeto PRO-OLEO, mas mesmo
assim, as pesquisas a respeito do biodiesel continuaram sendo desenvolvidas no pais (POUSA,
SANTOS E SUAREZ, 2007).

No final do século XX, o governo federal retomou a discuss@o sobre o uso de biodiesel
em larga escala. Em 2002, o programa PRO-BIODIESEL, propds substituir até 2005 todo o
diesel consumido no pais por BS, uma mistura de 5% de biodiesel com 95% de diesel, e apos 15
anos o substituir pelo B20, uma mistura composta de 20% de biodiesel com 80% de diesel
(POUSA, SANTOS E SUAREZ, 2007).

Para a producdo desse combustivel renovdvel, duas sdo as rotas mais usuais a serem
seguidas, a rota metilica e a rota etilica. Com isso, o Brasil apesar de estar ciente das limitacdes
tecnoldgicas envolvidas no processo com o etanol, preferiu a utilizagdo da rota etilica para a
producdo do biodiesel, devido a grande producao dessa matéria-prima no pais. Por exemplo, em
novembro de 2000, no Estado do Mato Grosso, ocorreu a instalacdo da primeira usina de
biodiesel seguindo rota etilica, que produzia cerca de 1.400 t/més de éster etilico de 6leo de
soja. Assim, o biodiesel deixou de ser produzido apenas experimentalmente e passou a ser
produzido em escala industrial (SUAREZ, 2007).

Nas tultimas décadas, houve um crescente interesse no desenvolvimento de pesquisas que
visam a produgdo de biodiesel. Varios fatores contribuiram para tal fendmeno, como, por
exemplo, crises econdmicas ocorridas durante esse periodo, a possivel finitude das reservas de
petrdleo e o fato das novas jazidas de petrdleo estarem situadas em dreas de elevado custo de
extragdo e de grandes conflitos politicos, gerando impacto no preco e na regularidade do
fornecimento. Além disso, a conscientizacdo ambiental, lapidada a partir da década de 90,

aprova a utilizacdo do biodiesel, ja que este diminui a emissdao de gases relacionados a graves
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problemas ambientais, como o efeito estufa e o aquecimento global (POUSA, SANTOS E
SUAREZ, 2007).

2.2 O BIODIESEL

Existem vdrias defini¢cdes tanto técnicas como legais para o biodiesel. Tecnicamente o
biodiesel ¢ um combustivel obtido a partir de matérias-primas de origem vegetal ou animal, o
que o torna biodegraddvel e originado de fontes renovdveis. As fontes de origem vegetal sdao
principalmente 6leos, tais como soja, mamona, colza (canola), palma, girassol, amendoim, entre
outras, e as de origem animal sdo obtidas através de sebo bovino, suino e de aves. Além destas,
inclui-se também como matéria-prima a utilizacdo de 6leos de fritura (coc¢do) e dleos de algas
(YUSUF, YAAKUB, 2011).

A Lein® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, que dispde sobre a introdu¢do do biodiesel na
matriz energética brasileira, define o biodiesel como um biocombustivel derivado de biomassa
renovavel para uso em motores a combustdo interna com igni¢cdo por compressao ou, conforme
regulamento para geracdo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente
combustiveis de origem f6ssil. Ha outras definicdes nas quais podemos enquadrar o biodiesel,
dentre elas temos:

¢ Definicao geral - Combustivel natural usado em motores a diesel, produzido através de
fontes renovaveis, que atende as especificagdes da ANP.
¢ Definicao técnica - Combustivel composto de monoalquil ésteres de acidos graxos de

cadeia longa, derivado de Oleos vegetais ou de gorduras animais e designado como

B100.

2.2.1 Importancia e vantagens do biodiesel

Muitos sdo os problemas ambientais causados pela acdo direta ou indireta do homem no
meio ambiente. Atualmente, um dos problemas mais discutidos € o aquecimento global, causado
principalmente pela emissdo de gases que provocam o efeito estufa resultando em um aumento

da temperatura terrestre (PASQUALINO et al, 2006; LEUNG, 2001).
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Uma das alternativas para ajudar a reduzir essas emissdes gasosas € a busca por novas
fontes energéticas mais limpas, capazes de substituir os combustiveis fosseis atualmente
utilizados. O biodiesel preenche os requisitos para ser este combustivel alternativo por ser
biodegradével e renovavel, como pode ser visto na Tabela 1 (PASQUALINO et al, 2006).

Quando incorporado ao petrodiesel, o biodiesel confere a mistura caracteristicas que a
tornam menos prejudicial ao meio ambiente. De acordo com a tabela 1, a mistura de 20% de
biodiesel no diesel mineral (B20) reduz em 15% a emissdo de diéxido de carbono (CO,) e em
20% a emissao de didxido de enxofre (SO,), por exemplo. No caso do CO, podemos considerar
também o fato de que as plantas oleaginosas, fonte de dleos vegetais para produgdo do
biodiesel, atuam no seqiiestro do CO, atmosférico. Essas melhorias se ddo por uma série de
vantagens que o biocombustivel apresenta sobre o diesel de origem féssil. (SUAREZ, 2007;

PINTO et al.,2005).

Tabela 1. Redugdes percentuais das emissdes de poluentes devido a incorporacdo de biodiesel

ao petrodiesel.

B100 B20 B10 B5

Poluente (100% de (20% de (10% de (5% de
biodiesel) biodiesel) biodiesel) biodiesel)

Dioxido de Carbono (CO») -78 -15 -8 4
Monéxido de Carbono (CO) -48 -12 -6 3
Diéxido de Enxofre (SO,) -100 220 -10 -5
Oxidos de Nitrogénio (NO,) 410 +2 +1 +0,5
Hidrocarbonetos (HC) -67 220 11 -5
Material Particulado (MP) -47 -12 -6 3

Fonte: (EMISSIONS CALCULATOR; LOTERO, et al, 2005).

Além do fato de ser renovavel, o biodiesel apresenta outras vantagens, como:

e E biodegraddvel e nido téxico, pois se origina de biomassa vegetal e/ou animal (LOPEZ
et al, 2005);

¢ Quando for produzido por fonte vegetal, ¢ um produto origindrio de energia limpa, pois

€ um produto da fotossintese (PINTO et al, 2005);
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e Nio contém enxofre e compostos aromdticos na sua composi¢do, evitando que em sua
queima ocorra a formacdo e liberagdo dos indesejaveis 6xidos de enxofre (SOx) e de
compostos carcinogénicos (PINTO et al, 2005);

e Apresenta melhores condicoes de combustdo, ja que contém oxigénio em sua
composi¢do, implicando em menores emissdes de material particulado, hidrocarbonetos
e mondxido de carbono (CO) (LOPEZ et al, 2005);

e Proporciona uma melhoria no desenvolvimento e fechamento do ciclo do carbono, ja
que as plantas que o originam agem no seqiiestro do didxido de carbono (CO,)
atmosférico emitido, auxiliando assim, na redugdo do efeito estufa (LOPEZ et al, 2005);

Além destas vantagens, a sintese de biodiesel resulta em ésteres de dcidos graxos
(biodiesel) e glicerol e esses compostos sdo amplamente requisitados pelas indistrias. O
glicerol, um co-produto da reacdo, possui aplicagdes nas industrias farmacéutica, cosmética,
alimenticia e produtoras de pldsticos. Ja os ésteres de dcidos graxos sdo utilizados na sintese de
surfactantes, de 6leos quimicos, polimeros e na produ¢do de lubrificantes (SHUMAKER, 2007).

Sendo assim, o biodiesel é uma boa alternativa de nova fonte energética, sendo ainda
uma ferramenta importante no auxilio ao combate dos problemas ambientais discutidos

mundialmente.

2.3 QUIMICA DO BIODIESEL

Como mostrado na Figura 1, para a producdo de combustiveis liquidos a partir de 6leos,
gorduras ou 4cidos graxos, sdo empregados processos quimicos nos quais podem ocorrer trés
tipos de reacdes quimicas. Estas reagdes sdo: craqueamento ou pirdlise (reacdes (i) e (ii)), na
qual ocorre a formagao de uma mistura de hidrocarbonetos e compostos oxigenados a partir de
triglicerideos ou 4cidos graxos; transesterificacdo (reagcdo (iii)), que envolve a reacdo de
triglicerideos com alcodis de cadeia curta, dando origem a ésteres de dcidos graxos; e
esterificacdo (reacdo (iv)), na qual um &cido graxo reage com um dlcool de cadeia curta
formando ésteres. Note que as equagdes ndo estdo balanceadas. Tais reacdes transformam os
dcidos graxos e triacilglicerideos em espécies quimicas que podem ser utilizadas como
combustiveis por apresentarem caracteristicas fisico-quimicas (como, por exemplo, viscosidade

e densidade) apropriadas para esta aplicacdo. O método mais comumente utilizado na conversao
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de d6leos e gorduras em biodiesel € a reacdo de transesterificacdo (LEUNG, 2010; SUAREZ,
2007).

CO ©0; HO 0
WWOH
= f
i
Temperatura/
o Catallsador/(i) N, (ii)
0 }—u P
R—( d Catalisador o
o—<: 0
0 C"'nli
2=0
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Catalisador iv)
Biodiesel
0
x E"o—c:u,

Figura 1. Producdo de combustiveis liquidos a partir de 4dcidos graxos e triacilglicerideos por (i)
craqueamento de 6leos ou gorduras; (ii) craqueamento de 4cidos graxos; (iii) transesterificacao

de 6leos ou gorduras e (iv) esterificacao de dcidos graxos (SUAREZ, 2007).

2.3.1 A reacao de transesterificacao para a formacao de biodiesel

A transesterificacio de Oleos e gorduras € um processo de transformacdo dos
triglicerideos em ésteres alquilicos através da troca do grupo RCO- (da parte de 4cidos graxos)
do triglicerideo original, por um grupo hidroxila proveniente de um dlcool. Tal reacdo pode
ocorrer ou ndo na presenga de um catalisador, originando, dessa forma, glicerina e uma mistura

de alquil ésteres (DABDOUB et al, 2009).
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A reacdo de transesterificacido € explicada na Figura 2, que apresenta a primeira reacao
que representa todas as etapas e a segunda reacdo que € a equacdo geral. Os compostos
intermedidrios da reacdo sao monoglicerideos e diglicerideos, oriundos da substitui¢do de um ou

dois 4cidos graxos do triglicerideo pelo grupo hidroxila do 4lcool.

Etapas da reacao:

O 0
(1) -4 ,I'L R catalisador OH 0
R}k”{u '+ ROH _—= R;lo—C ¢ Rx)LnR
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0

OH catalisador
st OH
2 R "_Cn + ROH T RGJLU—C " R:'LHR

OH
e monoglicerideo
0
I catalisador OH 0
A3) R; 1( :—C - * ROH — H( )—C - )L
OH OH R:” "oR
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Figura 2. Representacdo da reacdo de transesterificagdo do triglicerideo na presenca de um

dlcool qualquer (LOPEZ et al, 2005).

Cabe salientar que a reagcdo de transesterificacdo, de acordo com sua estequiometria,
seria uma reacdo que na teoria envolveria 1 mol de 6leo para 3 mols de dlcool. Na pratica, ao

analisar os resultados, nota-se que a relacdo molar utilizada para que ocorra a reacdo € sempre
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superior a esta, atingindo valores maiores que 3 mols de alcool. Tal fato ocorre porque esta €
uma reacdo de equilibrio, em que o excesso de dlcool deslocard o equilibrio, favorecendo a

reacdo para a formagdo de produtos (biodiesel) (HOYDONCKX et al, 2004).

2.3.2 Alcodis para a producao de biodiesel

Os alcodis mais utilizados para a producdo de biodiesel sdo os de cadeia curta,
principalmente metanol e etanol. Ha algumas usinas que funcionam a partir de etanol, mas na
Europa, nos Estados Unidos e no Brasil a principal rota utilizada para a transesterificagdo € a
metilica (BRANDIN, 1996).

A problematica de se trabalhar com etanol na sintese de biodiesel € que este torna o
processo de produ¢do mais complexo. Isso ocorre devido a necessidade de utilizagdo de um
etanol com pureza de 99% ou mais, ja que a presenca de dgua pode causar reagdes indesejaveis,
tornando-se necessario fazer uma purificacdo elevada do élcool para sua utilizagdo, o que gera
maiores gastos na producdo. Outro problema importante estd relacionado a separacdo do
biodiesel, da glicerina e do excesso de dlcool na mistura. Com isso, quando se utiliza etanol
como dlcool da reagdo, o procedimento de separacdo se torna mais complexo
(STAMENKOVIC et al, 2011).

No entanto, para o Brasil, a rota etilica seria a mais vidvel, pois o pais € um grande
produtor mundial de cana-de-agicar, matéria prima para a produgdo de etanol, propiciando um
grande potencial para a producdo de biodiesel a partir de etanol. Além desta vantagem para o
Brasil, o etanol ainda apresenta outros beneficios como, por exemplo, o fato de ser um produto
menos toxico, o que o torna mais seguro de se trabalhar que o metanol, além disso, o etanol é
produzido a partir de biomassa, uma fonte renovdvel, como a cana-de-agtcar no Brasil, e o
amido de milho nos Estados Unidos. Ja o metanol € de origem fdssil ndo renovavel (BRANDIN,

1996).

2.3.3 Oleos para a producio de biodiesel

Os principais constituintes dos 6leos e gorduras sdo os triacilglicerideos, um tri-éster do

glicerol, composto por um glicerol ligado a trés 4cidos graxos de cadeia longa (figura 3). Os
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6leos também apresentam, em alguns casos, dcidos graxos livres em quantidades que podem
atingir até 20% da sua composi¢cdo (BHAT, 2007). A Tabela 2 mostra os principais dcidos

graxos presentes em alguns 6leos vegetais e gordura de animais.

—o—g-n,
1

HC—O—C—R;

H:C—O—Q—Rs
L 11 ]
Parte Glicerol Parte Acido Graxo

Figura 3. Representacdo da estrutura de um triglicerideo.

Tabela 2. Principais dcidos graxos de diferentes matérias-primas para producdo de biodiesel.

