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RESUMO

A utilizagdo de lipases nas reag8es de transformndg®leo vegetal alinha-se aos principios da qamerde, principalmente
por serem de fontes renovaveis e apresentarem gyraficiéncia e especificidade nas reacdes oleogagniDentre as lipases
estudadas destaca-s€andida antarctica BNovozym ® 433 por ser comercializada ja imobilizada em suporteesma acrilica, e
com a vantagem de ser reutilizada nas read@este trabalho esta lipase foi testada na proddeduodiesel realizando ensaios de
transesterificacdo enzimética com éleo de girasspimeio metandlico ou etandlico. Como principaultesio foi possivel otimizar
um sistema de transesterificacdo enzimatica atrdeégrocesso continuo, obtendo alta conversdo e d¢ girassol em ésteres
etilicos, assim como realizando 87 ciclos com anmaesnzima sem reduzir a atividade e 224 cicloss ap@ducao da atividade. Os
sistemas obtidos sdo adequados aos objetivos enpsmtautilizados com auséncia de um solvente argasendo necessario somente
0 excesso do alcool.
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continuo de reacdo de transesterificacdo enzimétcéleo de
girassol contendo elevado teor de &cido oléicadalizado em
reator do tipo leito-fixo.

Indmeros trabalhos vém sendo desenvolvidos corestest Para o processo continuo de leito fixo foi utiliagubr
de vérios tipos de gorduras e 6leos transestatdigapuros ou Nie et al. (2006) [7lima série de nove colunas empacotadas com
misturados ao diesel convencional em diferentepgighes e lipase deCandida antartica spimobilizada. A planta foi operada
tétm demonstrado bons resultados quando utilizados om uma vazdo de 15 L'tdando uma producéo anual de 100
caminhfes, o6nibus e tratores [1-2]. Nesse processo toneladas. O rendimento de converséo final dosesstaetilicos
imprescindivel a qualidade do produto final e ura dspectos a de acidos graxoa partir de 6leos vegetais e 6leos usados sob

1 Introdugéo

serem controlados e otimizados é o uso de catalisadi3].
Através da tecnologia enzimética, podem-se obtedytos de
alta qualidade de maneira limpa, atendendo as sideees
tecnolégicas, de mercado e de preservacao ambiental

O processo enzimatico pode ser aplicado
modificagBes especificas ou interconversdes datasirquimica
realizadas por catalisadores bioquimicos, empregamtimas
contidas em células ou isoladas. A escolha do tabsador
ocorre entre organismos vivos, de origem animagjeta ou
microbiana [4-5].

Desta forma, uma das alternativas
promissoras para producdo de biodiesel é a rotamética.
Varios métodos com esta finalidade foram relatadobkteratura,
cabe destacar algumas pesquisas.

Segundo Dossatt al [6], a principal proposta do seusistema livre de solvente utilizando a lipase

estudo foi a produgdo do oleato de butila pelo detde

tecnolégicako  aproveitamento

condicdes otimizadas foram de 90% e 92%, respectnte. A
vida da lipase imobilizada foi superior a 10 didssta
metodologia destaca-se por ser de baixa poluicdoma®
ambiente, menor gasto de energia e baixo custo.

as
de biodiesel, em planta piloto, a partir do residi® terra
branqueamento obtida em processos de purificacadlate e
utilizando lipase daCandida cylindracea Aproximadamente
40% do peso do residuo é éleo vegetal, o quakkiatio como
matéria-prima para producgdo de biodiesel. A Unigsvdntagem
deste residuo empregando
biotecnolégico foi o custo da enzima.

Pesquisadores obtiveram

conversdo enzimética do 6leo de girassol em biediesm
irtipdoila

comercial da Candida antarctica (Novozym® 435) para

transesterificagdo num processo semi-continuoeefiei visando sintetizar o biodiesel do 6leo de girassol. As wistancias
uma possivel utilizacdo em escala industrial. Ccggso semi- 6timas para o transesterificagdo foram encontrata8C, 3% da

TECNO-LOGICASanta Cruz do Sul, v. 14, n. 2, p. 93-97, jul./@84.0.

