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RESUMO - Avaliou-se a influéncia dos parametros reacionais na esterificacdo dos
acidos graxos do 0leo de coco com alcool etilico, visando a obtencdo de biodiesel via
rota enzimatica utilizando lipase de Candida antarctica (CALB) imobilizada
covalentemente. Foi utilizado um suporte a base de quitosana previamente ativado
com glicidol, etilenodiamina e glutaradeido, sendo este comparado com o derivado
comercial de CALB. Os seguintes parametros de sintese foram investigados: razao
molar, temperatura e efeito da adicdo de zeolita. Foi avaliado o perfil de conversdo ao
longo do tempo de reacdo e a estabilidade operacional do derivado. Observou-se que
quando a razdo molar foi menor, maior a converséo obtida, 73,25 %. A temperatura
em que o biocatalisador obteve maior conversdo foi de 45 °C e na avaliacdo da
estabilidade operacional o derivado manteve sua atividade por 10 ciclos de sintese.

1. INTRODUCAO

Na busca da remediacdo de uma série de problemas associados a producdo de biodiesel,
como formacao de sabdes no processo, elevado consumo de energia (devido a alta temperatura de
reacdo) e producdo de grande quantidade de efluentes, a utilizacdo de enzimas como catalisadores
é uma alternativa que vem sendo amplamente estudada. A sintese enzimatica do biodiesel traz
uma série de vantagens, o glicerol pode ser facilmente recuperado sem tratamento complexo, a
temperatura de reacdo é mais baixa e, alem disso, as enzimas podem ser facilmente recuperadas e
reutilizadas (Kulkarni et al., 2006).

As enzimas na forma sollvel sdo, normalmente, menos estaveis que os catalisadores
quimicos e ndo podem ser usadas em condi¢Oes severas, pela possivel desnaturacdo e
consequente perda de atividade (Svendsen et al., 1997). Desta forma, a imobilizacdo em suportes
inertes assegura 0 aumento da concentracdo de biocatalisador por volume de reator, o reuso das
enzimas e minimiza o custo de separacdo dos produtos, desta forma superando o inconveniente
econdmico associado ao seu uso. A quitosana que é extraida de rejeitos da industria pesqueira,
principalmente das carapagas dos crustaceos, vem sendo bastante utilizada como suporte de baixo
custo para a imobilizacdo de enzimas (Krajewska, 2004).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de aplicacdo de um biocatalisador de
baixo custo para a aplicacdo na reacdo de esterificacdo de matérias-primas com elevado teor de
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acidos graxos livres, visando a obtencdo de biodiesel a partir dos &cidos graxos do 6leo de coco
por rota etilica. Foram avaliados diversos parametros na esterificacdo dos acidos graxos: razdo
molar dos substratos, quantidade de enzima imobilizada, temperatura e efeito da retirada de agua
por adsorcdo. Apos avaliagdo das melhores condicdes de sintese, foi realizada a cinética da
reacdo e a avaliacdo da estabilidade operacional dos derivados obtidos através de ciclos
sucessivos de esterificaco.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Lipase de Candida antarctica (CALB) na forma solivel e imobilizada, Novozym 435
(Novozymes Latin America Ltd.-Brasil). Como suporte para imobilizacdo foi utilizado quitosana
(Polymar Ind Ltda.-Brasil) associada ao alginato de sodio, preparado na propor¢éo quitosana 2,5 % -
alginato 2,5 %, ativado com epicloridrina, segundo Adriano et al. (2008). Na reacdo de esterificacao
foram utilizados alcool etilico absoluto 99,5 % (v/v) da Synth (Sao Paulo) e o 6leo de coco (Cocos
nucifera L.) bruto foi fornecido pela FORT COCO Industria e Comércio de Coco Ltda, Itaitinga
(Ceara, Brasil). O oleo de coco utilizado foi previamente hidrolisado via ultrassom para a obtencao
dos &cidos graxos, segundo metodologia proposta por Lima (2010), apos a etapa de hidrélise. O
indice de acidez do Oleo e dos acidos graxos obtidos foram 6,00 + 0,21 mg KOH/g e 198,28 + 1,35
mg KOH/g, respectivamente. Todos 0s outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2. Métodos

