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RESUMO - O presente trabalho avaliou a eficiéncia de diferentes fontes de energia (aguecimento
convencional, micro-ondas e ultrassom) na sintese enzimatica de biodiesel a partir do 6leo de coco
bruto empregando etanol como agente acilante. As reacfes de transesterificacdo ocorreram a 40 °C
empregando meios reacionais contendo éleo e etanol na razdo molar 6leo: etanol de 1:12 e
utilizando como biocatalisadores Novozym® 435, lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em
diatoméacea e imobilizada em suporte hibrido (SiO,—PVA). Nas rea¢des submetidas ao aquecimento
convencional foram obtidos rendimentos superiores a 98% para os trés derivados imobilizados em
tempos reacionais que variaram entre 24 a 72h. As reacdes assistidas por irradia¢cdo de micro-ondas
alcancaram menores conversdes em ésteres etilicos de 65-95%, dependendo do derivado
imobilizado. O melhor desempenho foi alcancado nas reagdes conduzidas em ultrassom que
forneceram rendimentos elevados (98%) com dois biocatalisadores (Burkholderia cepacia
imobilizada em SiO,—PVA e Novozym 435) em 8 e 6h, respectivamente, reduzindo o tempo de
reacao estabelecido pelos processos que envolveram aquecimento convencional e micro-ondas.

1. INTRODUCAO

As reaces de transesterificacdo de Oleos vegetais por meio da aplicacdo de enzimas lipoliticas
atualmente séo investigadas e tem alcancado rendimentos significativos de ésteres etilicos (Stamenkovic et al.,
2011). No processo, 6leos residuais, como descrito por Oliveira et al. 2010 e Ribeiro et al., 2012 séo utilizados
como matéria-prima alternativa, a qual reduz a competicdo entre o uso de o6leos para alimentos ou
combustiveis, além de propiciar o menor custo do biocombustivel sintetizado, eliminar subsidios financeiros a
cadeia produtiva e minimizar a elevagdo dos precos de 6leos comestiveis decorrente de sua menor demanda no
mercado pela aplicacdo em sintese de biocombustivel (Chen et al., 2012).

Outro ponto importante no processo de sintese de biodiesel é a aplicacdo de fontes de energia utilizadas
no processo enzimatico. Normalmente, as baixas taxas de rea¢do do processo de transesterificagdo séo oriundas
da baixa transferéncia de massa do meio reacional no sistema imobilizado. No sentido de minimizar este efeito,
varios métodos ja foram estudados para intensificacdo do processo de producdo de biodiesel, tais como
ultrassom e micro-ondas. A energia da irradiagdo ultrassonica pode ativar varios mecanismos que podem afetar
as reacOes quimicas e processos de forma positiva, que ndo sdo sempre conhecidos, além do mais o uso de
tecnologia de micro-ondas pode auxiliar o processo de transesterificacdo resultando em tempos de reagdo mais
rapidos (Cintas et al., 2010; Kanitar et al., 2011; Veljkovic et al., 2012) .

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar comparativamente a aplicacdo de diferentes fontes de

energia (aquecimento convencional, micro-ondas e ultrassom) na sintese de biodiesel a partir de 6leo de coco
bruto (sem pré-tratamento), utilizando lipases imobilizadas.
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2. METODOLOGIA
2.1. Material

Nas reagdes de transesterificacdo foram utilizados etanol anidro e 6leo de coco bruto como fontes de
matéria-prima. Algumas propriedades do 6leo de coco utilizado neste trabalho estdo apresentadas na Tabela 1.
Os biocatalisadores utilizados foram: lipase de Burkholderia cepacia (BCL) imobilizada em SiO,-PVA
(1.805,5 + 137,7 U/g - processo de sintese e imobilizagdo na secdo 2.2) e preparacdes disponiveis
comercialmente: lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em diatoméacea (3698,7 U/g) e Novozym 435.

Tabela 1 - Caracterizacéo do 6leo de coco bruto

Densidade a 20°C 0,92 g/cm3
Massa Molecular 701,79
Viscosidade Cinematica a 40 °C 29 mm2/s
Indice de Saponificacio 187 mgkon/g
Indice de lodo 18,50 gl,/100amostra
Indice de Acidez 21,05 mgkon/g
indice de Peroxido 6,81 meg/Kg

2.2. Sintese do Suporte (SiO,-PVA) e Imobilizacao da Lipase

O suporte SiO,-PVA foi preparado a partir da hidrdlise e policondensacdo de tetraetoxissilano pela
técnica sol-gel (Freitas et al., 2009). A imobilizacdo da lipase de B. cepacia no suporte hibrido de SiO,-PVA
ativado com epicloridrina foi realizada por ligagdo covalente de acordo com 0 método descrito por Da Rds et
al. (2012). O suporte ativado foi embebido em hexano, sob agitacdo (100 rpm) durante 1 h a 25°C. Em seguida,
0 excesso de hexano foi removido e a lipase foi adicionada a uma razao de 1:4 grama de enzima por grama de
suporte. PEG-1500 foi adicionado em conjunto com a solu¢do de enzima a uma parte fixa (100 pl/g de
suporte). O sistema lipase-suporte foi mantido em contato durante 16 h, a 4°C, em condicdes estaticas. Os
derivados de lipase imobilizada foram filtrados (62HD membrana de nylon de Scheiz Seidengazefabrik AG,
Thal Schweiz, Suiga) e cuidadosamente lavados com hexano.