Composicio em acidos graxos (% em massa)

Oleo ou
Gordura 16:0 18:0  18:1 18:2 18:3
Palmitico Estearico Oléico Linoléico Linolénico
Oleo de amendoim 11 2 48 32 1
Oleo de girassol 6 3 17 74 0
Oleo de palma 42,6 44 40,5 10,1 0,2
Oleo de soja 13,9 2,1 232 56,2 4,3
Sebo bovino 22,99 1944 41,6 3,91 0,49
Oleo de frango 25,35 56 3995 20,6 -

Fonte: (LEUNG, 2009).

A notacdo 18:1 para o 4cido oléico, por exemplo, representa o nimero de dtomos de
carbono (18) e quantas ligacdes duplas (1) estdo presentes na cadeia carbonica do dcido graxo.
As estruturas moleculares dos dcidos graxos apresentados na Tabela 2 sdo mostradas nas figuras

4 a 8 e a Tabela 3 traz algumas propriedades fisicas dos dleos de soja e de palma.
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Figura 4: Acido Palmitico ou 4cido hexadecandico, féormula molecular: Ci¢H3,0, (BARBOSA,

2004).
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Figura 5: Acido Estedrico ou Acido Octadecanéico, formula molecular: CgHs60 (BARBOSA,

2004).
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Figura 6: Acido Oléico ou Acido-9-octadecenéico, formula molecular: CisHz40, (BARBOSA,

2004).
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Figura 7: Acido Linoleico ou 4cido 9-12-octadecadiendico, férmula molecular: C;sH30,

(BARBOSA, 2004).
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Figura 8: Acido Linolénico (Acido 9,12,15-octadecatriendico), férmula molecular: CisH300,

(BARBOSA, 2004).

Tabela 03 — Propriedades fisicas dos 6leos de soja e palma.

Propriedades Oleo de Soja Oleo de Palma
Massa Molecular (g/mol) 874,8 857,7
Densidade (g/cm3) 0,9100 0,9180
Viscosidade Cinemadtica (40°C, mmZ/s) 32,9 31,45

("KANSEDO, LEE, BHATIA, 2009)(LEUNG, 2010)
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2.3.3.1 Soja

A soja é um grao muito versatil que da origem a produtos e subprodutos muito usados
pela agroindustria, industria quimica e de alimentos. A proteina de soja € muito usada na
preparacdo de cereais, bebidas, alimentos para bebés e alimentos dietéticos. O produto mais
conhecido obtido da soja, no entanto, é o 6leo refinado utilizado na alimenta¢do humana.
Recentemente, a soja vem crescendo também como fonte de matéria prima para a produgdo de
bio-combustivel. O biodiesel de soja ja é uma realidade no Brasil, sendo empregado em vdrias
cidades brasileiras. O rendimento médio de 6leo da semente € de 20%. O Brasil é o segundo
maior produtor mundial de soja, ficando atrds apenas dos Estados Unidos (EMBRAPA). A
Tabela 4 mostra dados da safra brasileira de soja 2011/2012.

Tabela 4. Comparativo de drea, produtividade e producgao de soja por regido do Brasil na safra
2011/2012.

Regido Area (10° ha) Produtividade (Kg/ha) Producio (10° t)
Norte 695,2 3.022 2.107,1
Nordeste 2.141,5 3.000 6.424,5
Centro-Oeste 11.445.1 3.047 34.868,0
Sudeste 1.622,9 2.852 4.629.0
Sul 9.091,4 1.933 17.574,4
Brasil 24.998,1 2.624 65.603,0

Fonte: (CONAB).

2.3.3.2 Palma (Dendé)

O dendezeiro € uma cultura permanente com produgdo continua ao longo do ano, que
pode ser explorada até a idade de 25 anos e apresenta produtividade superior entre todas as
oleaginosas, podendo produzir dez vezes mais 6leo do que a soja na mesma drea. Dos frutos do
dendé sdo extraidos dois tipos de 6leo: o de palma, retirado da polpa ou mesocarpo e o de
palmiste (rico em dcido laurico), obtido da améndoa ou endosperma (similar ao 6leo de coco). O

termo Gleo de dendé é mais comumente utilizado para o 6leo bruto e o termo Oleo de Palma
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para o 6leo refinado. Ambos t€m diversos usos, seja na alimentacdo humana e animal, ou em
finalidades ndao comestiveis (NUNES, AKATSU, ANGELIS, 2007).

Com uma drea plantada de 88,7 mil hectares, o Brasil produziu em 2005
aproximadamente 185 mil toneladas de 6leo de dendé. Tanto drea cultivada quanto a producao
de dendé aumentaram cerca de 30% entre 1995 e 2005. O 6leo de palma ocupa a segunda
posicao entre os 6leos vegetais mais consumidos no mundo, logo apds o de soja. A Maldsia e a
Indonésia sdao os principais produtores mundiais, respondendo por mais de 80% da produgdo
mundial e se caracterizando como os maiores exportadores mundiais do produto (NUNES,
AKATSU, ANGELIS, 2007).

Atualmente a producgdo brasileira estd localizada nos Estados do Pard, Amazonas,
Amapa e Bahia. O Para € responsavel pela maior parte da producdo brasileira de dendé. A édrea
cultivada em 2007 foi estimada em 60 mil hectares, o que resultou em uma producio de 65 mil
toneladas de 6leo (95% do total de 6leo produzido no Brasil). A empresa Agropalma é a
empresa lider do setor e responde por 60% do total da drea plantada e por 75% do 6leo total

produzido (FARIAS et al, 2009).

2.3.4 Catalisadores

Para que ocorra a reag@o de transesterificagdo pode, ou ndo, ser necessdria a presenca de
um catalisador que pode ser acido, bdsico ou enzimdtico, sendo que esses catalisadores podem

ser homogéneos ou heterogéneos (PINTO et al,2005).

2.3.4.1 Catdlise homogénea

Os catalisadores homogéneos sdo tradicionalmente utilizados nas industrias para a
producdo de biodiesel. Sdo catalisadores liquidos, relativamente baratos que proporcionam
reacOes mais réapidas, com melhores indices de conversdo dos triacilglicerideos e a temperaturas
mais amenas, entre 40 e 65°C. Porém, sua remogdo do meio reacional é tecnicamente complexa,
dificultando sua reciclagem e gerando grande quantidade de residuos, aumentando os gastos na
producdo e conseqiientemente o custo do produto final, tornando esses tradicionais catalisadores

menos favoraveis (PINTO et al,2005).
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Na catdlise bdsica homogénea utilizam-se bases fortes como hidréxidos, carbonatos ou
metoxidos de soédio ou potdssio, entre outros (SUAREZ et al, 2007). Tais catalisadores
alcalinos, ndo sao resistentes a presenca de dgua no meio reacional e a 6leos vegetais que
apresentam altos teores de dcidos graxos livres em sua composi¢do. Com a sua utilizagdo sob
estas condicdes, ocorre a formagdo de sabdes (Figura 9), um produto indesejavel originado a
partir da neutralizacdo dos 4cidos graxos livres no 6leo e também pela saponificacio do
triacilglicerideo. Esta formacgd@o de sabdes € prejudicial, pois consome o catalisador e diminui a
producdo de biodiesel, além disso, torna a separacdo do produto bem mais dificil, sendo

necessdria a purificacdo (neutralizagdo) do produto final (PINTO et al, 2005; BAYENSE et al,
1996).

RCOOR' + H0 RCOOH + ROH

Alquil éster Agua Acido Alcool
Carboxilico

RCOOH + NaOH —— RCOONa + H,0
Hidroxido Sabao
de sodio

Figura 9. Equacgao da formacao de sabdes a partir de dcidos graxos (PINTO et al,2005).

Uma das alternativas para evitar a formacdo de sabdes pode ser a utilizacio de um
catalisador acido. Os catalisadores acidos mais utilizados sdo acido sulfirico, acido sulfonico,
acido fosférico e dcido cloridrico. Nesta catdlise, a taxa de conversdo de triacilglicerideos em
comparagdo com a catdlise basica é muito inferior, e a demanda de catalisador e a relagdo
alcool/6leo sdao mais altas. No que diz respeito ao tempo de reacdo e consumo energético, os
valores também sdo altos comparados a catdlise bdsica, visto que, a maioria dos processos de
catdlise d4cida demanda aquecimento para ativacdo da reacdo. Entretanto, esta rota dcida permite
a utilizacdo de 6leos com um alto teor de acidos graxos livres tais como, 6leos vegetais ndo
refinados, Oleos provenientes de fritura e residuos industriais ricos em triglicerideos
(LOFRANQO, 2008).

O mecanismo da reacdo de transesterificacdo de triacilglicerideos utilizando catalisador

basico em um processo catalitico homogéneo estd demonstrado na Figura 10: (1) produgdo de
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espécies ativas, RO’; (2) ataque nucleofilico do RO™ sobre o grupo carbonila do triacilglicerideo,
formando um intermedidrio tetraédrico; (3) quebra do intermedidrio; (4) regeneracdo das

espécies ativas RO". A sequéncia se repete por duas vezes.

(1) ROH + B == RO + BH'

mo\"‘ o™

Figura 10. Mecanismo da reacdo de transesterificacdo de triacilglicerideos utilizando
catalisador basico em um processo catalitico homogéneo, onde: B — catalisador basico; R, R, e

R3 — cadeia carbonica de dcidos graxos; R — grupo alquil do dlcool (LOTERO et al., 2005).

O mecanismo da reacdo de transesterificacdo de triacilglicerideos com catalisador dcido
em um processo catalitico homogéneo estd demonstrado na Figura 11: (1) protonagdo do grupo
carbonila pelo catalisador dcido; (2) ataque nucleofilico do édlcool, formando um intermedidrio
tetraédrico; (3) migracdo do préton e quebra do intermedidrio. A sequéncia se repete por duas

VEZES.
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(n R; O—C

Figura 11. Mecanismo da reagdo de transesterificacdo de triglicerideos utilizando catalisador
dcido em um processo catalitico homogéneo, onde: R;, R, e R3 — cadeia carbdnica de acidos

graxos; R4 — grupo alquil do dlcool (LOTERO et al, 2005).

2.3.4.2 Catdlise heterogénea

Os catalisadores heterogéneos mais citados na literatura incluem zedlitas, enzimas
imobilizadas em suportes solidos, argilas, resinas de troca-idnica, 6xidos de metais de transi¢ao,
entre outros. Os catalisadores heterogéneos podem ter propriedades dcidas ou bésicas e podem
ser extraidos do meio reacional por uma simples filtragcdo podendo ser reutilizados. Além disso,
sua utilizacdo no processo de produgdo do biodiesel torna mais simples a separacdo, purificacido
e lavagem do produto (DABDOUB et al, 2009).

Este tipo de catalisador ndo provoca a producdo de sabdes através da saponificacdo dos
triacilglicerideos ou da neutralizacdo dos acidos graxos livres. Além disso, apresentam alta
eficiéncia e atividade tanto via transesterificacdo de triacilglicerideos quanto esterificacdo de

dcidos graxos livres. Entretanto, ocorre um menor rendimento de ésteres alquilicos e a reacdo
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necessita de altos valores de temperatura e pressdo e elevado tempo, possuindo, assim, pouca
aplicabilidade industrial (DABDOUB et al, 2009).

Portanto, para que estes catalisadores sejam considerados economicamente competitivos
frente aos catalisadores atualmente utilizados, torna-se necessirio que atuem eficientemente a
temperaturas abaixo de 120°C e com, no méximo, de 2 a 3 kg/cm? de pressdo. Apesar destes
empecilhos, os catalisadores heterogéneos sdo a esperanca na evolucdo dos processos de
producdo de biodiesel (PINTO et al,2005; DABDOUB et al, 2009).

Alguns dos catalisadores heterogéneos bdsicos mais comumente utilizados sdo K/y-
Al,O3, HTiO, hydrotalcite, 6xidos mistos de Ca e Zn, CaO e MgO suportados em Al,Os, 6xidos
de metais alcalino-terrosos, zeolitas bdsicas, entre outros. O mecanismo da reacdo de
transesterificacdo utilizando-se um catalisador heterogéneo bdsico € mostrado na figura 12.
(CHOUHAN; SARMA, 2011).

A partir da observacdo da figura 12, nota-se a semelhanca deste mecanismo com
catalisador bdasico heterogéneo com o mecanismo do processo catalitico bdsico homogéneo
(figura 10). O primeiro passo leva a formagdo de um grupo alcéxido (espécies ativas RO") e a
protonacdo da base (6xido metdlico). O grupo alcéxido ataca uma carbonila do triglicerideo,
formando o intermedidrio tetraédrico, que apds sua quebra, origina o diglicerideo e uma
molécula de éster de dcido graxo (biodiesel). A sequéncia se repete por duas vezes. (FARIA et

al, 2008).
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Figura 12 — Mecanismo geral de um catalisador heterogéneo bdsico durante a transesterificacao

(CHOUHAN; SARMA, 2011).

Atualmente, as pesquisas na &drea de biodiesel estdo focadas em explorar novos
catalisadores solidos dcidos para a reagdo de transesterificagdo. Estes catalisadores apresentam
vantagens em relagdo aos catalisadores 4acidos homogéneos, como, (1) eles eliminam a
necessidade de lavagem do biodiesel, (2) facil separacdo do catalisador do meio reacional,
resultando em menor nivel de contamina¢do do produto, (3) fécil regeneragdo e reutilizagdo do
catalisador e (4) reduz problemas de corrosdo.

