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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da razéo
entre a altura () e o diametro (d) do reator de leito fixo na etanolise do 6leo de
macalba catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em silica-PVA.
As reacdes foram operadas continuamente por 20 dias, utilizando 6leo: etanol numa
razdo molar de 1:12 na auséncia de solvente e tempo espacial de 14h. Dois reatores
foram testados: Reator | (I =55 mm e d =15 mm) e Reator Il (I =210 mmed =14
mm), apresentando relacdo geométrica I/d de 3,7 e 15, respectivamente. O melhor
desempenho foi obtido pelo sistema experimental que empregou o reator I, atingindo
89,7 = 4,8% de rendimento e 40,4 £ 2,2 mg/g.h de produtividade, enquanto que o
sistema operacional que utilizou o reator | forneceu rendimento de 83,9 + 4,4% e 38
mg/g.h de produtividade. Esses dados comprovam a influéncia das dimensdes da
coluna empacotada na producdo de biodiesel, observando-se que, nas condicGes
testadas, a maior razdo ndo interferiu na transferéncia de massa do fluido através do
reator de coluna.

1. INTRODUCAO

A sintese de biodiesel a partir da transesterificacdo enzimatica de 6leos vegetais oferece
consideraveis vantagens, incluindo menor consumo de energia, obtencdo de produtos com maior
grau de pureza, facil recuperacdo do glicerol e diminuicdo da poluicdo causada por processos
quimicos convencionais, tornando o processo enzimatico uma alternativa promissora a catalise
homogénea alcalina (De Castro et al., 2010; Christopher et al., 2014). Esta op¢do quando
associada ao uso de etanol como agente acilante pode tornar a produgéo de biodiesel um processo
totalmente inserido nos conceitos de rotas ambientalmente amigaveis, devido a elevada
toxicidade do metanol (Brunschwing et al., 2012).

Dependendo do bioprocesso, enzimas imobilizadas sdo preferidas as enzimas livres,
devido a estabilidade da enzima ligada ao suporte, o que facilita 0os processos de recuperacao e
purificagdo do produto, pois reduz a contaminacdo do produto pela enzima, permite o uso
repetido do biocatalisador, possibilita 0 desenvolvimento de processos continuos e portanto, mais
econdmicos e permite a interrupcdo rapida da reacdo a partir da facil remocdo da enzima do meio
reacional (Christopher et al., 2014).
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A selecdo do tipo de biorreator a ser utilizado em processos com enzimas imobilizadas
depende da analise criteriosa de uma série de fatores, tais como: (a) a forma da enzima
imobilizada — particulas, membranas, fibras; (b) a natureza do substrato — solucédo, sélidos em
suspensdo, coloidal; (c) requisitos operacionais da reacdo — controle de pH, temperatura; (d)
cinética da reacdo — inibicdo por substrato, produto, ou ambos; (e) a superficie catalitica por
unidade de volume de reator; (f) caracteristicas de transferéncia de massa externa e interna; (g)
facilidade de substituicdo do catalisador e sua regeneragdo; (h) facilidade de construcdo do
biorreator; e (i) custo do biorreator (Zanin, Moraes, 2004).