2.3. Sintese de Esteres Etilicos

Todos os ensaios foram realizados com 12 g de substrato, constituido por 6leo de coco bruto e etanol
anidro, sem a adicdo de solventes a 40°C e razdo molar de 1:12 (condic&o estabelecida anteriormente — dados
ndo mostrados). O meio reacional foi incubado com o biocatalisador numa proporcéo fixa em relacdo ao peso
total dos reagentes. Para lipase de B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA a proporc¢éo fixa foi de 20% (Freitas et
al., 2009) enquanto que para biocatalisadores obtidos comercialmente (lipase de B. cepacia em diatoméacea e
Novozym 435) a proporcéo fixa correspondeu a 10%. Para os estudos do perfil de conversdo, uma aliquota do
meio reacional foi retirada em varios intervalos de tempo para analise. O procedimento realizado para as
diferentes fontes de energia sdo descritos a seguir:

Aguecimento convencional: os ensaios foram executados em reatores fechados com capacidade de 25
mL, sob agitacdo magnética constante de 150 rpm como relatado por Freitas et al. (2009). As reacdes foram
realizadas por um periodo maximo de 72 h.
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Micro-ondas: as reages foram realizadas em reator de micro-ondas (Modelo Discover/University -Wave
Cem Corporation), o qual é composto por cdmara interna cilindrica de 75 mm de didmetro e 100 mm de altura.
O design cilindrico garante irradiacdo homogénea do volume de trabalho que, por exemplo, esta em falta nos
fornos de micro-ondas convencionais disponiveis no mercado e, frequentemente utilizados em experiéncias,
sem modificagdes. A poténcia méaxima de operacao foi de cerca de 300 W. Um agitador magnético foi utilizado
para promover a agitacdo do meio. A temperatura foi controlada, com o ar comprimido soprado para dentro da
camara. Este ar de refrigeracdo foi concebido para operar com diferentes niveis de pressdo e, ou no modo de
fluxo continuo ou intermitente. A temperatura da reacdo foi monitorada por um sensor de infravermelho
localizado na parte inferior da cdmara. Um reator de vidro esférico de 100 mL foi acoplado a um condensador
de refluxo para evitar a perda de etanol como de vapor (Da Ros et al. 2012).

Ultrassom: experimentos foram realizados em ultrassom UP 200S (Hielscher ultra-sénica Gmblt). Os
processos no ultrassom operam em 200 W e frequéncia de 24 kHz. A amplitude e ciclo da reacdo foram
reguladas para 30% e 0,7, respectivamente e a temperatura foi mantida em torno de 54°C. O sonotrodo de
tithnio S7 com um didmetro de 7 mm e comprimento de 100 mm foi usado para transmitir as ondas
ultrassbnicas para dentro do liquido. Os experimentos foram realizados em reator de vidro esférico, com
capacidade de 25 mL.

2.4. Determinac@es Analiticas

Atividade enzimaética: as atividades enzimaticas das amostras de lipase livre e imobilizadas foram
determinados pelo método de emulsdo de azeite de acordo com a alteragdo proposta de Soares et al. (1999).
Uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que liberta 1 mol de
acidos graxos livres por min nas condic6es do ensaio (37°C, pH 7,0, 5 minutos de incubacdo).

Anélise dos ésteres etilicos: os ésteres etilicos formados foram analisados por cromatografia gasosa
utilizando um modelo de Varian CG 3800 (Varian, Inc., Palo Alto, CA, EUA), equipado com detector de
ionizacdo de chama e 5% DEGS CHR- WHP 80/100 de, 2,0 mm ID, em uma coluna empacotada de ago
inoxidavel (Restek, Frankel Comércio de Instrumentos Analiticos Ltd., SP, Brasil). Utilizou-se nitrogénio
como gés de arraste com taxa de fluxo de 25 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida a 90°C durante 3
min, aquecida a 120°C a 25°C/min e manteve-se constante durante 10 min. Em seguida, a temperatura foi
programada a 25°C/min até 170°C e manteve-se constante durante 15 min. As temperaturas do injetor e do
detector foram ajustadas a 250°C. A coleta e andlise dos dados foram realizadas utilizando o software Galaxie
Chromatography Data System versdo 1.9. As curvas de calibracdo foram construidas a partir de ésteres etilicos
padrdes usando hexanol como padréo interno. O rendimento de transesterificagdo foi calculado tomando por
base a massa de teor de éster obtido por anélise de GC e do éster tedrico total de massa com base na razéo
molar da reacdo (Urioste et al., 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Aquecimento Convencional