O catalisador s6lido 4cido ideal para a reacdo de transesterificacio deve possuir
caracteristicas como um sistema interconectado de poros largos, uma concentracdo moderada a
elevada de sitios acidos fortes, e superficie hidrofébica. Entretanto, pesquisas envolvendo o uso
direto de catalisadores sélidos dcidos para producdo de biodiesel ndo tem sido amplamente
exploradas. Isso se deve, em parte, as limitacdes deste sistema, como baixa taxa reacional e
reacOes paralelas indesejaveis. O mecanismo da reacdo de transesterificacdo de triglicerideos,
ou de um éster simples, catalisada por sélidos 4cidos ainda ndo foi completamente elucidado,
porém, um mecanismo proposto para a reacdo ¢ mostrado na figura 13. A partir da observacao
da figura 13, nota-se a semelhanca deste mecanismo com catalisador dcido heterogéneo com o

mecanismo do processo catalitico d&cido homogéneo (figura 11).
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Alguns dos catalisadores heterogéneos dcidos mais utilizados sdo ZrO,, ZrO, sulfatada
(SO4*/Zr0,), 6xidos mistos de aluminio e zircoHnio modificados com tungsténio (WZA),
peneiras moleculares mesoporosas (Al-MCM-41), resinas &4cidas (Amberlist 15), silica
mesoporosa funcionalizada com &4cido organosulfonico, heteropolidcidos, (HPA), entre outros

(CHOUHAN; SARMA, 2011).
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Figura 13. Mecanismo geral de um catalisador heterogéneo dcido durante a transesterificacao

(CHOUHAN; SARMA, 2011).

2.3.4.3 Catdlise enzimdtica

A partir de meados do século XX as enzimas passaram a ser extraidas das células
produtoras e ocuparam papel importante em processos industriais. Este fato intensificou a
atencdo destinada as enzimas, o que permitiu sua comercializacdo e utilizacao em larga escala.
As principais vantagens do uso de catalisadores enzimdticos em relacdo ao uso de catalisadores
quimicos em processos industriais sdo (1) as condicdes brandas de pH e temperatura, (2)
beneficios econdmicos devido a reducdo de tempo e energia elétrica gastos, além da preservagao
de tanques reacionais, os quais ndo sao mais submetidos a altas pressdes, temperaturas e agentes

corrosivos e (3) diminuicdo de rejeitos industriais.
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Atualmente a disponibilidade de catalisadores biolégicos tem modificado indimeros
setores industriais, bem como acrescentado beneficios e melhoria da qualidade de vida humana.
Pelo exposto, pode-se estabelecer que enzimas sdo macromoléculas catalisadoras de reagdes
quimicas, presentes em todos os seres vivos, dos quais podem ser extraidas e aplicadas, livres ou
imobilizadas, em sistemas diferentes daquele que as originou. Um esquema do mecanismo da
atuacdo catalitica das enzimas em seus substratos € representado na figura 14 (SAID, PIETRO,

2004).

Complexo Complexo
Substrato Livre (S) Enzima-Substrato (ES) Enzima-Produtos (EP) Produtos Livres

Enzima Livre (E) . e Enzima Livre (E)
= => =
.
-

Figura 14. Mecanismo bdsico da catdlise enzimatica.

Podem ser utilizadas enzimas na forma extracelular ou intracelular (célula integral),
imobilizadas em suportes que possibilitem a reciclagem do catalisador (RANGANATHAN et
al, 2008). Entretanto, este tipo de catdlise ainda possui problemas quanto a aplicacdo em escala

industrial, tais quais, custo elevado da enzima, baixa taxa reacional e desativacdo da enzima

(LAM et al, 2010)

2.3.4.3.1 Imobiliza¢do enzimatica

Com a finalidade de aproveitar o potencial catalitico das enzimas, e reunir as vantagens
dessas proteinas sobre os catalisadores quimicos, tem-se estudado formas de torné-las insoltiveis
ao meio reacional. Uma forma de fazer isso € ligar as enzimas em suportes s6lidos insoliveis ao
meio reacional, sendo estas conhecidas como enzimas imobilizadas. Ao se obter uma enzima
imobilizada ativa e estdvel, e com boa especificidade ao substrato, as enzimas podem ser
utilizadas nos processos industriais de forma similar aos catalisadores quimicos heterogéneos. O
complexo enzima-suporte mantém as caracteristicas fisicas do suporte e a0 mesmo tempo, retém

a atividade bioldgica da enzima na forma solivel (SAID, PIETRO, 2004).
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Pode-se dizer entdo que uma enzima imobilizada € uma enzima fisicamente confinada ou
localizada em uma regido definida do espaco que mantém sua atividade catalitica podendo ser
utilizada repetidamente. Em geral, os métodos de imobilizacdo podem ser classificados em duas
categorias, os baseados em retencdo quimica e os baseados em retencdo fisica da enzima ao

suporte, como mostrado na Figura 15.

Classificaciio da Imobilizacio Enzim:itica

Ligacdo Quimica Retenciio Fisica
| |
[ | | I |
Adsorgiio Ligagio Ligacio Aprisionamento Encapsulamento
Iénica Covalente

!”é ) ‘\
I \
) \
090
Na Enzima | ]
(Ligacdo /' 5 /
Cruzada) Yeme?

-
LY P ™

No Suporte

Figura 15. Métodos de Imobilizacdo. JEGANNATHAN et al 2008).

A imobiliza¢do por adsorcdo consiste em prender a enzima na superficie do suporte por
meio de forgcas de interagdo fracas, como, por exemplo, forcas de van der Waals ou de
dispersdo. O procedimento para este método € facil, de baixo custo, ndo envolve substincias
quimicas toxicas e apresenta alta atividade para produgdo de biodiesel, além disso, a enzima
imobilizada ndo sofre limitagdes de transferéncia de massa. Porém, a enzima pode ser
facilmente removida do suporte durante a reacdao devido as forgas fracas de interacdo enzima-
suporte. Essa remog¢ao pode ocorrer, por exemplo, pelo contato do material com o sistema de
agitacdo da reacdo. Neste caso ocorre perda de atividade enzimadtica pela lixiviacdo da enzima e
ndo pela desativacdo da mesma. A intensidade da forca de interacdo enzima-suporte pode causar
distor¢des na estrutura da proteina, as quais sdo mais pronunciadas em baixas cargas de enzima
imobilizadas. Deste modo, a estabilidade da enzima imobilizada por adsorcdo é muito baixa,

tornando a reutilizacdo imprépria para aplicacdo industrial. JEGANNATHAN et al 2008)
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2.3.4.3.2 Lipases

Atualmente existe um interesse na utilizacdo de lipases como -catalisadores para
producdo de biodiesel, devido a sua maior eficiéncia, alta seletividade, menor consumo
energético (condi¢cdes brandas de reacdo), e menor geracdo de residuos (ambientalmente
favoravel) (AKOH et al., 2007).

Lipases sdo enzimas importantes na natureza, responsdveis pela reciclagem de lipideos.
Elas também estdo envolvidas na quebra e mobilizacdo de lipideos nas células de diferentes
seres vivos assim como na transferéncia de lipideos entre diferentes organismos. Estas enzimas
sdo classificadas como hidrolases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C. 3.1.1.3) e possuem tanto
atividade sintética como hidrolitica. Elas sdo biocatalisadores efetivos que atuam na interface
entre um substrato insoldvel (triacilglicerideos) e uma fase aquosa (4lcool), na qual elas sdo
soliveis, o que torna estas enzimas apropriadas para aplicacdo na reagdo de transesterificacao.
Muito trabalho vem sendo realizado na drea de transesterificacdo de triacilglicerideos catalisada
por lipases com o intuito de superar as limitacdes que impedem o uso das enzimas em larga
escala (BAJAJ et al, 2010).

Como detalhado abaixo, seu sitio ativo € constituido por uma triade catalitica composta
pelos aminodcidos Ser-His-Asp (Figura 16) e o mecanismo reacional das lipases (Figura 17)
ocorre da seguinte maneira, [1] ocorre a ligacdo do lipideo, ativacdo do residuo nucleofilico de
serina pela histidina vizinha e ataque nucleofilico da carbonila do substrato por Ser O". [2]
Ocorre a formagdo do intermedidrio tetraédrico transitério, com O estabilizado por intera¢des
com dois grupos NH de peptideos, a histidina doa um préton para o grupo de saida do substrato
(4lcool). [3] H4 formacdo de um intermedidrio covalente (enzima + grupo acila), no qual o
componente dcido do substrato € esterificado para o residuo serina da enzima. A molécula de
dgua que entra € ativada pelo residuo de histidina vizinho, e o fon hidroxila resultante realiza um
ataque nucleofilico na carbonila do intermedidrio covalente. [4] O residuo de histidina doa um
préton para o dtomo de oxigénio do residuo ativado de serina, a ligacdo éster entre serina e
componente acila € quebrada, e o produto acila € liberado. Lipases de fontes diferentes possuem

propriedades diferentes, assim, lipases provenientes de diferentes microorganismos tem sido
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estudadas quanto a sua atividade frente a transesterificacdo de triacilglicerideos em busca da

enzima ideal (GONCALVES et al, 2006; JAEGER, 1999; JEGANNATHAN et al, 2008).

Figura 16 — Aminodcidos que compdem a triade catalitica das lipases. (FERSHT, 1995).
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Figura 17. Mecanismo reacional das lipases na transesterificacio JEGANNATHAN et al,

2008).
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O uso de enzimas livres torna praticamente impossivel a recuperacdo e reuso das
mesmas, 0 que incrementa os custos econdmicos do processo, além de promover a
contaminacdo do produto com atividade enzimadtica residual. Essas dificuldades podem ser
superadas pelo uso dessas enzimas na sua forma imobilizada, permitindo o reuso desse
biocatalisador vdrias vezes, reduzindo custos e ainda melhorando a qualidade do produto obtido

(DABDOUB, BRONZEL, RAMPIM, 2009).

2.3.4.3.3 Lipase de Thermomyces lanuginosus

A enzima lipase do fungo Thermomyces lanuginosus (chamado antigamente de
Humicola lanuginosa) é uma proteina constituida de 269 residuos de aminoécidos. Seu peso
molecular é de 31.700 g/mol e seu ponto isoelétrico é 4,4. Sua forma é grosseiramente esférica
com tamanho de 35 A x 45 A x 50 A (neste ponto, é relevante observar que a molécula de
enzima ndo € capaz de entrar nas cavidades das zeolitas). A Figura 18 mostra as estruturas da
enzima em sua forma aberta e fechada. A estrutura da maioria das lipases, incluindo a lipase em
questdo, possui o /id, que € uma estrutura mével composta por uma alfa-hélice que cobre o sitio
ativo tornando-o inacessivel para o substrato. Esta conformacdo da molécula da enzima ¢é
chamada de fechada e ocorre quando a enzima estd em solucdo aquosa onde ndo existe um
solvente organico hidrofébico que formaria a interface onde as lipases atuam. Assim, esta
conformagdo fechada possui uma baixa atividade lipolitica. Na presenca de um substrato
hidrofébico ocorre um rearranjo do /id de modo que o sitio ativo da enzima torna-se acessivel ao
substrato, sendo esta conformagdo da molécula chamada de conformacdo aberta. Esta
conformagdo ocorre na interface entre o lipideo (molécula hidrofébica) e a d4gua e neste caso a
enzima exibe maior atividade lipolitica. (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; CAJAL, 2000;
ZHENG et al, 2011; LI, ZONG, MA, 2009).
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Forma Fechada Forma Aberta

Figura 18. Estrutura tridimensional da lipase de Thermomyces lanuginosus. (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010)

Em se tratando do uso da lipase de Thermomyces lanuginosus para produgdo de
biodiesel, um problema que deve ser superado € a sua régio especificidade para as posicdes 1 e
3 da molécula de triacilglicerideo. Os rendimentos da reacdo devem ser proximos de 100 % para
tornar o uso da catalise enzimdtica competitivo quando comparado com a catdlise quimica.
Assim, uma migra¢do do grupo acila da posicdo 2 para a posicdo 1 ou 3 da molécula de
triacilglicerideo deve ocorrer durante a reacdo (Figura 19). Na verdade, esta migracdo ocorre
espontaneamente em muitos casos e diferentes fatores podem influenciar esta migracdo do
grupo acila. Du et al (2005) reportaram que o uso de silica, que foi utilizada como suporte
s6lido para imobilizar a lipase de Thermomyces lanuginosus, contribuiu de maneira significativa
para promog¢do desta migracdo no processo de transesterificacdo. (FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010)

q OH O-CO-R? OH
Migracao
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Figura 19. Migracdo do grupo acila da posicdo 2 para a posicdo 1 ou 3 da molécula de

triacilglicerideo. (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010)

2.4 ZEOLITAS
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O termo zedlitas abrange a classe dos alumino silicatos hidratados de metais alcalinos ou
alcalinos terrosos, principalmente sddio, potdssio, cdlcio e magnésio. Estdo estruturadas em
redes cristalinas tridimensionais compostas de unidades primérias e unidades secundérias,
ambas de constru¢@o. As unidades primdrias de construg¢do sdo compostas de tetraedros do tipo
TO4 (T = Si, Al, B, Ge, Fe, P, Co) unidos nos vértices pelo dtomo de oxigé€nio como

demonstrado na Figura 20 (LUNA & SCHUCHARDT, 2001).

Figura 20. Unidades primdrias de construcao.

As unidades secunddrias de construgdo, apresentadas na Figura 21, s@o 16 unidades que
consistem de 4 a 16 atomos T e, quando ligadas, podem formar diversos tipos de redes
cristalinas (BAERLOCHER et al, 2001; GHOBARKAR et al, 1999). A unido dessas unidades
secunddrias de construcdo, forma estruturas mais complexas chamadas de unidades poliédricas
de construcdo. Uma das unidades poliédricas mais importantes € a gaiola sodalita (Figura 22,

item I)
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M

Figura 21. Unidades secunddrias de Figura 22. Unidades poliédricas de

constru¢ao. constru¢ao.
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A Gaiola Sodalita, consiste em um octaedro formado por 4 e 6 tetraedros e é
usada para descrever as complexas estruturas das zedlitas A e Faujasita, sendo esta

isoestrutural das ze6litas sintéticas X e Y, como demonstradas na Figura 23.

[

Unidade Poliédrica

Gaiola de sodalita , \
/ Abertura \

Octogonal Dodecagonal

(b)

Localizacio da grande cavidade

Figura 23. Formacio estrutural das zedlitas: (a) Zedlita A (LTA); (b) Zedlita X ou Y
(FAU).

