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RESUMO — Nos ultimos anos as enzimas vém sendo empregadas com sucesso em
processos biocataliticos, principalmente como catalisadores de sintese organica,
sendo assim a produ¢do enzimdtica de biodiesel por etandlise de 6leo de soja e
etanol foi estudada utilizando lipase B de Candida antarctica (CALB)
imobilizada em Poliuretano (PU) como catalisador sem a adi¢do de solvente. O
efeito da temperatura (30 a 70 °C), concentragdao de enzima (0,1 a 0,5 g) e
agitacdo ultrassonica (10 a 90 W) foi determinada em 60 min de reacdo. Em
condigdes 6timas de reacdo, apresentou atividade enzimatica de esterificacao de
1492,184 U/g com rendimento de 2659,98 % sob uma temperatura de 70 °C,
concentracao de catalisador de 0,5 g e 90 W de poténcia.

1. INTRODUCAO

O uso de fontes de energia renovaveis tem sido apontada como uma necessidade
urgente para reduzir o efeito estufa e oferecer uma alternativa rapida e sustentavel para a
demanda energia que vem crescendo na sociedade moderna (Ramos et al., 2011).
Atualmente as lipases cada vez mais vem sendo reconhecida como catalisadores eficientes no
sentido de biotransformac¢do de 6leos e gorduras em sistemas aquosos € ndo aquosos, sendo
tolerante a presenga de 0leos. Sendo assim permitem a redugdo de custos e investimentos com
matéria-prima processada. Além de poder reduzir as etapas de processamento e de purificagao
de biodiesel e sub / co-produtos gerados, resultando num processo sem impacto ambiental
(Gog et al., 2012).

De acordo com Adachi et ai. (2013), a lipase de Candida antarctica B (CALB) é uma
enzima muito versatil e apropriada para a produ¢do de biodiesel. Até a data, varias pesquisas
sobre a produg¢do de biodiesel através de transesterificagcdo de Oleos foram realizados
utilizando enzimas livres ou imobilizadas numa variedade de meios de solvente (solventes
organicos, ou comprimido e fluidos supercriticos, id6nico liquidos, etc.) (Du et al., 2004).

Na tentativa de ultrapassar inconvenientes associados a utilizacdo de solventes
organicos como meio de reacao, a irradiacao de ultra-sons tem sido identificado recentemente
como uma nova tecnologia, principalmente quando esta asociada a sistemas reacionais
altamente viscosos e imisciveis (Ji et al., 2006). O produto quimico e resultante dos efeitos
fisicos do ultrasom, proporciona um efeito muito eficiente de agitacdo e aumentar as taxas de
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reacdo (Yachmenev et al, 2004; Li et al, 2005). Neste contexto, este trabalho tem como
objetivo investigar o uso da lipase de Candida antarctica B imobilizada em situ em
poliuretano para producao de esteres etilicos de acidos graxos (biodiesel) sob irradiacao
ultrassonica.

2. MATERIAIS E METODOS

A enzima utilizada nesta pesquisa foi a lipase de Candida antarctica B (Novozyme) e
os mondmeros comerciais Poliol e Isocianato ( Empresa Flexivel Poliuretanos — Mannes). Os
solventes foram acetona (FMaia), acido Oléico (Vetec), alcool Etilico (Merck), 6leo de soja
comercial (Marca Soya), hexano (Nuclear, P.A) e Hidréxido de Sodio (Nuclear).

2.1 Imobilizacao

O procedimento de imobilizagdo da enzima CAL B imobilizada em sifu em espuma
rigida de poliuretano (PU) foi realizada na concentragdo pré-estabelecida (60/40 %) descrita
por Nyari (2013) onde sdo adicionadas 10 % da enzima diluida ao monomero (Poliol),
homogeneizado e em seguida adicionado o isocianato, apos 5 min (etapa de polimerizagdo) o
derivado imobilizado foi mantido por 24 horas em dessecador e posterior medida da atividade
por esterifica¢do e seu rendimento.