A conversdo dos acidos graxos presentes no 6leo de coco bruto em ésteres etilicos com aquecimento
convencional foram em torno de 98% com 72 h de reacdo para a lipase de B. cepacia imobilizada em SiO,-
PVA e em diatoméacea. Os dados obtidos para os sistemas imobilizados com a lipase de B. cepacia estdo em
concordancia com a literatura que relatam capacidade na obtencdo de conversdes maximas de esteres etilicos
(Noureddini et al, 2005; Freitas et al, 2009). Uma converséo total, 100%, foi obtida com o biocatalisador
Novozym 435 provavelmente antes das 24h de reacdo. De acordo com Azdcar et al. (2010), Novozym 435 é
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resistente e estavel em comparacdo com outras lipases na presenca de alcoois de cadeia curta. O perfil do
rendimento de transesterificacdo em funcdo do tempo para cada biocatalisador € ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 - Perfil da conversdo em ésteres etilicos empregando aquecimento convencional.

3.2. Micro-ondas

A transesterificagdo em reator micro-ondas demonstrou conversées maximas de 65% para B. cepacia
imobilizada em SiO,-PVA, 78,3% para B. cepacia imobilizada em diatomacea e de aproximadamente 95%
para Novozym 435, como pode ser visualizado na Figura 2. Estes resultados da transesterificacdo catalisada
por sistemas imobilizados com a lipase de B. cepacia mostraram que a eficiéncia dos biocatalisadores foi
inibida pela interacdo entre a radiacdo micro-ondas com as caracteristicas do éleo de coco bruto utilizado como
matéria-prima (acidez elevada: 21,05 mgKOH/g e indice de peroxido: 6,81 meqg/Kg). De acordo com Ibrahim

et al. (2007) o limite recomendado do indice de peréxido para uso de 6leo como matéria-prima em reacdes
enzimaticas é na ordem de 5 meg/Kg.
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Figura 2 — Perfil da conversdo em ésteres etilicos empregando micro-ondas.
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3.3. Ultrassom

O perfil da conversdo do dleo de coco bruto empregando o ultrassom pode ser visualizado na Figura 3.
Quando a reacéo foi catalisada por B. cepacia imobilizada em diatomécea a conversao permaneceu constante
entre 4 e 6 h e atingiu a maxima conversdo de 72,32% para 8 h de reagdo. Este efeito observado ocorreu,
provavelmente, devido a forma de imobilizacdo da lipase e/ou do suporte utilizado, que interagiu
negativamente com o fenbmeno da cavitacdo levando a diminui¢do da estabilidade do biocatalisador. A reacao
de transesterificagdo utilizando B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA atingiu 100% de conversdo em ésteres
etilicos no periodo de 8 h, enquanto a Novozym 435 forneceu a mesma conversdao em 6 h. De acordo com

Veljkovic et al. (2012), o emprego do ultrassom pode aumentar a atividade enzimatica do biocatalisador
Novozym 435 em reacGes de transesterificacao.

120 -~
100 -
&\o, 80 -
3
© 60 A
[«5)
=
8 40 ——BCL em SiO2-PVA
—e— BCL em Diatomacea
20 —— Novozym 435
O T T T 1
0 2 4 6 8
Tempo (h)

Figura 3 - Perfil da conversao em ésteres etilicos empregando ultrassom.

A reducdo do tempo de processamento de aquecimento convencional de 72 h para apenas 8 h foi
observada quando utilizado o ultrassom como fonte de energia na transesterificacdo enzimatica de 6leo de coco
bruto com B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA, enquanto que para Novozym 435 foi observada a reducéo de
24h para 6h, como mostrado na Figura 4. De acordo com Kumar et al. (2011) na area da catalise enzimatica,
onde o catalisador se encontra numa fase diferente dos reagentes, a forma de disperséo ultrassdnica aumenta a

area de superficie disponivel para os reagentes e, essencialmente, a cavitagdo aumenta a eficacia do catalisador
para alcance da conversao 6tima.
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Figura 4 — Comparacéo das conversdes alcancadas nas reacdes de transesterificagdo enzimatica
empregando diferentes derivados imobilizados sob diferentes sistemas de aguecimento
em relacéo ao tempo.

4. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o meio reacional, quando submetido ao ultrassom promoveu uma reducao
no tempo de reacdo, em compara¢do com 0s outros sistemas de agquecimento: meio convencional e micro-
ondas. Por conseguinte, o 6leo de coco bruto, apesar de apresentar caracteristicas desfavoraveis, foi convertido
em 100% de ésteres etilicos na reagdo que necessitou apenas de 8 h para o biocatalisador B. cepacia
imobilizada em SiO,-PVA e 6 h para Novozym 435 enquanto que 0s processo empregando aguecimento
convencional a conversdo maxima ocorreu com 72h para B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA e 24h para
Novozym 435.
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