As zeblitas apresentam esses canais e cavidades interconectadas de dimensdes
moleculares (geralmente inferiores a 10 A) (LUNA & SCHUCHARDT, 2001) que
podem ser preenchidas por 4gua, sais e fons de compensagdo, possibilitando-as a
capacidade de troca idnica e seletividade catalitica. Essa estrutura microporosa confere
as zedlitas uma superficie interna muito grande, quando comparada a sua superficie
externa. Dessa maneira, quanto maior a estrutura microporosa, maior serd a mobilidade
dos reagentes em seu interior proporcionando uma maior atividade catalitica (SMART
& MOORE, 1995).

1+3

A substituicio de Si** por Al", no caso da estrutura SiO4 e AlOy4, gera uma

densidade de carga negativa que € balanceada por cdtions trocdveis de metais alcalinos
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(Na*, K*) ou alcalino terrosos (Mg, Ca®") assegurando a estabilidade do sélido,

possibilitando assim variar suas fungdes cataliticas (CUNDY & COX, 2003).

2.4.1 Importancia das zeolitas

As zedlitas sdo materiais de grande interesse econdmico e, portanto, sdo objeto
de intensa pesquisa tanto nos laboratérios académicos quanto nos industriais. Tal fato
ocorre, pois sdo eficientes catalisadores heterogéneos aplicados em inlimeras reagdes
industriais.

Os fatores que as tornam eficientes e desejaveis sao os seguintes:

e Ags zedlitas possuem uma grande drea superficial para que ocorram as reacoes,
devido a sua configuracdo da rede tetraédrica;

e Possuem uma estrutura bem definida, com um sistema micro-poroso e uma
complexa rede de canais, fatores pelos quais também s3o consideradas
excelentes peneiras moleculares;

e Sdo catalisadores que apresentam uma alta estabilidade térmica. Dessa forma,
podem ser utilizados em reacdes com elevadas temperaturas, mantendo a sua
atividade e sem sofrer danos em sua estrutura cristalina;

e As zedlitas sdo facilmente regeneradas e recuperadas, ji que s@o catalisadores
s6lidos que podem ser separadas por processos simples como, por exemplo, a
filtragcdo;

e Possuem poros uniformes, o que as tornam bem especificas para determinadas
reacoes;

e Pode sofrer processos de troca idnica, o que lhes proporcionam novas atividades
cataliticas (CUNDY & COX, 2003; LUNA & SCHUCHARDT, 2001);

e Apresentam diferentes tipos de seletividade perante diversos materiais, por causa
da sua variedade de tamanho de poros. Tal caracteristica € uma das que mais se
destaca, pois, € através dela, que a estrutura da ze6lita pode conduzir uma reagao
catalitica na direcdo de um produto especifico, evitando, dessa maneira, reagdes

paralelas indesejaveis (LUNA & SCHUCHARDT, 2001).

2.4.2 Producio de biodiesel a partir de catalisadores zeoliticos
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A literatura apresenta diversas sinteses de transesterificacdo de dleo vegetal para
producio de biodiesel utilizando zedlitas como catalisadores (YAGIZ, KAZAN, AKIN,
2007; RAMOS et al 2008; SUPAMATHANON, 2011; KANSEDO, LEE, BHATIA 2,
2009; XIE, HUANG, LEE, 2007; MACARIO et al, 2010). Suppes (2004) e
colaboradores realizaram experimentos bastante detalhados com vdrias zedlitas de
diferentes composicdes quimicas e estruturais. As zedlitas estudadas por eles foram as
zeblitas NaX faujasitica e o titanosilicato ETS-10. Os estudos foram conduzidos a uma
temperatura de reacdo de 60°C para a série de zeolita faujasitica NaX, 120°C para a
série de zeodlita ETS-10 e 150° para a série de catalisadores metdlicos.Os melhores
resultados em termos de conversdo ou percentagem de ésteres metilicos formados
ocorreram para a zedlita ETS-10 (95,8 % ésteres metilicos), NaOx/NaX (96,5% ésteres
metilicos;) e K-ETS10 (93,8% de ésteres metilicos) em condicdes de reacdo de 150°C e
24 horas e uma relacdo de 6leo/metanol de 1:6. Os resultados obtidos nas mesmas
condi¢des reacionais anteriores com diminui¢io da temperatura para 60°C foram:
zeodlitas NaOx/NaX (84,2% ésteres metilicos), ETS-10 (80,7% de ésteres metilicos) e
Cs-ETS10 (71,9% de ésteres metilicos).

Embora o trabalho feito por Suppes (2004) tenha demonstrado o potencial dessas
zeoblitas tradicionais como possiveis catalisadores para a reacdo de transesterificacdo de
6leos vegetais a biodiesel, a sua aplicacdo em escala industrial em substituicdo aos
catalisadores homogéneos ndo foi vidvel em virtudes de sérios fatores, tais como o fato
da infra-estrutura industrial estar montada para uso de catalisadores homogéneos,
lixiviagdo dos cations de compensagdo para o biodiesel e elevado tempo de reacgdo.
Todavia, o estudo motivou a busca de novas zedlitas, principalmente zedlitas que
pudessem ter o potencial de catalisar a reagdo de transesterificagdo na via etilica, ou
seja, usando etanol. (SUPPES et al, 2004). Dentro dessa proposta de busca de novos
catalisadores para sintese de biodiesel usando a rota etilica, foram elaborados neste
estudo os experimentos para a producdo de biodiesel utilizando a rota etilica para a

reacdo de transesterificacdo dos triacilglicerideos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SINTESES DOS MATERIAIS ZEOLITICOS

3.1.1 Sinteses de zeolitas gismondina sodica (GIS/Na).

Em uma sintese tipica solu¢des de aluminato de sédio e hidréxido de sédio
foram preparadas usando d4gua destilada. Uma solu¢do de hidréxido de
tetrapropilaménio (20% TPAOH em H,0) foi acrescentada a solu¢do de aluminato de
s6dio e permaneceu em agitacdo por 30 minutos. Em seguida foi acrescentada a silica
amorfa (Cabosil Grade EH-5), em quantidade suficiente para que a composicdo molar
da reacdo fosse: 1 SiO; : 1 ALLOs : 4,5 Na,O : 35,5 TPAOH : 500 H,0. O gel final foi
colocado em reator e a cristalizagdo ocorreu por 5 dias a 100°C. O precipitado zeolitico
foi filtrado, lavado com uma solu¢do contendo NaOH (pH 10) e seco em mufla com a
seguinte rampa de aquecimento: 25-100°C por 1 hora; 100-150°C por Y2 hora; 150-
200°C por ¥2 hora; 200°C por 1 hora. Esta amostra foi denominada de GIS/Na. A zeolita
foi convertida para a forma GIS/Ca, GIS/Mg, GIS/Ni, GIS/Sr, GIS/Mn, e GIS/Co por

troca i6nica com a solucgéo de sal apropriada.

3.1.1.2 Troca i0nica da zedlita GIS/Na com diferentes cations

No presente trabalho foram realizadas trocas i0nicas da zeolita gismondina
sédica (GIS/Na) com os seguintes cétions: Mg®*, Ca®*, Sr**, Co**, Mn** e Ni**, sendo
que as zeolitas submetidas ao processo de troca idnica serdo doravante denominadas
como, GIS/Mg, GIS/Ca, GIS/Sr, GIS/Co, GIS/Mn e GIS/Ni. Um experimento tipico de
troca idnica foi realizado da seguinte maneira: 1g de zeolita gismondina (GIS/Na) foi
adicionado a 30 mL de uma solucdo 0,5 Molar do respectivo cdtion. A mistura foi
agitada por 1 hora a temperatura ambiente e depois colocada em estufa a 80°C por 24
horas. Apds este periodo a reagcdo de troca idnica foi interrompida, a solugdo foi
resfriada a temperatura ambiente e a amostra foi filtrada, lavada com excesso de dgua
destilada e seca a temperatura ambiente. As amostras secas foram caracterizadas por

raios-X.

3.1.2 Sinteses de zeolitas com topologia faujasitica (FAU/Co e FAU/Cu)
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Materiais zeoliticos com topologia similar a da zeolita fajasita enriquecidas com
alto teor de Co e Cu foram sintetizados no laboratério LACET do IBILCE-UNESP sob
coordenagdo do Prof. Dr. José Geraldo Nery. Devido & possibilidade do pedido de
patenteamento destes materiais junto a agencia de inovacdo da UNESP (AUIN -
Agencia Unesp de Inovacdo), detalhes da sintese destes materiais nao serdo fornecidos
neste momento. Todavia, os dados de caracterizag@o estrutural e analise quimica, assim
como os resultados das reagdes de transesterificacdo serdo apresentados nas proximas

secoes. Estes materiais foram classificados em dois grupos: FAU/Co (enriquecida com

Co**) e FAU/Cu (enriquecida com Cu®).

3.1.2.1 Troca 10nica das zedlitas FAU/Co e FAU/Cu

No presente trabalho foram realizadas trocas idnicas da zeolita FAU/Co e
FAU/Cu com NH4Cl, sendo que as zeolitas submetidas ao processo de troca idnica
serdo doravante denominadas como, FAU/Co.NHs e FAU/Cu.NHs. Um experimento
tipico de troca idnica foi realizado da seguinte maneira: 1g de zeolita com topologia
similar a da zeolita faujasita (FAU/Co ou FAU/Cu) foi adicionando a 30 mL de uma
solu¢do 1 molar de cloreto de amonio (NH4Cl). A mistura foi agitada por 1 hora a
temperatura ambiente e depois colocada em estufa a 80°C por 24 horas. Apds este
periodo a reagdo de troca i0Onica foi interrompida, a solu¢do foi resfriada a temperatura
ambiente e a amostra foi filtrada, lavada com excesso de 4gua destilada e seca a
temperatura ambiente. As amostras secas foram submetidas a caracterizagdo por raios-
X. Depois de prontas, estas amostras foram calcinadas com o objetivo de formar sitios

acidos.

3.1.2.2 Calcinacio da zedlita FAU/Co.NH4 e FAU/Cu.NH4

Apds a troca iOnica descrita no item anterior (3.1.4) foram realizados
experimentos de calcinacdo de parte do material obtido, tanto para a zeolita
FAU/Co.NH, quanto para a zeolita FAU/Cu.NH4. A calcinacdo foi realizada com a
seguinte rampa de aquecimento: 25-100°C (1hora), 100-150°C (1/2 hora), 150-200°C
(1/2 hora) e 200-550 °C (3 horas). Apés atingir 550°C a amostra permaneceu nesta

temperatura durante 8 horas. Durante este processo ocorre a formagdo de sitios 4dcidos



44

devido a decomposicdo do fon amdnio com liberacdo do amoniaco e geragdo do sitio

dcido de Brgnsted. Desta forma o material submetido a calcinagdo a 550°C foi

denominado FAU/Co.H e FAU/Cu.H.

3.1.3 Caracterizacao dos materiais zeoliticos

As andlises de raios-X foram realizadas no departamento de fisica da USP Sao
Carlos- SP com o grupo da Professora Yvonne P. Mascarenhas. Os dados foram
coletados utilizando um difratdmetro RIGAKU RU200B provido de dnodo rotatério de
cobre (Cu), filtro de niquel (Ni) e cristal monocromador de grafite. O angulo de
varredura para a coleta de dados variou de 5 a 80 graus (2 theta).

Os dados de microscopia eletronica de varredura (SEM) foram obtidos através
do microscépio eletronico de varredura FEI Magellan 400 L. Tal aparelho operou com
feixe de elétrons reguldveis para tensdes de 5 a 25 kV. As andlises foram realizadas na
universidade federal de Sdo Carlos-UFSCar junto ao departamento de Engenharia de
Materiais no Laboratério de Caracterizagdo Estrutural (LCE).

A andlise quimica elementar das zedlitas GIS/Na, GIS/Ni, FAU/Co e FAU/Cu
para Si, Al, Na, Ni, Co e Cu foram feitas na Central Analitica do Instituto de Quimica
da USP - Sao Paulo, que possui um equipamento de espectrometria de emissao atomica

com plasma induzido (ICP-AES) Spectro Ciros CCD.

3.2 ENSAIOS ENZIMATICOS

3.2.1 Imobilizacdo enziméatica nos materiais zeoliticos

A imobilizag¢do da enzima lipase de Thermomyces lanuginosus (Lipolase 100L
Sigma) nos materiais zeoliticos preparados como descrito nos itens anteriores foi
realizada seguindo procedimento adaptado da literatura (DE VASCONCELLOS et al,
2012). O procedimento experimental padrdo para um experimento de imobilizacdo
enzimatica foi feito da seguinte forma: 200 mg da zeolita foram adicionados a uma
solucdo contendo 100 uL da enzima lipase de Thermomyces lanuginosus (Lipolase
100L Sigma) e 3900 pL de tampdo fosfato pH 7 (dilui¢do da enzima em tampdo 1/40).
A mistura foi agitada por 16 horas a temperatura ambiente. Apds as 16 horas de reagdo,

a mistura foi centrifugada para separar o material sélido (complexo zeolita-enzima) do
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sobrenadante (dgua mae). Esta solucdo sobrenadante (4gua mae) foi utilizada para
determinar a quantidade de enzima imobilizada, como serd descrito adiante na se¢do
3.2.3. O complexo zeolita-enzima foi lavado com dgua destilada e posteriormente foi
colocado em recipiente tampado por filme pléstico e deixado a temperatura ambiente
para secagem. Depois de seco o material foi estocado em freezer até o momento de sua
utilizacdo. Os experimentos de imobilizacdo enzimdtica originaram os complexos
zeolita-enzima utilizados neste trabalho (GIS/Na/ENZ, GIS/Ca/ENZ, GIS/Mg/ENZ,
GIS/St/ENZ, GIS/Co/ENZ, GIS/Ni/ENZ, GIS/Mn/ENZ, FAU/Co/ENZ, FAU/Cu/ENZ,
FAU/Co.NH4/ENZ, FAU/Cu.NH#/ENZ, FAU/Co.H/ENZ e FAU/Cu.H/ENZ).

