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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia de diferentes lipases
imobilizadas, tais como lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em SiO,-PVA e
terra diatomdcea e lipase de Candida antactica (Novozym® 435) na etandlise do dleo
de coco. As reagdes foram efetuadas em condi¢cdes fixas empregando 20 gramas de
meio reacional na razdo molar 6leo/ etanol de 1:8, 50°C e agitacdo magnética de 150
rpm por 48 horas. Os produtos obtidos foram quantificados por cromatografia de fase
gasosa, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e cromatografia liquida de
alta eficiéncia. As amostras de biodiesel sintetizadas pelas diferentes lipases
apresentaram elevada conversdo (>96%) e os valores de viscosidade atenderam o
limite especificado pela ANP. Entre as lipases testadas, a Novozym® 435 apresentou
melhor desempenho, convertendo 98,4% dos triglicerideos em éster e produzindo
baixos teores de mono e diglicerideos.

1. INTRODUCAO

A biocatélise consiste nas reagdes catalisadas por enzimas obtidas de diversas fontes, tais
como culturas puras de microrganismos (células integras), células de plantas, enzimas puras ou
parcialmente purificadas, que encontraram um campo inexplorado de aplica¢des, permitindo o
desenvolvimento de produtos e processos inovadores que ndo somente sdo competitivos, como
também atendem aos critérios de sustentabilidade (Yan et al., 2014; Hwang et al., 2014).

A utilizacdo de enzimas na industria apresenta um crescimento exponencial devido as
vantagens em relacdo aos catalisadores quimicos, como a elevada atividade catalitica em
condic¢des brandas de temperatura e pressao e a elevada especificidade. Dentre as diversas enzimas
utilizadas industrialmente, as lipases (triacilglicerol acil hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo os
biocatalisadores responsdveis por catalisar reacdes de hidrélise de 6leos em acidos graxos livres,
monoacilgliceréis, diacilglicerdis e glicerol. Além da hidrdlise, as lipases também sdo capazes de
catalisar reacdes reversas, como esterificacdo e transesterificagdo (interesterificacdo, alcéolises e
acidolises) (Christopher et al., 2014).

A rota enzimdtica para a producdo de biodiesel € atrativa, uma vez que as enzimas sao

biodegraddveis e apresentam maior compatibilidade com as variacdes de qualidade das matérias-
primas e sdo capazes de produzir o biodiesel em condi¢gdes reacionais brandas, levando a redugdo
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do consumo energético e da quantidade de dgua residual gerada no processo (Hwang et al., 2014;
Christopher et al., 2014).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a eficiéncia de diferentes lipases
imobilizadas, tais como lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em SiO,-PVA e terra
diatomacea e Candida antactica (Novozym® 435) na etandlise do 6leo de coco.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes

Como reagentes foram utilizados: etanol anidro (99%, Cromoline) e 6leo de coco adquirido
da FRESCOCO (Sao Paulo-SP), tendo uma composi¢do aproximada em dcidos graxos de: 8,9%
Caprilico, 6,2% Caprico, 47,1% Léaurico, 18,8% Miristico, 7,9% Palmitico, 2,6% Estedrico, 6,1%
Oleico e 1,6% Linoleico. Outras caracteristicas da amostra do dleo de coco incluem: massa
molecular (682,2 g.mol™), indice de acidez (0,41 mg KOH.g™"), indice de saponificacio (238 mg
KOI;I.gl'l), indice de iodo (25 g L.g™), indice de peréxido (0,36 mEq.kg™) e viscosidade (29,0
mm~.s ).

2.2. Biocatalisadores

Como biocatalisadores utilizou-se a preparacdo comercial de lipase microbiana de
Burkholderia cepacia imobilizada em suporte hibrido de silica-dlcool polivinilico (BCL SiO;-
PVA) e em terra diatomécea (Lipase PS-IM) manufaturada pela Amano (Nagoya-Japao) e lipase
de Candida antactica Lipase B imobilizada em resina acrilica macroporosa (Novozym® 435)
manufaturada pela Novozymes (Dinamarca). O composto Si0,-PVA foi preparado e ativado com
epicloridrina de acordo com metodologia descrita por Da Ros et al. (2010). A recuperacdo dos
derivados imobilizados foi efetuada por filtracdo a vacuo, com lavagens sucessivas com hexano
até a reducdo da umidade do derivado imobilizado em valor ndo superior a 15%. A atividade da
lipase imobilizada foi de 1800 U.g'l. Os demais biocatalisadores (lipase PS-IM e Novozym® 435)
foram adquiridos na forma imobilizada da Sigma—Aldrich (Brasil).