2.3 Otimizacao da producio de ésteres etilicos de acidos graxos

Primeiramente os ensaios para producdo enzimatica de biodiesel foram realizados em
um banho de maria segundo metodologia de Santin et al., (2013), onde realizou-se um estudo
cinético prévio para determinar o melhor tempo de reagdo. Os experimentos foram realizados
em um baldo de 50 mL, onde foi colocado 0,25 % (0,25 g) (m/m) da lipase B de Candida
antarctica imobilizada em situ de suporte rigido de poliuretano (PU) (em relagdo a massa de
substratos (0leo + etanol)) na razdo molar 6leo/etanol de (1:3), temperatura de 50 °C e 45
Watts de potencia ultrassonica. Esta condi¢cdo foi avaliada tendo em vista resultados prévios
obtidos por nosso grupo de pesquisa, a partir de 6leo de soja e etanol pra a produgdo de
biodiesel em sistema organico (n-hexano). Os Experimentos foram realizados nos tempos (15
a 360 minutos) de reagcdo, na qual foi determinado pelo método de titulométrico de
esterificagdo. Depois de fixado o tempo de reagdo, realizou-se um planejamento fatorial 23,
com 12 ensaios, sendo realizado triplicata no ponto central. As variaveis estudadas foram a
temperatura (30 a 70 °C), concentracdo da enzima (0,1 a 0,5 %) (0,1g a 0,5 g) e potencia
ultrassonica (0 a 100 W), sendo fixando a razdo molar (6leo/etanol) em (1:3 m/v) (m/m em
relagdo aos substratos).

Para o estudo da estabilidade operacional do catalisador imobilizado, o mesmo foi
separado do meio reacional pelo método de filtragdo utilizando papel filtro, em seguida
realizaram-se duas lavagens com 10 mL de hexano e filtrou-se a vacuo. Apods cada
procedimento a amostra foi submetida a rotavapor e seco em estufa a 40 °C durante 60 min e
submetido a uma nova etapa de reacdo e medida de atividade (Santin et al., 2013).

2.4 Determinacées analiticas
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A Atividade Enzimatica de Esterificacdo e Rendimento foi calculada utilizando como
padrdo da sintese de ésteres, onde as aliquotas de 500 pL foram retiradas do meio reacional
(em triplicata) e adicionadas a aliquotas de 15 mL de uma solucdo de acetona-etanol (1:1)
(v/v) e posteriormente titulada com NaOH 0,05 M. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima que consome 1 pmol de &cido graxo por minuto, nas
condigdes do ensaio (Ferraz et al., 2014). O rendimento considera a atividade total da enzima
livre em solugdo (a qual considera o volume de extrato enzimatico empregado no ensaio de
imobilizacao) e a atividade total do imobilizado (o qual considera a massa total de
imobilizado produzido) (Brigida et al., 2010). A medida de atividade da enzima foi realizada
no inicio, antes de ser utilizada pela primeira vez, e ao final das reagdes com a enzima
recuperada.

Os resultados foram analisados usando o software Statistica® 7.0 Statsoft Inc. e, através
da andlise de superficie de resposta, determinaram-se os valores 6timos destas variaveis para
maxima producao de biodiesel.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Com o objetivo investigar o uso da lipase de Candida antarctica B imobilizada em
situ em poliuretano para producdo de esteres etilicos de acidos graxos (biodiesel) sob
irradiacdo ultrassonica, apresentou resultados significativos a partir de 30 min de reagdo ate
120 min. Desta forma, a otimizacao foi realizada num tempo de 60 min, com uma a razao
molar do 4cido/alcool (1:3 (m/v) 6leo de soja + etanol), temperatura de 70 °C, concentragao
de catalisador imobilizada de (0,5 g) e potencia ultrassonica de (90 W), apresentando
atividade enzimatica de esterificacdo de 1492,184 U/g e rendimento de 2659,98 % (Tabela 1).

Tabela 1 - Matriz do planejamento de experimentos 22 com a resposta em termos de atividade
enzimatica de esterefica¢do (U/g) e rendimentos da reacdo (%) em ésteres etilicos (%, m/m) a
partir da alcodlise enzimatica do 6leo de soja em sistema livre de solvente.