3.2.2 Pré-tratamento da lipase antes da imobilizacao enzimatica

Este procedimento foi adaptado da literatura (LEE et al, 2006). Como descrito
anteriormente (secdo 3.2.1), em um procedimental experimental de imobilizagdo
enzimdtica tipico, foi preparada uma solucéio contendo a enzima Lipolase 100L, tampao
fosfato e zeolita, a qual permaneceu em agitacdo durante 16 horas. O pré-tratamento da
enzima antes da imobiliza¢do enzimética ocorreu da seguinte forma: adicionou-se 40 uLL
de 6leo de soja a solucdo contendo enzima Lipolase 100L e tampao fosfato. Esta
solucdo permaneceu em agitacdo durante 30 minutos, periodo no qual ocorreu a
interacdo do substrato (6leo de soja) com o sitio ativo da enzima antes que o processo
de imobilizacdo no suporte solido (zeolita) tivesse comecado. Somente depois de
passados esses 30 minutos de agitacdo a zeolita foi entdo adicionada. Portanto, espera-se
que a interac@o entra a enzima e o suporte tenha ocorrido em uma regiao da molécula de
enzima afastada de seu sitio ativo, devido ao impedimento estérico gerado pelo
substrato (enzima foi imobilizada em sua forma aberta que apresenta maior atividade

lipolitica).

3.2.3 Determinacio da quantidade de enzima adsorvida sobre o suporte

A quantidade de enzima imobilizada no material sélido é equivalente a
concentragdo inicial de enzima no inicio da imobiliza¢do (quantidade conhecida) menos
a concentracdo de enzima presente na solucido de 4gua mae. Assim, a concentragdo de

enzima presente na solucdo de dgua mae foi determinada pelo método de Bradford
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(1976) e para determinacdo da quantidade de proteina adsorvida sobre o suporte sélido

(P) foi utilizada a equagdo 1 (YAGIZ, 2007).

__ CoVo—=CyVy

w

(1)

Onde:

Co — concentragdo inicial de proteina (mg/mL).

Cr — concentracdo final de proteina, ou da solug¢do de d4gua mae (mg/mL)
Vo — volume inicial utilizado na imobiliza¢do (mL)

V¢ — volume final apds a imobilizacdo (mL)

w — massa do suporte sélido utilizada na imobilizacao (g).
3.2.4 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica da enzima livre ¢ do complexo zeolita-enzima foram
determinadas pelo método inicialmente descrito por Winker & Stuckman (1979)
modificado por Krieger (1995) que mede a quantidade em micromoles de p-nitrofenol
liberada através da hidrélise do p-nitrofenil palmitato. O p-nitrofenol liberado foi

determinado por espectrofotometria (410 nm) utilizando a equagdo (2).

U=[(22%) % 10°| xD ()

EXXXT

Onde:

U — unidade de atividade enzimatica expressa em U/mL, onde uma unidade de atividade
¢ definida como a formacdo de 1 umol de p-nitrofenol por minuto nas condig¢des
experimentais do teste.

Abs — absorbancia da amostra medida a 410 nm.

V¢ — voluma total da rea¢do (mL)

Xe — massa de enzima (mg) ou volume de solucio enzimdtica (mL) utilizada no teste.

¢ — coeficiente de extingdo molar (L/mol.cm).

T — tempo de incubagdo.

10? — fator de correcio da unidade de €.

D — diluicdo da amostra, se necessario.
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Para esta medida foi necessdrio o preparo de duas solugdes, que foram chamadas
de solugdo A e solucdo B. A solugdo A consiste de palmitato de p-nitro fenila (Sigma)
diluido em isopropanol, na concentracao de 3 mg/mL. A solugcdo B foi preparada com
tampado fosfato pH 7 (0,05M) e triton X 100 (2%). Por fim, foi preparada uma solugdo
final contendo 1 mL de solugcdo A e 9 mL de solugdo B. Esta solucdo final foi chamada
de solugdo de substrato.

A atividade da enzima livre foi medida de acordo com o seguinte procedimento:
100 pL de solugdo de enzima livre diluida em tampédo foram adicionados a 900 uL de
soluc@o de substrato e a mistura foi incubada por 1 minuto a 37°C. A quantidade de p-
nitrofenol formado foi determinada por espectrofotometria (410 nm) e uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima requerida para produzir 1 umol de
,mkp-nitrofenol por minuto nas condi¢des experimentais do teste. Em paralelo, foi feita
uma rea¢do nas mesmas condi¢des, porém sem a enzima, para servir de branco.

As atividades dos complexos zeolita-enzima foram medidas de acordo com o
seguinte procedimento: 2 a 5 mg do complexo zeolita-enzima foram misturados com
100 pL de tampdo fosfato pH 7 e 900 puL de solugcdo de substrato. Esta mistura foi
incubada por 1 minuto a 37°C. A reacdo foi interrompida por resfriamento a temperatura
de 3-5°C negativos, que foi obtida com um banho de etanol e gelo. Apés a interrupg¢ao
da reac@o, a mistura reacional foi centrifugada para separar o sélido e o sobrenadante. A
medida espectrofotométrica a 410 nm do sobrenadante foi feita imediatamente apds a
centrifugacdo. Uma reacdo feita nas mesmas condi¢des, porém sem a enzima, foi feita

em paralelo para servir de branco

3.2.5 Influéncia dos ions metalicos na atividade enzimatica

O efeito de virios fons metalicos (Mg**, Ca**, Sr**, Ni**, Mn**, Co** e Cu**) na
atividade enzimatica, foi estudado pela adicdo desses ions metélicos em diferentes
concentracdes (10mM, ImM e 0,ImM) na reagdo de determinacdo da atividade

enzimatica da enzima livre (item 3.2.4.1).

3.3 REACOES DE TRANSESTERIFICACAO DOS OLEOS DE SOJA E PALMA

As reacOes de transesterificacdo foram catalisadas por zeolitas, a enzima livre e

os complexos zeolita-enzima. Os reagentes utilizados para as reagdes de
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transesterificacdo foram O6leo de palma refinado (Triangulo Alimentos LTDA -
Itapolis/SP), 6leo de soja refinado (Cargill — Sdo Paulo/SP) e dlcool metilico ou etilico
(Synth ou Vetec). A quantificacdo dos ésteres presentes no biodiesel obtido foi feita em
colaboracdo com o CEMPEQC — Centro de Monitoramento e Pesquisa da Qualidade de
Combustiveis, Biocombustiveis, Petréleo e Derivados, IQ-UNESP Araraquara. As
analises foram realizadas em cromat6grafo gasoso Shimadzu GC2010 com detector de
ionizagdo de chama (GC-FID) contendo amostrador automatico AOC 5000 para
amostras liquidas. A separagdo cromatogréfica foi realizada com uma coluna capilar
Restek-Carbowax com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25
milimetros de espessura de fase estaciondria (polietilenoglicol). Foi utilizado hélio
como gés de arraste com fluxo constante, injec@o direta das aliquotas das amostras com
injetor em modo de divisdo, temperatura do injetor e dector de 250°C e temperatura do

forno de 210°C (isotérmica).

3.3.1 Reacoes utilizando zeolita gismondina pura como catalisador

As zeolitas gismondina preparadas neste trabalho (se¢do 3.1.1) foram utilizadas
como catalisador na reagdo de transesterificacdo de 6leo de palma. As reagdes foram
realizadas com 5% de catalisador em relacdo a massa de 6leo, relacdo molar dleo:dlcool
de 1:5 e temperatura de 45°C por 48 horas (DE VASCONCELLOS et al, 2012). O
procedimento experimental padrdo para um experimento de transesterificacdo foi feito
da seguinte forma: em um baldo de fundo redondo ou tubo de ensaio foi adicionado 2 g
de 6leo de palma, 700 uL de etanol (relagdo molar 6leo:dlcool de 1:5) e 100 mg da
zeolita gismondina (5% em relacdo a massa de 6leo). A reagdo foi realizada a
temperatura de 45°C com agitagdo magnética por 48 horas. Apés este periodo a reagdo
foi interrompida. O catalisador foi separado por centrifugacio e a fase liquida (produto
da reacdo) foi armazeda em microtubo tipo eppendorf. O produto da reacdo foi

analisado por cromatografia gasosa ou cromatografia de camada delgada.
3.3.2 Reacoes utilizando complexos zeolita gismondina-enzima como catalisador
Os complexos zeolitas gismondina-enzima preparados neste trabalho (secio

3.2.1) foram utilizados como catalisador na reagcdo de transesterificacdo de Oleo de

palma. As reagdes foram realizadas com 5% de catalisador em relagdo a massa de 6leo,
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relagdo molar 6leo:dlcool de 1:5 e temperatura de 45°C por 48 horas (DE
VASCONCELLOS et al, 2012). O procedimento experimental padrido para um
experimento transesterificacdo foi feito da seguinte forma: em um baldo de fundo
redondo ou tubo de ensaio foi adicionado 2 g de dleo de palma, 700 uL de etanol
(relag@o molar 6leo:dlcool de 1:5) e 100 mg da zeolita gismondina (5% em relacdo a
massa de 6leo). A adicdo de dlcool foi feita em etapas para evitar a desnaturagdo da
enzima, sendo a primeira adi¢cdo no tempo zero de reacdo (150 uL), ou seja, logo apds a
adi¢do da enzima, a segunda adicdo € feita apds trés horas de reacdo (150 pL), a terceira
apos seis horas de reagdo (200 uL) e a dltima adicio de dlcool € feita apds 24 horas de
reacdo (200 uL). A reacdo foi realizada em banho de 6leo de silicone na temperatura de
45°C com agita¢io magnética por 48 horas. Apds este periodo a reagdo foi
interrompida. O catalisador foi separado por centrifugacdo e a fase liquida (produto da
reacdo) foi armazeda em microtubo tipo eppendorf. O produto da reacdo foi analisado

por cromatografia gasosa ou cromatografia de camada delgada.

3.3.3 Reacoes utilizando zeolita faujasita pura como catalisador

As zeolitas com topologia faujasitica preparadas neste trabalho (se¢do 3.1.2)
foram utilizadas como catalisador heterogéneo na reagdo de transesterificagdo dos éleos
de soja e de palma. Para estas reaces dois procedimentos experimentais diferentes
foram realizados.

Um dos procedimentos foi realizado com as seguintes condi¢des experimentais:
5% de catalisador em relacdo a massa de 6leo, relacdo molar 6leo:dlcool de 1:5 e
temperatura de 45°C por 48 horas (DE VASCONCELLOS et al, 2012). O procedimento
experimental padrdo para este experimento de transesterificacdo foi feito da seguinte
forma: em um baldo de fundo redondo ou tubo de ensaio foi adicionado 2 g de 6leo de
palma, 700 pL de etanol (relagdo molar 6leo:dlcool de 1:5) e 100 mg da zeolita com
topologia faujasitica (5% em relacdo a massa de 6leo). A reagdo foi realizada em banho
de 6leo de silicone na temperatura de 45°C com agitagdo magnética por 48 horas. Ap6s
este periodo a reacdo foi interrompida. O catalisador foi separado por centrifugacio e a
fase liquida (produto da reacdo) foi armazeda em microtubo tipo eppendorf. O produto
da reacdo foi analisado por cromatografia gasosa ou cromatografia de camada delgada.

Outro procedimento foi realizado com as seguintes condi¢des experimentais: 3%

de catalisador em relacdo a massa de 6leo, relagdo molar 6leo:dlcool de 1:50 e
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temperatura de 100°C por 12 horas (SHUMAKER, 2007; SUPPES, 2004). O
procedimento experimental padrdo para este experimento de transesterificagdo foi feito
da seguinte forma: em um baldo de fundo redondo foi adicionado 50 g de éleo de soja
ou palma, 167 mL de etanol (relagdo molar 6leo:alcool de 1:50) e 1,5 g da zeolita com
topologia faujasitica (3% em relacdo a massa de 6leo). A reacdo foi realizada em banho
de 6leo de silicone na temperatura de 100°C com agitagdo magnética por 12 horas. Ap6s
este periodo a reacdo foi interrompida. O catalisador foi separado por filtracdo a vacuo,
o excesso de dlcool foi recuperado por evaporacio a baixa pressdo e o glicerol formado
na reacdo foi separado por decantagdo ou centrifugacdo. A fase liquida (produto da
reacdo) foi armazenada em frasco de vidro. O produto da reagcdo foi analisado por

cromatografia gasosa ou cromatografia de camada delgada.

3.3.4 Reacoes utilizando complexos zeolita faujasita-enzima como catalisador.

Os complexos zeolitas faujasita-enzima preparados neste trabalho (secdo 3.2.1)
foram utilizados como catalisador na reacao de transesterificacdo de 6leo de palma. As
reacoes foram realizadas com 5% de catalisador em relacdo a massa de 6leo, relagdo
molar dleo:dlcool de 1:5 e temperatura de 45°C por 48 horas (DE VASCONCELLOS et
al, 2012). O procedimento experimental padrdo para um experimento transesterificaco
foi feito da seguinte forma: em um baldo de fundo redondo ou tubo de ensaio foi
adicionado 2 g de 6leo de palma, 700 uL de etanol (relacdo molar 6leo:dlcool de 1:5) e
100 mg do complexo zeolita faujasita-enzima (5% em relacdo a massa de dleo). A
adicdo de éalcool foi feita em etapas para evitar a desnaturacdo da enzima, sendo a
primeira adi¢do no tempo zero de reagdo (150 uL), ou seja, logo apds a adicdo da
enzima, a segunda adicdo é feita apds trés horas de reacdo (150 puL), a terceira apds seis
horas de reacdo (200 uL) e a dltima adi¢do de &lcool é feita apds 24 horas de reacdo
(200 pL). A reagdo foi realizada em banho de 6leo de silicone na temperatura de 45°C
com agitacdo magnética por 48 horas. Apds este periodo a reagdo foi interrompida. O
catalisador foi separado por centrifugacdo e a fase liquida (produto da reagdo) foi
armazeda em microtubo tipo eppendorf. O produto da reacdo foi analisado por

cromatografia gasosa ou cromatografia de camada delgada.