Os reatores de tanque agitado (STR) e de leito fixo (PBR) sdo as configuracdes de reatores
mais comumente empregadas em processos multifasicos, como por exemplo, na sintese de
biodiesel empregando lipases imobilizadas. Em larga escala a producéo é normalmente realizada
em STR, devido a sua facilidade de construcdo e operacdo (Balcdo et al., 1996). Esta
configuracdo apresenta, entretanto, algumas desvantagens, uma vez que o0s sistemas imobilizados
ndo podem ser carregados em grande quantidade e sdo susceptiveis a quebra devido as altas
tensdes de cisalhamento impostas pela agitacdo mecanica, reduzindo a possibilidade de
reutilizacdo da enzima imobilizada e consequentemente a viabilidade econdmica do processo
(Zanin, Moraes, 2004). Assim, reatores de leito fixo tornam-se mais atrativos, devido a sua alta
eficiéncia, baixo custo, facilidade de construcdo, operacdo, ampliacdo de escala, controle
automatico e menor grau de cisalhamento (Balcéo et al., 1996; Wang et al., 2011; Silva et al.,
2014). No entanto, essa configuragdo, pode ser mais influenciada por limitagGes de transferéncia
de massa e calor, refletida, por exemplo, pela relacdo geométrica do reator (Xu et al., 2000).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de um
sistema de producdo continua de biodiesel enzimatico a partir do 6leo de macatba, empregando
reator de leito fixo com diferentes relacfes geométricas (I/d), visando aumentar a conversao em
ésteres de etila.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os experimentos foram realizados com a lipase de Burkholderia cepacia adquirida na
forma solivel da Amano Enzyme Inc. (Japdo) e posteriormente imobilizada em suporte hibrido
de silica-PVA preparado pela técnica sol-gel (Da Rés et al., 2010), resultando em derivados
imobilizados com atividade hidrolitica média de 20563 + 52 U/g. Como materiais de partida
foram utilizados: etanol anidro (99,5%, Cromoline) e 6leo da améndoa de macauba adquirido da
Paradigma Oleos Ltda (Carmo da Parnaiba - MG), apresentando composicio aproximada em
acidos graxos de: 6,2% Octandico, 5,3% Decanoico, 43,6% Laurico, 8,5% Miristico, 5,3%
Palmitico, 2,4% Estedrico, 25,5% Oléico e 3,3% Linoléico e massa molecular de 716,47 g.mol™.

2.2. Sintese de biodiesel em reator de leito fixo operado em modo continuo

As sinteses de biodiesel a partir da etanolise do 6leo de macauba foram realizadas em
colunas de vidro encamisadas com capacidade de 10 mL (didmetro interno = 15 mm e
comprimento = 55 mm) e 32 mL (diametro interno = 14 mm e comprimento = 210 mm),
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designadas como Reator | e Reator Il, respectivamente. A mistura reacional contendo 6leo da
améndoa de macauba e etanol numa razdo molar de 1:12 (6leo: etanol) foi mantida em um frasco
de alimentacdo, sob agitacdo magnética (150 rpm) e temperatura de 50°C. O substrato foi
bombeado através do reator de leito fixo com o auxilio de uma bomba peristéltica (SJ-1211-Atto)
na vazdo correspondendo a um tempo espacial de 14 horas. Para evitar perda de etanol no
sistema, foi acoplado um condensador de refluxo ao frasco de alimentagéo. Em cada experimento
a coluna foi empacotada com suspenséao do derivado imobilizado no meio reacional e em seguida
estabilizada pela circulagéo do substrato atraves da coluna por um periodo equivalente a 3 tempos
espaciais. Amostras diarias foram recolhidas e estocadas a -2°C, para realizacdo de analises
cromatograficas, de viscosidade e densidade. Ao final dos experimentos a enzima foi recuperada
e lavada com terc-butanol para a remocao de substrato e produtos eventualmente retidos nas
particulas da matriz para realizacdo da atividade hidrolitica. O esquema experimental esta
ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Esquema experimental do reator de leito fixo. 1- Banho termostatizado; 2- Agitador
magnético; 3- Tanque de alimentagdo; 4- Condensador de refluxo; 5- Bomba peristaltica;
6- Reator de leito fixo.

2.4. Métodos de Analises

Atividade hidrolitica: A atividade hidrolitica da lipase imobilizada foi determinada pelo método

de hidrdlise do azeite de oliva, conforme metodologia modificada por Soares et al. (1999). A

constante de desativacdo térmica do biocatalisador (kg) e o tempo de meia-vida (ti;) foram

determinados por meio das Equacdes 1 e 2, respectivamente.
In2

% —e () e @
Em que Ag e A referem-se, respectivamente, as atividades hidroliticas inicial e final do
biocatalisador.
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Dosagem dos ésteres de etila: Os ésteres de etila foram monitorados por cromatografia de fase
gasosa (Modelo Varian CG 3800, Inc. Corporate Headquarters, Palo Alto, CA, EUA), conforme
metodologia estabelecida por Urioste et al. (2008), empregando amostras previamente tratadas
com Lewatit® GF202 para remocdo do glicerol. O rendimento das transesterificages foi
definido como o valor que expressa a massa total obtida de ésteres de etila em relagdo a massa
tedrica esperada.