Ensaios Temperatura Conc.entragéo de Potencia .Atv. de Rendimento
(°O) Enzima (wt%) (W) Esterificacdo (U/g) (%)
1 -1 (30) -1(0,1) -1 (10) 226,452 249,10
2 1 (70) -1 (0,1) -1 (10) 691,333 1232,37
3 -1 (30) -1(0,1) 1 (90) 267,072 476,08
4 1 (70) -1 (0,1) 1 (90) 675,671 1204,46
5 -1 (30) 1(0,5) -1 (10) 766,049 1365,56
6 1 (70) 1(0,5) -1 (10) 1084,647 1933,50
7 -1 (30) 1 (0,5) 1 (90) 767,644 1368,41
8 1 (70) 1(0,5) 1 (90) 1492,184 2659,98
9 0 (50) 0 (0,25) 0 (45) 726,726 1295,47
10 0 (50) 0 (0,25) 0 (45) 711,679 1268,64
11 0 (50) 0 (0,25) 0 (45) 775,966 1383,24
12 0 (50) 0 (0,25) 0 (45) 700,543 1248,79
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Resultados semelhantes encontrados por Zhu et al. (2010) onde a aplicacdo de
ultrassom pode ser influenciar a sintese enzimatica em sistemas ndo-aquosos, uma vez que
pode aumentar a atividade e melhorar a transferéncia entre substrato e produto. Lee et al.
(2011) investigaram o efeito da irradiagdo ultrassonica na produgdo de biodiesel
a partir de 6leos vegetais (soja, canola e 6leo de milho) e relataram a obtencao de resultados
superiores com o aumento do ultrassom, com rendimentos de 95 % utilizando 450 W em
apenas 30 minutos de reac¢do para os trés 6leos testados.

Diante dos estudos realizados por Paroul et al. (2010), com o objetivo principal a
otimizagdo da produ¢do do geranil propionato num sistema isento de solvente, utilizando 10
% da lipase imobilizada comercialmente como catalisador (Novozym 435), em uma
temperatura de 40 °C, e propor¢cao molar de geraniol e acido propidnico de 3:1, 150 rpm,
obtiveram uma conversao de cerca de 93 %. Enquanto que a 60 °C em 6 horas de reacdo, nas
mesmas condigdes de razdo molar e agitagdo, obtiveram 85,8 % de conversdo em geranil
propionato.

A reutilizacdo da enzima ¢ uma questdo fundamental para o processo enzimatico de
viabilidade e conformidade a varios ciclos de reacdo para a catalisador mobilizada foram
tentadas. De acordo com Wang et al. (2011) o custo envolvido na imobiliza¢do de enzimas,
juntamente com os ciclos de utilizacdo deve ser tidos em conta na andlise da economia global
de uma usina de biodiesel industrial. Em nosso estudo no decorrer de 8 ciclos continuos uma
atividade residual de 45 % em relacdo a atividade inicial de 1492,184 U/g (Figura 1).

Figura 1 — Avaliacdo dos ciclos operacionais da lipase CAL B Imobilizada em PU na
producdo biodiesel via esterificacdo enzimatica.
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Estes resultados mostram se superiores ao encontrados na literatura por Trentin (2013)
que avaliou o uso de Novozym 435 em ciclos repetidos de metanolise de 6leo de canola em
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sistema livre de solvente, observou que depois de 5 ciclos de 432 horas de reacdo, a conversao
foi mantida a 97 %, mas, infelizmente, a atividade da enzima nao foi relatada em tal trabalho
de investigacdo. Naturalmente, a estabilidade da enzima ¢ um parametro e estudos adicionais
relevantes devem ser realizados para melhorar a imobilizagao de enzimas de poliuretano para
fins praticos. De fato, experiéncias recentes sobre a reutilizagdo de Novozym 435 em
sucessivas reagdes de transesterificagdo 6leo de soja com etanol sob irradiagdao ultrasssom
mostrou uma diminuicao na atividade, estre fato se deve a baixa solubilidade da enzima em
glicerol (mistura do produto), podendo ocorrer bloqueio na superficie da enzima, pela
deposicao de glicerol.

4. CONCLUSOES

O uso do poliuretano (PU) como suporte de baixo custo para de imobiliza¢do, prova
ser um material muito promissor, pois em nosso estudo o uso da lipase de Candida antarctica
B para producao de esteres etilicos de acidos graxos (biodiesel) sob irradiacdo ultrassonica,
apresentou rendimento superior a 2600 %, com atividade enzimatica de esterificacdo de
1492,184 U/g em condigdes otimizadas e uma estabilidade operacional de 8 ciclos de reuso.
Sugere — se que para comprovagdo da conversdo de ésteres etilicos, seja realizado um novo
estudo com outros métodos analiticos, comprovando assim o custo-beneficio desse processo
em grande escala, especialmente ambiente em aplicagao industrial.
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