3.3.5 Reacoes utilizando a enzima livre (TLL) como catalisador
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As reacOes de transesterificacdo utilizando a solu¢do comercial de lipase de
Thermomyces lanuginosus (Lipolase 100L Sigma) em sua forma livre como catalisador
foram realizadas de acordo com metodologia adaptada da literatura (WANG et al,
2010). O procedimento experimental padrdo para um experimento transesterificacio foi
feito da seguinte forma: em um baldo de fundo redondo ou tubo de ensaio foi
adicionado 2 g de 6leo de palma, 700 pL de etanol (relagdo molar dleo:dlcool de 1:5) e
200 pL de Lipolase 100L (4 mg de enzima). A adi¢@o de dlcool foi feita em etapas para
evitar a desnaturagcdo da enzima, sendo a primeira adi¢cdo no tempo zero de reacdo (150
uL), ou seja, logo apéds a adicdo da enzima, a segunda adi¢do € feita apds trés horas de
reacdo (150 pL), a terceira apds seis horas de reagdo (200 uL) e a dltima adigdo de
alcool € feita apds 24 horas de reacdo (200 uL). A reacdo foi realizada em banho de
6leo de silicone na temperatura de 45°C com agitagdo magnética por 48 horas. Apds
este periodo a reacdo foi interrompida. O catalisador foi separado por centrifugagdo e a
fase liquida (produto da reagdo) foi armazeda em microtubo tipo eppendorf. O produto

da reacdo foi analisado por cromatografia gasosa ou cromatografia de camada delgada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. SINTESES E CARACTERIZACAO DAS MATRIZES ZEOLITICAS
4.1.1 Difracao de raios-X dos materiais zeoliticos

Zeolitas em sua maioria apresentam-se em fases policristalinas e a andlise por
difrac@o de raios X (DRX) € uma técnica essencial para a caracterizacdo estrutural das
mesmas. A difracdo de raios-X de materiais policristalinos € ttil na identificacdo de um
material, pois cada material policristalino apresenta um padrdo de difracdo Unico. A
determinacdo dos pardmetros de cela unitdria, monitoracdo das transicdes de fase,
avaliacdo de um tratamento pds-sintese na indug@o de mudangas estruturais, verificacdo
da cristalinidade de uma amostra, sdo também possiveis de serem avaliadas usando esta
técnica (McCUSKER; BAERLOCHER, 2007).

Seguindo as metodologias descritas anteriormente nas secoes 3.1.1 e 3.1.2 foram
realizadas as sinteses das zeolitas GIS/Na, FAU/Cu e FAU/Co. Na Figura 24 sdo
apresentados os difratogramas de raios-X das zeolitas com topologia similar a da zeolita
faujasita (FAU/Co e FAU/Cu). Os padrdes de DRX das amostras de zeolita gismondina
e de seus derivados de troca i6nica com os diferentes citions sdo apresentados nas
Figuras 25 - 30. Os dados obtidos tanto para a zeolita faujasita como para zeolita
gismondina estdo de acordo com os padrdes de difracdo calculados, conforme reportado
na literatura (BAERLOCHER; MEIER, 1972, e BAUR, 1964).

8000 -

7000 +

6000 -

5000 - ‘ ' ‘ ’
4)\’\}'\)‘-}] L\"‘VI cad Ul“\,_;l I'-'ﬂ IU.‘I LWU.J l..z-.-\_,. .‘J\ .nJ"]mJ"'J"u\_J WA ol

4000 AR

3000 +

Intensidade (U.A.)

2000 |
1000 JJUL'WU M’C”

0 T v T L] T L T d T ¥ T ' T L] T o 1

10 20 30 40 50 60 70 80 90
2 theta (Graus)

Figura 24. Difratograma de raios-X das zeolitas FAU/Cu e FAU/Co.
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Os difratogramas de raios-X (figura 24) para os materiais denominados FAU/Co
e FAU/Cu (figura 24) apresentam um padrio de difracdo bastante complexo devido a
superposi¢do dos picos, o que dificulta uma indexacgdo precisa usando dados de difracdo
obtidos de difratdbmetros comuns. Para uma melhor identificacdo estrutural deste
material precisariamos de dados de difragdo com mais alta precisdo e resolucio. Estes
dados sdo obtidos com radiacio sincrotronica e com dados de microscopia eletrdnica de
transmissdo de alta resolucdo. Estes dados serdo obtidos num futuro préximo. Todavia
uma identificagdo mais rdpida revela uma grande semelhanca entre os principais picos
de difracdo com a zeolita faujasita (International Zeolite Association - IZA). A zeolita
faujasita tem composicdo quimica NazggCaisa(H20)263[Si1344Al5760384], € 0s
pardmetros de cela unitdria de a = 24,74 A (0 =90°), b =24,74 (B=90°) A, c=24,74 A
(y =90°). A andlise quimica dos materiais foi feita no Instituto de Quimica da USP com
equipamento de espectrometria de emissdo atdmica com plasma induzido (ICP-AES)
Spectro Ciros CCD. Na tabela 5, sdo mostrados os dados da analise quimica para os
materiais FAU/Co e FAU/Cu em porcentagem de 6xidos de aluminio, silicio, sédio,

cobalto e cobre.

Tabela 5. Composicdo quimica das zeolitas FAU/Co e FAU/Cu em porcentagem dos

6xidos dos elementos quimicos presentes em sua estrutura.

Amostra ALO; (%) SiO; (%) Na,O (%) CoO (%) CuO (%) H,0(%)
FAU/Co 21,16 26,14 17,64 14,75 - 20,31
FAU/Cu 21,52 30,96 20,97 - 15,53 11,02

Sua caracterizagdo estrutural ainda se encontra em progresso e dados tais como
isotermas de adsorcdo de nitrogénio (BET), andlise de microscopia eletronica de
transmissdo de alta resolugdo (HTEM) ainda ndo foram coletados, porém, os dados
preliminares de difracdo permitem antecipar que estes materiais talvez seja de topologia
similar a da zeolita faujasita. Os valores de 2 theta reportados nas tabelas 6 e 7, sdo
valores experimentais, obtidos a partir da observacido dos principais picos de difracio
presentes nos difratogramas dos materiais sintetizados (FAU/Co e FAU/Cu). Os valores
de distancias interplanares (dyng) reportados nas referidas tabelas sdo os valores tedricos,

reportados na literatura (Atlas of Zeolite Framework Types).



54

Tabela 6. Dados da zeolita FAU/Co.

20 dhia 20 duia 20 dhia
6,00 14,28 27,50 3,22 37,00 2,42
14,00 6,18 29,00 3,09 38,00 2,38
16,20 -- 29,80 3,02 38,90 --
19,00 4,76 32,50 2,76 40,00 2,23
21,50 4,12 33,80 2,63 41,50 2,18
22,20 - 34,20 -- 42,90 2,09
23,50 3,77 34,70 2,59 44,70 --
24,25 3,57 35,60 2,52 48,40 --

Tabela 7. Dados da zeolita FAU/Cu.

20 dpi 20 Ay 20 dhia
9,00 - 27,50 3,22 37,50 2,38
14,00 6,18 29,00 3,09 38,70 -
18,00 - 29,70 3,02 39,80 -
19,00 -- 32,50 2,76 41,50 2,18
18,90 4,76 33,90 2,63 42,70 2,12
21,40 4,12 34,00 - 44,50 -
22,20 -- 34,70 2,59 46,20 -
23,40 3,77 35,50 2,52 48,40 -
24,20 - 37,00 2,38
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Figura 25. Difratograma de raios-X das zeolitas GIS/Na e GIS/Ca.
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Figura 30. Difratograma de raios-X das zeolitas GIS/Na e GIS/Ni.

De acordo com metodologia descrita na secdo 3.1.2 foi realizada a troca i6nica
da zeolita gismondina (GIS/Na) com seis diferentes cations: cdlcio (GIS/Ca), magnésio
(GIS/Mg), estroncio (GIS/Sr), manganés (GIS/Mn), cobalto (GIS/Co) e niquel (GIS/Ni).
ApOs a troca i6nica foram estudados os difratogramas de raios-X das amostras GIS/Ca,
GIS/Mg, GIS/Sr, GIS/Co, GIS/Mn e GIS/Ni em comparagdo com o da zeolita
gismondina em sua forma sédica GIS/Na, a fim de observar se ocorreu alguma mudanga
na estrutura cristalina da zeolita apds a realizag@o da troca idnica. Andlises dos padrdes
de DRX das amostras submetidas ao processo de troca idnica revelam que houve
mudangas estruturais significativas quando comparadas com a amostra original GIS/Na.
Apesar da posi¢ao dos picos de difracdo ndo terem variado muito, houve variacdes nas
intensidades e alargamento nas linhas.

A zeolita gismondina tem composi¢do quimica Nas (H>O)12[Sii0Al6O32], €
pardmetros de cela unitdria de a = 10,04 A , b = 10,04 A, ¢ = 10,04 A, B = 134,21°
(ALBERT, 1998) A andlise quimica dos materiais foi feita no Instituto de Quimica da
USP com equipamento de espectrometria de emissdao atdmica com plasma induzido
(ICP-AES) Spectro Ciros CCD. Na tabela 8, sdo mostrados os dados da analise quimica
para os materiais GIS/Na e GIS/Ni em porcentagem de 6xidos de aluminio, silicio,

sodio e niquel.
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Tabela 8. Composicdo quimica das zeolitas GIS/Na e GIS/Ni em porcentagem dos

oxidos dos elementos quimicos presentes em sua estrutura.

Amostra ALO; (%) SiO; (%) Na,O(%) NiO(%) H,0(%)
GIS/Na 31,37 35,90 17,43 - 15,30
GIS/Ni 31,38 32,84 16,52 2,39 16,87

A estrutura da zeolita GIS/Ca j4 foi descrita na literatura, ela tem composi¢io
quimica CasAlgSigO3; 18,9 H,O e pardmetros de cela unitdria de a = 10,02 A, b =
10,61 A, c = 9,83 A, B = 92,29° (ALBERT et al, 1998). As estruturas das zeolitas
GIS/Mn e GIS/Sr também ja foram descritas na literatura. A zeolita GIS/Mn tem
composicdo quimica Mnj3 g5sAlsSisO3; * 15,8 H,O, grupo espacial P2,/C e parametros de
cela unitaria de a = 10,00 A, b=10,61 A, c=9,66 A. A zeolita GIS/Sr tem composicao
quimica Sr395AlgSigOs; " 16,8 H,O, grupo espacial P2,/C e tamanho de cela unitdria de a
=9.84 A,b=10,55 A, ¢ =9,99 A (NERY et al, 2003).

4.1.2 Miscrocopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A Figura 31 mostra a microscopia eletronica de varredura (MEV) obtida para a
zeolita gismondina (GIS/Na). Em geral, as particulas da zeolita possuem morfologia
ctubica ou piramidal. O processo de troca i6nica ao qual esta zeolita foi submetida
(se¢do 3.1.3) ndo deve afetar sua morfologia. Deste modo mostramos aqui apenas o
MEV da gismondina pura (GIS/Na), que é representativo de todos 0os outros materiais

gerados pela troca i6nica.

Figura 31. Microscopia Eletronica de Varredura da zeolita GIS/Na.
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A Figura 32 mostra a microscopia eletrdnica de varredura (MEV) das zedlitas
FAU/Cu e FAU/Co. Em geral, suas morfologias ndo sao definidas geometricamente. A
micrografia para a amostra FAU/Cu (Figura 32 A) revela nitidamente a presenca de
duas morfologias: alguns cristais na forma de bastonetes e outros com uma forma de

dificil definicdo, lembrando a forma de “grdos quebrados” e esta morfologia de “gréos

quebrados” é a predominante na amostra de zedlita FAU/Co (Figura 32 B).

B
T a2 g

?.

Figura 32. MEV das zeolitas FAU/Cu (A) e FAU/Co (B).

4.2 ENSAIOS ENZIMATICOS

4.2.1 Temperatura 6tima de operacio e estabilidade térmica da enzima

A temperatura 6tima de operacdo da lipase (Lipolase 100L) livre e imobilizada
foi avaliada a partir de medidas de atividade enzimdtica na faixa de temperatura de
20°C-70°C, realizadas como descrito anteriormente (se¢do 3.2.4). A figura 33 mostra o
grafico da variacdo da atividade enzimaética pela temperatura. Observando a figura 33,
notamos que a temperatura 6tima de operagdo da enzima foi de 30°C e que a
imobilizacdo ndo causou mudanca na temperatura 6tima de operacdo da enzima, sendo
esta, a temperatura ideal para realizacdo das reacOes de transesterificacdo do 6leo de
palma utilizando como catalisadores as enzimas lipase livre e imobilizada. Podemos
observar também, que em ambos 0s casos (enzima livre e imobilizada) houve uma perda
da atividade enzimdtica devido ao aumento da temperatura, sendo que a enzima livre
sofreu perda de atividade mais acentuada em relacdo a enzima imobilizada. Apesar de

observarmos temperatura Otima de opera¢do da enzima a 30°C, as reagdes de
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transesterificagdo foram realizadas a 45°C devido ao ponto de fusdo do 6leo de palma

utilizado.
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Figura 33- Temperatura 6tima de operacio da enzima.
O ¢leo de palma utilizado neste trabalho apresenta uma fase sélida (estearina de

palma) e uma fase liquida (oleina de palma) (Figura 34) (NUNES, AKATSU,
ANGELIS, 2007).

Figura 34. Oleo de palma refinado fornecido pela empresa Triangulo Alimentos LTDA

mostrando sua fase liquida e sélida.
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Este 6leo foi aquecido a 45°C para homogeneizar estas duas fases. Apds
resfriamento, o 6leo homogeneizado tornou-se sdlido assumindo uma consisténcia
cremosa, semelhante a da fase sélida da amostra original. Este foi o 6leo utilizado nos
experimentos de transesterificacdo do 6leo de palma. Assim, para possibilitar uma boa
agitacdo da mistura reacional, garantindo uma boa transferéncia de massa entre os
reagentes liquidos e o catalisador sélido durante a reacdo de transesterificagdo, a
temperatura reacional escolhida foi de 45°C. Analisando a figura 33, podemos observar
que atuando nesta temperatura a enzima livre apresenta uma perda de 30 a 40% de sua
atividade e a enzima imobilizada apresenta uma perda de 10 a 15% de sua atividade. No
intuito de observar se a enzima sofreria perda de atividade enzimdtica devido a longa
exposicdo a temperatura de 45°C, foram realizados estudos da estabilidade térmica da

enzima (figura 35).
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Figura 35. Estabilidade térmica da lipase a 30°C e 45°C.