93

Kojima et a[8], publicaram um estudo sobre a producéo

processc

resultados satisfatorios da
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enzima baseada no peso do dleo, proporcdo moladl@bl e introduzidos noshaker pré-aquecidos a 85. A razdo molar
6leo e sem agua adicionada no sistema. Sob estagsténcias, 6leo-alcool (metanol ou etanol) foi calculada aipaias massas

> 99% da converséo do 6leo ao éster metilico déoagiaxo foi molares dos mesmos. A quantidade de enzima e da agu
conseguido apds 50 h da reagdo, mas a atividadipalse adicionadas ao meio reacional foi definida comg@baa soma
imobilizada foi diminuindo. A fim de melhorar a abilidade das das massas dos substratos &lcool e 6leo.

enzimas, Ognjanovic e colaboradores [9] utilizarametato de As reagfes foram conduzidas inicialmente com 5% dé
metila ao invés do metanol, tendo como resultad@ wita lipase e 1:10 e 1:4 de razéo 6leo-alcool.
conversao de 6leo em éster metilico de acido gi@gx®5%) e o Os experimentos sem a adicdo de hexano foram

aumento na meia vida da lipase imobilizada emonduzidos com 20 vezes mais o volume de alcoshndo
aproximadamente 20,1 vezes em comparagdo ao met@nolreduzir a viscosidade do meio e aumentar a homatpde da
reator de leito fixo utilizado por estes autoresrop por até 72 h mistura alcool-6leo.

sem reducdo significativa perda na produtividade.

Com base nas pesquisas ja realizadas, a propat®a dEnsaios em sistema continuo

trabalho foi investigar o emprego de lipase @andida O processo continuo de transesterificacdo enziendkic
antarcticaB na produgéo de biodiesel de girassol, buscanti Ug|eq de girassol foi realizado em dois protétipesreatores. O
configuragdo de equipamento que seja adequado @®&m  egiydo envolveu a preparagio de ésteres metilietibops. Nos

solvente. protétipos estudados, o éster e o glicerol foranebiglos no
) mesmo recipiente, sendo o glicerol decantado eagpa
2 Parte Experimental Os protétipos testados envolveram de maneira geral

Para explorar a melhor configuragdo para  @mprego de banho termostatizado, reator, bombastfida,
transesterificacdo enzimatica de 6leo de girassahi realizados eservatério. condensador e chapa de aquecimentcagiacio
ensaios de bancada por sistema continuo e poratiateDs magnética conforme Figura 1.

ensaios foram conduzidos variando as concentrat®enzima,
substrato, etanol ou metanol e a presenca ou n&mldente
organico (hexano). Estas variaveis também forartagds no
sistema por batelada.

Os produtos obtidos nos diferentes protétipos foram
analisados por cromatografia tendo como padrdesodieisel
fornecido pela BSBios (B100 - metilico) e o biodiegroduzido
na planta de biodiesel da UNISC (B100-etilico).

Também foram utilizados os padrbes de ésteres
metilicos de acidos graxos adquiridos da Supelcmm@ados
KIT ME10 (ésteres metilicos de acidos graxos caldecadeia
saturada) e KIT ME14 (ésteres metilicos de &cidoexas
contendo cadeia insaturada) que foram preparadosoémoes
estoque, utilizando como solvente o heptano (Synth@n
concentragéo de 10 mg fmL

Ensaios em batelada

Os experimentos foram realizados em escala labr@kto
com o auxilio de uma IncubadoBhakerMA 420 (MARCONI),
a 225 rpm.

As reacBes de metandlise e etandlise enzimaticéedade
girassol foram realizadas na presenca e auséncisoldente
organico hexano em erlenmeyers de 125 mL com 1 @atnde
girassol e diferentes propor¢Bes de metanol ouoktégua e _ o _ o )
enzima em periodos de 2 a 24 horas. A enzima elagaegpmo Figura 1. Prototipo de producéo de biodiesel cotlise enzimatica e sistema

. . ~ o ~ . continuo onde A) Reator tipo coluna, B) Montagenmcduas colunas e
biocatalisador das reaces de transesterificacéioa flipase c)sistema completo.
Candida antarcticd (Novozym® 435).

As reacgdes com solvente organico foram realizadas c
40 mL de hexano (Nuclear®). ApGs a adicdo dos maagee
solvente, os erlenmeyers foram fechados e imedetsn
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Andlise cromatogréfica Na anélise por CG-EM foram identificados os picos d

O equipamento utilizado na realizagio deste estoido biodiesel de Odleo de girassol produzido por etasdlie
um cromatégrafo a gas acoplado com espectrometmatsas Metandlise, os quais apresentaram o mesmo perfilatografico
(CG-EM) CG QP2010 Plus, marca Shimadzu, equipada cdlue o B100-etilico e Bl_OO-metlllcg, respectivame@tenforme
Injetor Automatico AOC 20i. os cromatogramas obtidos, os ésteres presentegarstaas