Imobilizacdo da enzima: A lipase foi colocada em contato com o suporte quitosana 2,5 % -
alginato 2,5 %, ativado com epicloridrina (quitosana — CALB) através da solucdo de enzima (65 U
por grama de suporte) em tampéo bicarbonato 100 mM, pH 10 na razéo de 1/10 (m/v), rotacdo de 20
rpm, a 25 °C durante 5 h. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de hidrolisar 1 umol de butirato de para-nitrofenila (PNPB) por minuto (Kordel et al.
1991).

Indice de acidez e célculo da conversdo: A determinacdo da acidez do 6leo de coco e de seus
acidos graxos foi efetuada usando o método AOCS 5a-40 que consiste na utilizacdo de solucdo de
NaOH para titulacdo do acido graxo livre na amostra, segundo metodologia adotada por Moreto e Fett
(1998). O indice de acidez foi quantificado de acordo com a Equacéo 1.

A (mg KOH / g) = V x f x56,11x M )
m

em que: 1A é o indice de acidez (mg KOH/g), V é o volume de solucdo de NaOH necessario para
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titular a amostra (mL), f é o fator de correcdo da solucdo de NaOH, M é a molaridade da solugdo de
NaOH (M = mol/L), m é a massa da amostra utilizada, 56,11 é o fator de corre¢do com relacéo ao
KOH.

A conversdo foi calculada pelo acompanhamento da reducdo do indice de acidez de acordo
com a Equacdo 2. Este célculo foi possivel, pois a medida que os ésteres vdo sendo formados, a
quantidade de &cidos graxos livres (AGL) diminui e, portanto, o indice de acidez decresce.

_ 2
X (%) =(%jxloo @

em que: X é a taxa de reducdo do indice de acidez na reacdo (%), 1A, é o indice de acidez do
acido/oleo no inicio da reagéo e 1As é o indice de acidez no final da reagéo.

Sintese dos ésteres etilicos: As reacdes foram realizadas em erlenmeyers de 50 mL fechados, a
quantidade de biocatalisador foi de 1,0 % (Mderivado/Msieo), COM quantidade de enzima oferecida de 65
U/g. Os frascos foram mantidos sob agitacao rotacional de 150 rpm e, inicialmente, a temperatura de
40 °C. As melhores condicOes obtidas para a sintese dos ésteres etilicos foram utilizadas para o estudo
de estabilidade operacional dos biocatalisadores preparados.

A estabilidade operacional da enzima imobilizada foi avaliada, para os melhores parametro de
sintese, através de ciclos sucessivos com duracdo de 24 horas da reacdo. Ao final de cada ciclo, o
derivado foi removido do meio reacional e lavado com o solvente hexano para ser utilizado na sintese
seguinte.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sintese de ésteres etilicos a partir dos acidos graxos de 6leo de coco

Efeito da razdo molar: A Figura 1 mostra os resultados para a avaliacdo da influéncia da razéo
molar 6leo:alcool, na conversdo dos ésteres etilicos em funcdo da quantidade de etanol presente no
meio reacional. O aumento da razdo molar acarreta uma diminuicdo na conversdo obtida, sendo a
conversao maxima obtida para razdo molar 1:1, 73,25 % para o derivado obtido em laboratério, e
81,86 % para Novozym 435. Trubiano et al. (2007), na sintese de ésteres de acidos graxos utilizando
a lipase de Candida antarctica, verificaram o mesmo efeito para a razdo molar. Provavelmente, o
excesso de alcool provocou a inativacdo da enzima, pois esta pode sofre inibicdo pelo alcool.
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Figura 1 — Efeito da razdo molar na conversao, quantidade de derivado 1,0 % (m/m), 150 rpm,
temperatura de 40 °C, 8 horas de reacdo, Novozym 435 (m) e Quitosana - CALB (m).