Purificacdo das amostras de biodiesel: O volume das amostras foi medido e transferido para um
funil de decantacéo, no qual foi adicionado 0 mesmo volume de &gua destilada. Efetuou-se uma
agitacdo vigorosa e a mistura foi deixada em repouso por 24 h para a separacdo das fases. Esse
procedimento foi realizado por trés vezes consecutivas. A fase superior composta pelos ésteres de
etila (biodiesel) foi submetida a evaporacdo em rota-evaporador e a fase inferior composta por
glicerol e agua de lavagem foi descartada.

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

Determinacédo da viscosidade e densidade do biodiesel: Os valores da viscosidade absoluta dos
produtos purificados foram medidos em viscosimetro Brookfield Modelo LVDVII (Brookfield
Viscometers Ltd, Inglaterra) empregando o cone CP 42. As medidas foram realizadas a 40 °C
empregando 1,0 mL de fluido. A densidade dos ésteres de etila foi determinada em densimetro
digital Modelo DMA 35N EX (Anton Paar). As medidas foram realizadas a 15°C utilizando 5
mL de amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos de reacOes catalisadas por lipases imobilizadas em reator de leito fixo tém
mostrado que a taxa de reagdo é afetada pela variacdo de fluxo linear do fluido. Assim, limitagdes
de transferéncia de massa, seja entre os reagentes do meio reacional para o sitio ativo da lipase ou
do transporte ineficiente do produto para a mistura, sdo fatores plausiveis de investigacdo nesta
configuracdo de reator (Xu et al., 2000). Trabalhos descritos na literatura indicam que colunas
que apresentam maior relacdo altura/diametro (I/d) sofrem menor limitacdo de transferéncia de
massa (Damstrup et al., 2007).

Nesse contexto, visando verificar a influéncia da relacdo geométrica (I/d) da coluna de
leito fixo na sintese de biodiesel continua do 6leo de macauba empregando lipase B. cepacia
imobilizada em silica-PVA, foram efetuados testes em dois reatores apresentando as seguintes
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dimensdes: Reator | (I = 55mm e d = 15 mm) e Reator Il (I = 210mm e d = 14 mm), expressando
relacdo geométrica I/d de 3,7 e 15, respectivamente. Buscou-se manter um carregamento
constante entre a massa de biocatalisador (g)/volume total do reator (mL), sendo constatado
carregamento de 75% no Reator | e 82% no Reator 1l. O perfil de formacéo dos ésteres de etila
em funcéo do tempo de reacdo esta ilustrado na Figura 2 (a, b).

Verifica-se que em ambos os testes, a formacdo dos ésteres de etila apresentou correlagao
com o0s principais acidos graxos presentes na composicao do 6leo de macauba, sendo evidenciado
valores mais elevados do éster laurato de etila (C12). O valor médio obtido em concentragédo
massica de ésteres foi de 54,8+3,3 e 56,6 £ 3,0 g/g%, respectivamente para o Reator | e Il.

] a- Reator | 65 b- Reator Il

Esteres de etila (%)

Esteres de etila (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (dias)

Tempo (dias)
—=— C8—e— C10—— C12—— Cl4——Cl16

—=—C8—Cl0-4-Cl2—~v—Cl4——Cl6

—<4-C18 » Cl81 e Cl82—*C_, —4—C18> Cl8:1—— C18:2—*—C__

Figura 2 — Perfil de formacdo dos ésteres de etila na etandlise continua do 6leo de macauba em
reator de leito fixo, empregando diferentes relacdes geométricas (I/d): a) Reator | e b) Reator I1.

A Figura 3 ilustra que a alteracdo da relacdo geométrica (I/d) nos reatores de leito fixo
interferiu no rendimento de transesterificacdo que variou, apds o alcance do estado estacionario,
de 75,9 a 91,0% para o teste que empregou razdo de 3,7 e de 89,1 a 94,0% para a razao de 15. Os
sistemas continuos foram operados por 20 dias, sendo o regime estacionario alcangcado em 72 h
(5 tempos espaciais) no sistema experimental que empregou o Reator | e em 48h (3 tempos
espaciais) no Reator Il, demonstrando melhor estabilidade operacional. Além disso, nessa
condicdo, foi alcancada uma produtividade média de 40,4 + 2,2 mgéster.g'lmeio.h'l, superior a
obtida pelo Reator | (37,7+ 4,2 MQster.g "meio-n™).