Para as analises por CG-EM dos padres e amostrasSgguintes proporcdes: C16:0 — 12,35%, C18:1 — 34(P8:2 —
biodiesel foi utilizada uma coluna de ZB5 MS (3018,25 mm x 44% € C18:0 —2,1%. ) ) )
0,25 um) com temperatura inicial de aquecimento de 150°C [Foi observado que, apos 6 horas de reacao, a caaver
(0,1min), velocidade de aquecimento de 3°CTabé 250°C, e de f0|_ maxima para a metanollsg em solvente organicmues sem
30°C mir* até 300°C; temperatura do detector de massas, &fH¢a0 de solvente a converséo foi menor que 20%@mesmo
fonte de ionizag&o e da interface de 280°C, modaNs€E split  (€MpO, alcancando 50% apos 24 horas. Na etandliseecsem
de 1:5, com volume de amostra ou padréode(ihjetados em Solvente organico a diferenca de conversdo em ésetlifoi >
triplicata). 99% em 10h. Esta reacdo com Oleo de girassol fis répida do

A partir da solucdo estoque foi preparada umagditii 9ue a obtida com soja por Rosset e colaboradore.is [1
de 0,1 a 1,0 mg nit, as quais foram analisadas a fim d@mp[egando um volume menor de etanol em maior tedepo
construir a curva analitica e identificar os conpsstravés das [€a¢ao € menor temperatura.

bibliotecas NIST e WILEY, bem como avaliar os tesme A analise da Figura 3, a qual apresenta o grafa® d
retenc3o e o fator de resposta de cada componastandostras resultados obtidos por cromatografia gasosa da&ceate
de biodiesel. transesterificagédo por sistema batelada do olegirdesol, indica

A analise qualitativa foi realizada por cromatograf qUe @ converséo por etandlise ou metanolise fos migiida em
em camada delgada (CCD), onde 1 gota das amostrasi f Meio com solyentg organico. N,q auséncia de solvangénico a
diluidas em 1mL de hexano (Nuclear®), da mesmadogme o Converséo foi maior na etandlise, uma vez que oo&léoi
6leo de partida e o B100. O 6leo, o B100 e a amdsiram ad|C|onao!o em dobro e apresenta maior solu_bHuHue_éIeo.
aplicados na placa de CCD e eluidos com hexalq;pr‘flaotlmlzagéo de outras variaveis comoossﬂ;magltagéo
(Nuclear®):acetato de etila (Vetec®) (9:1 v/v). Asacas S€ra possivel uma alta conversdo em menor temps, gm0
cromatogréaficas de silica utilizadas no experimemiesentavam batelada é imprescindivel uma agitacao uniformigeresa [12].
medida de 4 cm x 5,5cm (Macherey Nagel®). A re\ddadas
substancias separadas foi realizada em camaradde @mo Transesterificacéo em sistema continuo
resultados foram observados os Rf (Fator de ret@ndas Com o protétipo laboratorial em sistema continuo
amostras. desenvolvido para transesterificacdo enziméticgufgi 1), os
resultados foram mais satisfatérios empregandoanoktcomo
Unico solvente, uma vez que a solubilidade do étamodleo é
maior que a do metanol, sendo que o etanol ja@add em
N - blendas com biodiesel e diesel [13].
3.1 Producao de biodiesel por batelada Considerando os estut[jos] preliminares realizados com

O biodiesel produzido por batelada, apos separdgéo diferentes configuracdes da coluna, as quais levam
glicerina, foi analisado por cromatografia senddfieado por yazamentos, dificuldades de realizagdo em eschtadwrial e
CCD que os produtos da reacéo apresentavam o m@Smo  pajixa conversdo, o modelo apresentado na Figuramlaco
biodiesel de dleo de girassol (Figura 2), obtida patalise inoxidavel e com a enzima empacotada apresentouoom
quimica em escala pI|Ot.O-[_lO]. potencial para a producéo do biodiesel, ocorrendvearsao total
do 6leo de girassol em ésteres etilicos.

O fluxo dos substratos passando pela coluna fodosn
fatores otimizados. Inicialmente foram avaliadoderéintes
fluxos com base nas faixas permitidas para a banharegada
no processo. Neste estudo constatou-se que a rdagéna ser
conduzida na menor velocidade permitida pela bopeligtaltica
utilizada, de 6 mL 1, visando um maior tempo de contato dos
substratos com a enzima.