Wannerberger et al (1997) reportaram temperatura dtima para a enzima lipase de
Humicola lanuginosa (Novo Nordisk - Denmark) de 35-40°C. Moreira et al (2007)
utilizaram a lipase de Thermomyces lanuginosus (Lipolase) da Novozymes (Brazil) e
apesar de ndo reportar de maneira direta a temperatura 6tima da enzima, estes autores
reportaram que as reacdes de transesterificacdio do Odleo de palma com catalise
enzimdtica foram realizadas a 40°C. Cavalcanti-Oliveira et al (2011) reportaram o uso

de lipase liquida de Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL 100L) da Novozymes na
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reacdo de hidrdlise de 6leo de soja e o melhor resultado em rendimento de dcidos graxos
foi obtido com temperatura de 55°C. Podemos observar que existe uma variacdo na

temperatura 6tima de operag¢do da enzima nos relatos da literatura.

4.2.2 Imobilizacio e Atividade Enzimatica

A imobilizagdo da lipase nos suportes solidos foi realizada como descrito
anteriormente (3.2.1). Nao foi estudado até o momento a influencia da variagdo de
parametros como a adicdo de solventes, variacdo de temperatura e tipo de tampdo
utilizado durante a imobilizagdo enzimatica, pardmetros esses que podem influenciar a
quantidade de enzima imobilizada e a atividade destas enzimas (MATEO et al, 2007).

A zeolita gismondina foi escolhida como suporte sélido para a imobilizagdo
enzimdtica devido a resultados positivos de imobiliza¢do e atividade enzimdtica da
enzima presente no complexo zeolita-enzima e utilizacdo desse material como
catalisador na reacdo de transesterificacdo de 6leo de soja refinado a biodiesel (DE
VASCONCELLOS, 2012). Os novos materiais sintetizados (FAU/Cu e FAU/Co)
também foram testados como suporte para a imobilizagdo enzimdtica. A Tabela 9
mostra a quantidade de enzima imobilizada nos suportes sélidos testados e a atividade
enzimética das enzimas adsorvidas nestes materiais. Foram realizados experimentos de
imobilizagcdo enzimdtica sem o pré-tratamento da enzima, como descrito anteriormente

(item 3.2.1) e com o pré-tratamento da enzima (item 3.2.2).
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Tabela 9. Quantidade de proteina imobilizada no suporte sélido e atividade enzimatica

dos complexos zeolita-enzima.

Sem pré- Com pré-
. Enzima mg enzima tratamento tratamento
Exp. Material Tampao g de solido Atividade Atividade
(U/mg enzima)  (U/mg de enzima)

1 GIS/Na/ENZ 1/40 2,59 0,096 0,679

2 GIS/Ni/ENZ 1/40 3,06 0,488 7,730

3 GIS/Mg/ENZ 1/40 2,63 0,076 2,789

4 GIS/Co/ENZ 1/40 2,86 0,435 4,411

5 GIS/Ca/ENZ 1/40 3,07 0 -

6 GIS/St/ENZ 1/40 2,73 0 -

7 GIS/Mn/ENZ 1/40 2,82 0 -

8 FAU/Co/ENZ 1/40 1,26 0,471 1,976

9 FAU/Cu/ENZ 1/40 1,68 0 -

10 FAU/Co.NH4/ENZ 1/40 5,72 0,226 10,702

11 FAU/Cu.NH/ENZ 1/40 6,57 0,152 0,760

12 FAU/Co.H/ENZ 1/40 1,80 0,193 4,791

13 FAU/Cu.H/ENZ 1/40 1,82 0 0,553

Todos os experimentos de imobilizacao (Tabela 9) foram realizados com uma
solucdo de lipase diluida em tampdo (diluicio de 1/40). Observa-se que ndo houve
grande variacdo na massa de enzima imobilizada (mg enzima/g de sélido) para os
experimentos realizados com as zedlitas gismondina, experimentos de 1 a 7. Porém a
atividade enzimética dos complexos zeolita-enzima variou. Nos experimentos 5,6 ¢ 7, a
enzima nao apresentou atividade. J4 os experimentos 2 e 4 apresentaram atividade
semelhante e no experimento 1 e 3 houve uma brusca queda na atividade enzimatica.

A influéncia de cétions na atividade enzimdtica da lipase de Thermomyces
lanuginosus foi investigada por Omar et al (1987). Neste estudo foi reportado que a
atividade da enzima foi inibida, entre outros cdtions, por Co* e Ni**. Em outro trabalho,
Zheng et al (2011) reportaram que a atividade enzimética foi aumentada por Ca’*e que
Mg** ndo apresentou efeito. Entretanto, ao observar os dados da Tabela 9, notamos que
os suportes que contem Co>* e Ni** apresentaram as maiores atividades enzimiticas,
seguidos pelo suporte que contem Mg** e o suporte que contem Ca’* ndo apresentou
atividade enzimdtica. Um estudo a respeito da influencia destes cétions que estdo
presentes nos materiais s6lidos na atividade da enzima imobilizada foi realizado (Tabela

10).
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Tabela 10. Efeito dos fons metélicos na atividade da lipase.

Cation Atividade Relativa (%)

Concentracio da solucao de cation (mM)

0,1 1 10
Controle 100 100 100
Mg 109,56 111,92 126,21
Ca™* 101,59 123,02 204,08
Sr? 113,52 143,68 187,37
Ni** 102,36 116,71 119,07
Mn** 100,83 111,92 185,78
Co™ 107,97 127,80 139,73
Cu™ 104,01 100 21,36

Yagiz et al (2007) reportaram o uso de um 6xido misto de magnésio e aluminio
(hydrotalcite - Mg(Al)Oy) e quatro tipos de zedlitas (13-X (zeolita A), 5-A (zeolita X),
FM-8 (mordenita) e AW-300 (mordenita)) como suporte sélido para imobilizacdo da
enzima lipase Lipozyme-TL IM (Novozymes, Denmark). O 6xido utilizado foi mais
eficiente do que todas as zeolitas, imobilizando 13 mg de enzima/g de material enquanto
as zeolitas imobilizaram 9 mg de enzima/g de material. Apds o quinto ciclo de
utilizacdo o complexo 6xido-enzima manteve 55% da atividade enzimdtica a 45°C e 30
% a 55°C.

Macario et al (2007) utilizaram a enzima PALATASE 20000L (Novo), uma
lipase de Rhizomucor miehei (RmL) imobilizada nas zeolitas ITQ-6 e MCM-41 entre
outros suportes sélidos. A quantidade de enzima imobilizada na zeolita ITQ-6 foi 84 mg
de protefna por grama de suporte, enquanto que na zeolita MCM-41 foi de 166 mg de
proteina por grama de suporte. O complexo enzimatico formado com o suporte ITQ-6
nao apresentou atividade enzimatica, e o complexo enzimdtico formado com o suporte
MCM-41 apresentou atividade enzimdtica de 1,10 mg de ésteres metilicos de acidos
graxos por mg de enzima.

A quantidade de proteina imobilizada no suporte sélido depende de suas
caracteristicas estruturais. Quanto maior a area superficial do material s6lido utilizado
como suporte para a imobilizagdo enzimatica, maior serd a massa de enzima que sua

superficie serd capaz de adsorver. Além da 4rea superficial, outra caracteristica do
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suporte que pode influenciar na massa de enzima imobilizada é o tamanho dos poros
desse material. Isso ird determinar se a enzima ficard adsorvida somente na superficie
do material ou entdo se ela serd capaz de entrar por estes poros, ficando aprisionada no
interior das particulas do suporte s6lido JEGANNATHAN et al 2008).

Outro dado apresentado na Tabela 9, a atividade enzimadtica, também dependerd
das caracteristicas do material. Além do material, outros fatores que podem interferir na
atividade enzimadtica da enzima imobilizada sdo a regido da enzima na qual as ligacdes
covalentes entre enzima e suporte irdo se formar e os cdtions presentes no meio
reacional. Quanto a ligacdo covalente, se estas se formarem em uma regido da enzima
afastada do sitio ativo, este pode tornar-se mais disponivel ao seu substrato, com
conseqiiente aumento da atividade enzimdtica. No caso dos cdtions, alguns deles podem
inibir ou melhorar a atividade enzimética, de acordo com o tipo de enzima. Além disso,
a enzima pode sofrer lixiviacdo, ou a intensidade da forca de interagdo enzima-suporte
pode causar distor¢des na estrutura da proteina afetando sua especificidade ao substrato

(LEE et al 2006; JEGANNATHAN et al 2008).

4.3. REACOES DE TRANSESTERIFICACAO

4.3.1 Transesterificacao catalisada por zedlitas FAU

Sdo apresentados a seguir os resultados dos experimentos de transesterificacdo
dos 6leos de soja e de palma com as zeolitas puras FAU/Co e FAU/Cu. Nestes
experimentos foram exploradas as rotas metilica e etilica utilizando um excesso de
dlcool para deslocar o equilibrio da reacdo no sentido da formacdo do produto
(biodiesel). As condicdes experimentais foram: relacdo molar 6leo:dlcool de 1:50,
temperatura de 90°C, 12 horas e 3% de catalisador em relagdio a massa de 6leo. Os
experimentos realizados com o 6leo de soja serviram como pardmetro para o0s
experimentos realizados com 6leo de palma, uma vez que reacdes com 6leo de soja sdo
mais tradicionais e com 6leo de palma sdo mais raras. (RODRIGUES, 2011).

As tabelas 11 e 12 apresentam os experimentos realizados com os catalisadores
FAU/Co e FAU/Cu via rota metilica. Foram realizadas dez reacdes de transesterificacao
com o catalisador FAU/Co e seis reagdes com o catalisador FAU/Cu, nas mesmas
condicdes experimentais. Os rendimentos para o catalisador FAU/Co, reportados na

tabela 11, variam de 89% a 94% indicando um alto teor de conversdo e a potencialidade
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desse catalisador heterogéneo para a reacdo de biodiesel via rota metilica. Os
rendimentos observados para o catalisador FAU/Cu variam de 75,50% a 94,40%,
indicando que estes catalisadores sdo também eficazes na reacdo de transesterificagao.
Estes resultados estdo condizentes com outros resultados reportados na literatura.
(LAM, LEE, MOHAMED, 2010; DABDOUB, BRONZEL, RAMPIN, 2009; XIE,
2007).

Tabela 11. Reagdes de transesterificacio de 6leo de soja com metanol anidro e

catalisador heterogéneo FAU/Co.

Relacio molar

Relacao molar inicial Teor de éster

Experimento Oleo / lcool 6le0/élc?01 (% m/m)
consumida
01 1:50,6 1:8,52 93,5
02 1:52,0 1:7,45 94,0
03 1:50,3 1:7,31 94,1
04 1:48,9 1:9,69 88,7
05 1:54,0 1:11,22 93,8
06 1:51,3 1:9,58 92,2
07 1:46,8 1:6,87 94,2
08 1:48,8 1:6,10 932
09 1:51,5 1:8,86 92,7
10 1:39,7 1:7,36 91,9

Tabela 12. Reacdes de transesterificacdo de dleo de soja com metanol anidro e

catalisador FAU/Cu.

Relaciao molar

Relacao molar inicial Teor de éster

Experimento Oleo / slcool 6le0/élc?ol (% m/m)
consumida
01 1:49,2 1:6,86 89,3
02 1:51,2 1:8,46 93,6
03 1:489 1:7,99 91,8
04 1:48)5 1:7,96 93,4
05 1:524 1:7,38 94,4
06 1:50,7 1:7,47 75,5

Nas tabelas 13 e 14 sdo mostrados os resultados de rendimento de ésteres etilicos
da reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja utilizando os catalisadores FAU/Co e
FAU/Cu. Para estes experimentos foram utilizados etanol 99,8% (0,2% de dgua), etanol
99,5% (0,5% de 4gua) e etanol 95% (5% de dgua). Para os experimentos com o etanol
anidro (99,8%) os rendimentos observados variam de 84% a 94% para o catalisador

FAU/Co e de 93% a 94% para o catalisador FAU/Cu, indicando a eficdcia destes



67

catalisadores na reacdo de transesterificacdo realizada nas condi¢cdes experimentais
descritas (entradas 1 e 2 tabela 13 e entradas le 2 da tabela 14). Todavia, experimentos
com etanol ndo anidro tiveram rendimentos significativamente inferiores quando
comparados com o etanol anidro. Para o etanol 99,5% (0,5% de 4gua) o rendimento de
ésteres foi de 42% (queda de cerca de 50%) para o catalisador contendo Co e 78,4%
para o catalisador contendo Cu. A reagdo com etanol contendo 5% de dgua teve
rendimento de ésteres de 7,7% para o catalisador FAU/Co e 45,3% para o catalisador
FAU/Cu. Deste modo, podemos dizer que o catalisador FAU/Cu é mais tolerante a

presencga de 4gua no meio reacional.

Tabela 13. Reagdes de transesterificacdo de 6leo de soja via rota etilica com catalisador

FAU/Co.

Relacdo molar Teor de éster

Experimento  Alcool Relagéalzon;(:illi 1(')(1)1111c1al ()leo/élc901 (% m/m)
consumida
1 Etanol® 1:52,6 1:6,88 94,7
2 Etanol® 1:52,8 1:7,36 83,9
3 Etanol” 1:49,6 1:5,69 42,0
4 Etanol® 1:50,2 1:4,75 07,7
* Etanol 99,8% ¢ Etanol 95%.

® Etanol 99,5%

Tabela 14. Reacgdes de transesterificacdo de 6leo de soja via rota etilica com catalisador

FAU/Cu.