Destaca-se ainda que ndo foram detectados problemas de estabilidade operacional
relacionados ao desempenho do reator, sendo obtido tempo de meia-vida satisfatorio para os
biocatalisadores utilizados em ambos o0s testes. A Tabela 1 resume o desempenho dos
biorreatores na etanolise continua do 6leo de macauba.
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Figura 3 - Rendimento da producéo de ésteres de etila em fungédo do tempo reacional na
etandlise continua do dleo de macauba realizada em reator de leito fixo.

Tabela 1 — Quadro comparativo do desempenho do reator de leito fixo na etanélise continua do
6leo de macauba mediada pela lipase B. cepacia imobilizada em silica-PVA

Parametros Reator I (I/d =3,7) Reator Il (I/d =15,0)

Atividade inicial do biocatalisador (U.g™) 1655 + 52 2155+63
Atividade residual do biocatalisador (U.g™) 613 £ 39 856 £25
Constante de desativacdo (kg, h™) x10° 1,7 1,9

Tempo de meia-vida (h) 402 358
Concentracéo de ésteres de etila (g.g™") 52,8+5,9 56,6 + 3,0
Produtividade (MY sster-Gmeio - ™) 37,7+ 4,2 40,4+21
Rendimento de transesterificacdo (%) 83,9+ 44 89,7+48
Viscosidade cinemética 40°C (mm?/s) 53+0,63 5,6 £0,62

De acordo com a Tabela 1, observa-se que o Reator Il apresentou melhor desempenho,
provavelmente porque os problemas de transferéncia de massa entre enzima e substrato foram
minimizados pela relagdo geométrica (I/d = 15) adequada. Com o intuito de verificar se o produto
obtido atendia as especificagdes da ANP, foram efetuadas analises adicionais as amostras de
biodiesel purificadas. A Figura 4 mostra o perfil da concentracdo de ésteres de etila,
monoglicerideos (MAG) e diglicerideos (DAG) no produto purificado, obtido a partir da
etandlise continua do 6leo de macauba.

Embora promissores, os resultados mostram que a qualidade do produto final ndo atendeu
a todos os parametros exigidos pelas normas competentes, visto que, 0 Regulamento Técnico da
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ANP (n° 14/2012), especifica um valor minimo de 96,5% em massa de ésteres e valores maximos
de 0,8 e 0,2% em massa de MAG e DAG, respectivamente. Uma alternativa para elevar o
rendimento do processo e reduzir os teores de MAG e DAG seria 0 emprego de um segundo
reator em série (processo continuo em duplo estagio), que proporcionaria um incremento na
formacédo de ésteres de etila em relagdo ao primeiro estagio.
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Figura 4 — Relac&o entre concentragdo de ésteres de etila, monoglicerideos e
diglicerideos quantificados no produto purificado obtido em fluxo continuo (Reator I1).

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicaram que o sistema experimental que empregou o Reator Il
(razdo I/d = 15), apresentou melhor desempenho na sintese de biodiesel a partir da etandlise
continua do éleo de macalba. Esse fato pode ser comprovado pelas concentracfes mais elevadas
de ésteres de etila, da ordem de 56,6 + 3,0 g/g%, correspondendo a rendimentos médios de 89,7 +
4,8% e produtividade de 40,4 + 2,2 MQsser.g  meio-h™. A lipase de B. cepacia imobilizada em
silica-PVA demonstrou satisfatoria estabilidade operacional, apresentando tempo de meia—vida
de 402 h e a eficiéncia do sistema experimental foi comprovada pelo alcance do estado
estacionario em apenas 3 tempos espaciais. Trabalhos futuros serdo realizados com reatores em
duplo estagio, visando adequar o produto as especificacdes da ANP e viabilizar a sintese
enzimética de biodiesel a partir de Oleo vegetal de composicdo predominantemente laurica,
mediada pela lipase de B. cepacia imobilizada em silica-PVA em meio isento de solvente
operada em modo continuo.
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