Figura 2. Cromatograma de CCD das amostras ericétiplda reagéo de O produto obtido da reagdo de transesterificacdo fo

transesterificac&o com metanol por sistema bateladdeo de girassol, onde 0- facilmente sepaNrado do biocatalisador, S~endo 0?".9"0_((30'
6leo de girassol, B- biodiesel do éleo de girassol. produto da reagéo) separado por decantagdo nvats@ final.

J& o reservatério contendo os substratos em cong¢ées
previamente definidas foi dotado de um sistema gitaghio

3 Resultados
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magnética. Na transposicdo para escala piloto, reméssario o separada e o etanol removido podendo ser novamente
emprego de um sistema de agitacdo mecanica, niziengd e de reintroduzido no sistema, evitando-se a geracaesiduos.

um trocador de calor que evite a perda de etantd#sado

substrato entrar na coluna. Apdés a reacdo, a iglcesera
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Figura 3. Grau de conversao do 6leo de girassdliediesel por biocatalise em sistema por bateladae sem solvente organico.

As reagBes conduzidas no sistema continuo com um |
reator tipo coluna foram analisadas inicialmenta @&CD
conforme Figura 4, observando-se que as convefsiana totais
até 16 h de reacdo, e no tempo restante do testacdo foi % B ¥
parcial, sendo monitorada até 64 h. Este resulsddeve ao ;
pouco tempo de contato entre a enzima e 0 subs&aagsim, J a
tornou-se necesséario adicionar em série, mais Latorrdipo
coluna no sistema. Outro aspecto relevante é dbjlmtsle de
recirculacdo do produto ap6s a separagdo da glaeri
completando a converséo do substrato. |

Os resultados de CCD das amostras do Sistema

Continuo com 2 Reatores também estdo na Figuraadlighio de Figura 4. A) Cromatoplaca de CCD das amostrasalgitede transesterificagao
com etanol por sistema continuo enzimatico reatizamn 1 reator, onde O- 6leo

mais um reator no S'_Stema promoveu a cpnversabpmtanalor de girassol, B- ésteres (Biodiesel do 6leo de gifae B) Cromatograma de
tempo (72 h). Este sistema permaneceu ligado gdh3btendo CCD das amostras de reagéo de transesterificagaisfma continuo
conversfes parciais. Durante a realizagdo destesrimentos enzimatico realizado com 2 reatores, onde O- Géegirdissol, B- ésteres
foram retiradas amostras em diferentes tempos, guskise da (Biodiesel do dleo de girassol).

converséo. As reagdes foram monitoradas por CCG-&M. O
grafico das conversdes por etandlise enzimaticiizarndo o
sistema com 2 reatores e para um total de 388 heagio
encontra-se representado na Figura 5.

0 16h 18 30n.

Segundo as analises de CG-EM, as conversdes obtidas
com o protétipo contendo dois reatores tipo colat&a340 h de
reagdo indicaram que a atividade da enzima ocqoeém com
oscilagdes quantitativas, que podem estar reladamaa
homogeneidade das amostras.
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BIOCATALYTIC METHODS IN THE
SUNFLOWER BIODIESEL PRODUCTION BY Candida
antarctica LIPASE
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ABSTRACT: The use of lipases in reactions of transformation
of vegetable oil is against the principles of gregremistry,
714 18 30 32 40 60 76 92 124 132 25 322 340 mainly because they are renewable and have a fffgieecy
Tempo (n) and specificity in oleochemical reactions. Among tlipases
Figura 5. Grafico das Conversdes do Sistema Canmzimatico utilizando 2~ Studied stands out maini@andida antarcticaB (Novozym ®
reatores. 435) and being marketed already immobilized in supmwf
acrylic resin, has the advantage of being reusdtirreactions.
Conforme o tempo utilizado para o escoamento dewas possible to optimize a system of transeftation by a
primeira gota no sistema utilizando lipase nova, dossivel continuous process, with which it was possible maxn
determinar que em media um ciclo de transestegdicaneste conversion of substrate (sunflower oil) in ethyltees, and
sistema foi de 75 min, fornecendo um total de &fosique a perform 87 cycles with the same enzyme without cedy the
enzima permaneceu totalmente ativa, apos o quep@atte da activity and 224 cycles, after the reduction of #utivity. The
atividade como pdde ser constatado por cromataegrBistaca- system obtained are adequate to objectives andeansed in

se também que conforme observado em CCD foi pdssig®sence of organic solvent, it is only need thetaltexcess.
verificar que ainda ocorreram no minimo 224 ciclos,quais

podem ser utilizados com recirculagdo por um tempoto Keywords: lipase, Biodiesel, sunflower oil
maior, ndo dimensionado neste trabalho.
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