Relacao molar Teor de éster

Experimento  Alcool Relag;zon;(:illi 1(')(1)1111c1al 6le0/élc?01 (% m/m)
consumida
1 Etanol® 1:50,2 1:7,78 94,4
2 Etanol® 1:49,8 1:5,35 93,3
3 Etanol” 1:48,7 1:6,16 78,4
4 Etanol° 1:50,3 1:5,81 45,3
*Etanol 99,8% ¢ Etanol 95%
® Etanol 99,5%

Devido ao fato do catalisador FAU/Cu ter apresentado maior tolerancia a
presenca de 4gua no meio reacional, este catalisador foi selecionado para os
experimentos com o 6leo de palma. Na tabela 15 sdo apresentados os resultados das
reagdes de transesterificagdo de dleo de palma, usando o catalisador FAU/Cu via rota

metilica e rota etilica.
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Tabela 15. Reagdes de transesterificagdo de dleo de palma via rota metilica e etilica

com o catalisador FAU/Cu.

Relacao molar  Relacio molar Teor de

Experimento Alcool _ inicial 6leo/alcool éster
Oleo / alcool consumida (% m/m)

1 Metanol® 1:47,9 1:10,84 96,6
2 Etanol’ 1:462 1:9,77 95,5
3 Etanol” 1:47,7 1:13,17 95,7
4 Etanol’ 1:48,4 1:5,50 79,8
5 Etanol® 1:49,1 1:16,96 88,0

* Metanol com pureza 99.8% ¢ Etanol com pureza 99,5%

® Etanol com pureza 99,8%

De acordo com os rendimentos de ésteres metilicos e etilicos obtidos com os
experimentos descritos na tabela 15, podemos observar que o catalisador FAU/Cu
também foi eficiente na transesterificacdo do 6leo de palma a biodiesel. Comparando os
resultados dos experimentos com o etanol anidro (entrada 2 e 3 da tabela 15), com os
resultados dos experimentos com etanol ndo anidro (entradas 4 e 5 da tabela 15),
podemos observar que a presenca de d4gua no meio reacional ndo ocasionou uma queda
brusca no rendimento de ésteres.

Kansedo et al (2009) reportaram o uso da argila montmorilonita para a
transesterificacdo de 6leo de palma. As condi¢des reacionais foram: temperatura de
190°C, 3 horas de reacdo, relagdo molar 6leo:metanol de 1:8 e 3% de catalisador em
relacdo a massa de 6leo utilizada na reagdo, o rendimento de ésteres metilicos foi de
79,6%, resultado muito inferior aos resultados obtidos neste trabalho (tabela 15).

Os catalisadores FAU/Cu e FAU/Co na sua forma pura foram também avaliados
nas condi¢des experimentais usadas para as reacdes de transesterificacio com os
complexos zeolita-enzima: relagdo molar 6leo:dlcool de 1:5, temperatura de 45°C, 48
horas de reag¢do e 3% de catalisador em relagdo a massa de 6leo. Os resultados foram

negativos e nao houve formacgao de biodiesel nestas condi¢des experimentais.

4.3.2 Transesterificacao catalisada por zedlitas GIS

As reacdes de producdo de biodiesel por transesterificacdo de 6leo de palma
utilizando como catalisadores as zedlitas GIS/Na, GIS/Ca, GIS/Mg, GIS/Sr, GIS/Mn,
GIS/Co e GIS/Ni, foram também realizadas nas condi¢cdes experimentais de relacdo

molar 6leo:dlcool de 1:5, temperatura de 45°C, 48 horas e 3% de catalisador em rela¢do
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a massa de 6leo. Os resultados para este grupo de zeolitas foram também negativos e

nenhum biodiesel foi formado.

4.3.3 Transesterificacao catalisada por enzima livre

A tabela 16 mostra os experimentos de transesterificacdo de 6leo de palma
refinado utilizando a enzima lipase de Thermomyces lanuginosus como catalisador,
foram realizados experimentos seguindo a rota metilica e etilica, como descrito
anteriormente (secdo 3.4.2) O 6leo de palma refinado foi fornecido pela empresa
Tridngulo Alimentos LTDA localizada em Itapolis/SP.

O objetivo dos experimentos da tabela 16 foi de testar a especificidade da
enzima lipase de Thermomyces lanuginosus para catalisar a transesterificacdo do dleo
de palma via rota metilica e etilica. De acordo com os bons rendimentos de ésteres dos
experimentos 1, 2, 3 e 4 da tabela 16, cerca de 90%, pode-se dizer que a enzima em
questdo € eficiente na quebra deste substrato e que o uso desta enzima na reacio de
transesterificacdo de 6leo de palma para producdo de biodiesel, utilizando metanol ou
etanol, € vidvel. O experimento 5 da tabela 16, foi realizado com uma quantidade menor
de enzima (0,4 mg) e devido a este fato o rendimento de ésteres apresentou uma queda
considerdvel (51,9%). Este resultado serd comparado com os rendimentos de ésteres das

reacOes realizadas com os complexos zeolita-enzima (enzima imobilizada).

Tabela 16. Condicdes experimentais da reacdo de transesterificagdo com catélise
enzimética usando lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL).

Experimento Aleool Oleo:Alcool Enzima Teor de éster
(mol:mol) (mg) (% m/m)
1 Metanol 1:5 4,15 93,2
2 Metanol 1:5 4,15 89,7
3 Etanol 99,8% 1:5 4,15 92,3
4 Etanol 99,8% 1:5 4,15 90,8
5 Etanol 99,8% 1:5 0,40 51,9

Nao hd muitos relatos na literatura no que diz respeito a reacdo de
transesterificacdo de 6leo de palma a biodiesel utilizando a enzima Thermomyces
lanuginosus em sua forma livre como catalisador. Na maioria dos casos ela € utilizada
imobilizada, por exemplo, Moreira et al (2007) relataram a reag¢do de transesterificagdo
do 6leo de palma com etanol com a enzima lipase de Thermomyces lanuginosus

imobilizada em compdsitos de silica-PVA obtendo rendimento de ésteres de 55%.
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Yagiz et al (2007) reportaram dados de 95% de rendimento da transesterificagdo de dleo
residual de fritura utilizando metanol, enzima lipase de Thermomyces lanuginosus livre,
temperatura ambiente e aproximadamente duas horas de reacdo, 92,8% utilizando a
enzima imobilizada em hidrotalcita e resultado negativo, ou seja, o catalisador nio foi
capaz de realizar a transesterificacdo, quando a mesma enzima foi imobilizada em
zeolita mordenita. Du et al (2005) reportaram 90% de rendimento de biodiesel usando a
lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em silica gel (Industras Novo —
Dinamarca) para a transesterificacdo de 6leo de soja usando metanol. As condi¢des
reacionais foram 40°C e relacdo molar 6leo:dlcool de 1:3.

Assim, observando os resultados relatados na tabela 16 e os relatos da literatura,
€ razoavel esperar que com um processo de imobilizacdo enzimdtica adequado, as
enzimas lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizadas, sejam capazes de realizar a
transesterificacdo do 6leo de palma a biodiesel, sendo desta forma um catalisador

heterogéneo com potencial aplicagdo em processos de producédo de biodiesel.

4.3.4 Reacoes de transesterificacio catalisadas pelos complexos zedlita-enzima

A tabela 17 mostra os experimentos de transesterificagdo do 6leo de palma com
os catalisadores GIS/Ni/ENZ e FAU/Co.NH,/ENZ, via rota etilica (45°C, 48 h). Os
complexos zeolita-enzima em questdo foram submetidos a dois processos distintos de
imobilizacdo enzimética, sendo um deles realizado com o pré tratamento da lipase com
o substrato (6leo de soja) (secdo 3.2.2) e o outro realizado sem este pré tratamento
(secdo 3.2.1). Estes dois catalisadores (GIS/Ni/ENZ e FAU/Co.NH4/ENZ) foram
selecionados por terem apresentado os maiores valores de atividade enzimatica (secdo

4.2.3, tabela 8).

Tabela 17. Condicdes das reacdes de transesterificacdo do dleo de palma utilizando

etanol anidro e os complexos zeolita-enzima.

Massa de . Teor de
Massa de . . Pré- L

Exp. catalisador Catalisador enzima tratamento éster
(mg) (% m/m)

1 130 mg GIS/Ni/ENZ 0.4 Nao 22,7

2 130 mg GIS/Ni/ENZ 0.4 Sim 70,3

3 70 mg FAU/Co.NH/ENZ 0.4 Nao 10,5

4 70 mg FAU/Co.NH/ENZ 0.4 Sim 58.4
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Os dados da tabela 16 (catalise enzimédtica - enzima livre), mais especificamente
a entrada 5, e os dados da tabela 17 (catalise enzimatica — enzima imobilizada) nos
permitem comparar a atuacdo de uma determinada quantidade de enzima em sua forma
livre e em sua forma imobilizada. De acordo com esses dados 0,4 mg de enzima livre,
quando utilizada na reagdo de transesterificacdo, produziu 51,9% de biodiesel enquanto
que essa mesma quantidade de enzima imobilizada nos materiais zeoliticos produziu no
melhor dos casos 22,7% de biodiesel (GIS/Ni/ENZ).

Além disso, pela andlise dos dados da tabela 17 também podemos observar o
potencial do pré-tratamento da lipase com 6leo de soja antes da imobilizacdo. As
reacdes utilizando complexos zeolita-enzima que foram produzidos com a utilizacdo do
pré-tratamento alcangaram rendimentos da reagc@o de transesterificagdo com cerca de

50% a mais de conversio de 6leo em ésteres etilicos.

5 CONCLUSOES

As andlises que nossos dados experimentais nos permitem fazer sio:
a) zeolitas faujasiticas FAU/Co e FAU/Cu sio altamente especificas para a reagdo de
transesterificacao, tanto do dleo de soja quanto do 6leo de palma.
b) o catalisador FAU/Cu, quando utilizado na reagcdo de transesterificacdo dos dleos de
soja e de palma, apresenta uma maior tolerancia a 4gua no meio reacional (uso de etanol
nao anidro).
¢) zeolita FAU/Cu ndo é um suporte adequado para imobilizagdo da enzima lipase de
Thermomyces lanuginosus, pois o alto teor de cobre presente neste material parece
inativar a enzima.
d) zeolita FAU/Co demonstrou-se um suporte adequado para a imobiliza¢do da enzima
lipase de Thermomyces lanuginosus, principalmente a zeolita FAU/Co.NH; que
imobilizou 5,72 mg de enzima por grama de zeolita e apresentou a terceira melhor
atividade enzimdtica entre os materiais testados.
e) zeolitas gismondina e gismondina trocadas com cdtions divalentes C02+, Ca2+, Sr2+,
Mg**, Ni** e Mn** ndo foram catalisadores eficazes para reagdo de transesterificacio do
olé de palma a biodiesel. Os complexos zeolita-enzima preparados com estes materiais
também foram ineficientes para a producao de biodiesel.
f) zeolita gismondina trocada com Ni** (GIS/Ni) revelou-se um bom suporte para

imobilizacdo da enzima lipase de Thermomyces lanuginosus a quantida de enzima
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imobilizada neste suporte foi de 3,06 mg/g e este foi o suporte que apresentou maior
atividade enzimatica.

g) ndo foi observado efeito sinergético para os complexos zeolita-enzima GIS/Ni/ENZ e
FAU/Co.NH4/ENZ, pois nas mesmas condi¢des de reacdo, 0,4 mg de enzima livre foi
capaz de produzir cerca de 50% de biodiesel ao passo que a mesma quantidade de
enzima imobilizada nos materiais produziu cerca de 20% de biodiesel para o complexo
GIS/NI/ENZ e cerca de 10% de biodiesel para o complexo FAU/Co.NH4/ENZ.

h) nossos dados nos levam a crer que uma melhor eficiéncia do complexo zeolita-
enzima € alcancada quando € feito o pré tratamento da enzima com 6leo de soja antes da
imobiliza¢do, como pdde ser observado nos experimentos da tabela 17 (complexos

zeolita-enzima).

6 PERSPECTIVAS FUTURAS

1 — Aperfeicoar o desempenho dos catalisadores FAU/Co e FAU/Cu, procurando as
melhores condi¢des reacionais (T°C, pressao, relagdo molar 6leo:élcool, quantidade de
catalisador e tempo de reagdo), visando utilizar estes catalisadores na reacdo de
transesterificacdo com etanol hidratado e matérias primas menos nobres (6leo residual,

Oleos vegetais brutos, gordura animal, etc).

2 — Melhor caracterizagdo estrutural dos materiais FAU/Co e FAU/Cu: radiacio

sincrotronica e dados de HTEM.

3 — Analise da interagdo entre a enzima e a superficie da zeélita, realizando para isso

estudos de espectroscopia de infravermelho (FT-IR).

4 — Realizar estudos de reutilizagdo (turnover), lixiviacdo dos cdtions e lixiviacdo das
enzimas para os catalisadores utilizados na reacdo de transesterificacdo dos dleos

vegetais para producao de biodiesel.

5 — Realizar estudos de estabilidade térmica da enzima imobilizada em temperaturas de
45°C a 70°C, uma vez que a enzima Lipolase 100L (Sigma) imobilizada nos suportes

zeoliticos apresentou atividade enzimatica residual de 60-70% a temperatura de 70°C.
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composicao ionica da zeolita gismondina na imobilizacao e atividade enzimatica de
lipase de Rhizomucor miehei” de autoria de Roberto Antonio Luizon Filho, Adriano
de Vasconcellos, Alex Silva Paula, Marcelo Valdemir de Araujo e José Geraldo Nery,

apresentado no 26° Congresso Brasileiro de Microbiologia.

Trabalho apresentado na forma de poster, com o titulo “Transesterificacao de
6leo de palma para a producio de biodiesel via rota etilica utilizando novos
catalisadores zeoliticos” de autoria de Roberto Antonio Luizon Filho, Livia Maria
Vargas, Rafael Rodrigues Hatanaka e José Geraldo Nery, apresentado no 18° Encontro

da Sociedade Brasileira de Quimica Regional Interior Paulista “Waldemar Saffioti”.

Trabalho apresentado na forma de pdster , com o titulo “Pretreatment of lipase
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