Remocdo da dgua: A adicdo de 20 % de zellita (Mzesiita/ Msteo) NO Meio reacional para a reacdo
de 8 horas e para um tempo de reacdo de 24 horas ndo resultou em aumento da conversdo, como
mostra a Figura 2.
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Figura 2 — Efeito da adi¢éo de zedlita na converséo, razdo molar 1:1, quantidade de derivado 1,0 %
(m/m), 150 rpm, temperatura de 40 °C, sem ze0lita (m) e com zeolita (m).
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Efeito da temperatura: Na Figura 3 s&o observados os resultados obtidos para o estudo do efeito
da temperatura na conversdo enzimatica dos ésteres etilicos.
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Figura 3 — Efeito da temperatura na conversdo, razdo molar 1:1, quantidade de derivado 1,0 % (m/m),
150 rpm, 8 horas de reacdo, Novozym 435 (m) e Quitosana - CALB (m).

Os resultados obtidos mostram que o derivado de CALB em quitosana apresentou um
acréscimo na conversdo em torno de 3 % a partir da temperatura de 45 °C com conversdao em torno de
77 %, valores e perfis de conversao similares foram obtidos para o biocatalisador comercial Novozym
435, sendo para este os valores um pouco maiores (cerca de 2 %), cerca de 79 % de conversdo. Os
resultados obtidos mostram que a CALB mantém sua atividade catalitica em amplas faixas de
temperaturas, na literatura ha relatos de que se trata de uma enzima termoestavel (Kirk e Christensen,
2002), e o derivado obtido em laboratério apresentou atividade e estabilidade compativeis com o
derivado comercial, nas condi¢cdes avaliadas, demonstrando que o processo de imobilizacdo conferiu
uma maior protecdao a molécula de proteina.

Perfil de conversdo e estabilidade operacional: A Figura 4 mostra o perfil de conversdo
enzimatica dos ésteres etilicos e a Figura 5 mostra o perfil da estabilidade operacional com relacdo a
conversdo, baseada em ciclos de sintese.
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Figura 4 — Avaliacdo do perfil de conversdao em funcdo do tempo, razdo molar 1:1, quantidade de
derivado 1,0 % (m/m), 150 rpm, a 45 °C, Novozym 435 (m) e Quitosana - CALB (m).

A avaliacdo da conversdo em funcdo do tempo mostra que a conversdo maxima para 0
derivado comercial, Novozym 435, é ligeiramente maior que a observada para o derivado de
quitosana e os valores de conversao iniciais para o derivado obtido em laboratério foram menores,
provavelmente devido a ocorréncia de limitacdo difusional.
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Figura 5 — Perfil da estabilidade operacional com relacdo a conversdo, baseada em ciclos de sintese,
razdo molar 1:1, quantidade de derivado 1,0 % (m/m), 150 rpm, 24 horas de reacéo, a 45 °C,
Novozym 435 (m) e Quitosana - CALB (m).

Na avaliacdo da estabilidade operacional o derivado de CALB obtido em laboratorio e o
comercial mantiveram sua atividade por 10 bateladas de sintese de ésteres de acidos graxos.

4. CONCLUSOES

Quanto menor a razdo molar maior foi a conversdo obtida, 73,25 % para o derivado de CALB
obtido em laboratério. A adicdo de zedlita para os tempos de reacdo de 8 horas e 24 horas nao
resultou em aumento da conversdo. A temperatura em que os biocatalisadores obtiveram maior
conversdo foram para temperaturas maiores que 45 °C. O derivado de CALB manteve sua atividade
até o final de 10 ciclos.

Os resultados comprovam a viabilidade da catalise enzimatica para producdo de biodiesel a
partir de substratos de elevada acidez livre, ja que o alto custo da enzima é um fator que restringe a
producdo industrial de ésteres por essa rota alternativa. O derivado produzido através da imobilizacdo
covalente multipontual em quitosana obteve desempenho compativel com o derivado comercial
disponivel no mercado a um alto custo.
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