2.3. Sintese de biodiesel

As reacdes foram efetuadas em reatores de vidro cilindrico encamisados (50 mL), acoplados
com condensador de refluxo nas seguintes condi¢des fixas: 20 gramas de meio reacional na razio
molar 6leo/etanol de 1:8; 10% de biocatalisador em relacdo a massa de meio reacional (2,0g) e
agitacdo magnética de 150 rpm. O aparato experimental usado nas reacdes € mostrado na Figura 1.

A sintese catalisada pela lipase BCL Si10,-PVA foi efetuada a 45°C por um periodo de 72 h
e o progresso da reacdo acompanhado pela retirada de aliquotas a cada 24 h. As sinteses
catalisadas por Novozym® 435 e Lipase PS-IM foram realizadas a 60°C durante 48 h e o progresso
da reagao foi acompanhado pela retirada de aliquotas a cada 12 h.
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Figura 1 — Aparato experimental utilizado nas reacdes de transesterificacao.

2.4. Monitoramento da formacao de ésteres de etila

O progresso da reacdo foi acompanhado pela retirada de aliquotas ao longo da reacdo e as
concentracoes de ésteres de etila foram quantificadas por cromatografia de fase gasosa
(Cromatdgrafo a gas Varian 3800) utilizando hexanol como padrio interno, conforme metodologia
descrita por Urioste et al. (2008).

2.5. Purificacao das amostras e analises do produto purificado

Ao término das reacdes o catalisador foi separado do meio por filtragdo. Ao meio filtrado foi
adicionado o mesmo volume de dgua destilada e a mistura foi transferida para um funil de
decantacdo, permanecendo por 30 min para a separagdo das fases. A fase inferior composta por
glicerol e dgua de lavagem foi descartada e a fase superior composta pelos ésteres de etila
(biodiesel) foi submetida a centrifugacdo (1570 g por 15 min) e em seguida a evaporagdo em rota-
evaporador para a retirada de etanol. Posteriormente, foram adicionadas pequenas quantidades de
sulfato de sédio anidro para finalizar a etapa de secagem.

As amostras purificadas foram analisadas quanto ao teor de ésteres de etila tomando por
base os dados gerados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN'H) utilizando a
equacdo validada por Paiva et al., (2013). Os teores residuais de monoglicerideos (MAGQG),
diglicerideos (DAG) e triglicerideos (TAG) foram quantificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Os valores de densidade foram determinados utilizando um densimetro digital
Modelo DMA 35n EX (Anton Paar). As medidas foram feitas a 20°C, empregando-se 2,0 mL da
amostra. A viscosidade absoluta em fun¢ao da taxa de deformacao foi determinada utilizando-se
viscosimetro Brookfield Modelo LVDVII (Brookfield Viscometers Ltd, Inglaterra) empregando o
cone CP 42. As medidas de viscosidade foram feitas empregando 1 mL de amostra a 40°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente, a maior parte dos 6leos utilizados na producdo de biodiesel possui dcidos
graxos predominantemente insaturados o que torna esse combustivel susceptivel a oxidagao,
principalmente quando estocado por longos periodos. As substincias geradas pela degradagdo
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oxidativa do biodiesel comprometem tanto a qualidade do combustivel quanto o funcionamento
dos motores que o utilizam (Tang et al., 2008; Atabani et al., 2013). No entanto, o 6leo de coco
apresenta uma composi¢do predominantemente de dcidos graxos saturados (Nevin; Rajamohan,
2004). Essa caracteristica, pouco comum entre os 6leos de origem vegetal, confere a estes dleos
uma elevada resisténcia a oxidag¢do, o que representa um importante fator para a adesao desses
6leos como matérias-primas para a producdo de biodiesel (Tupufia et al., 2013; Atabani et al.,
2013).

Ao longo das reagdes, efetuou-se o monitoramento da formacdo de ésteres de etila em
funcdo do tempo de reacdo por cromatografia em fase gasosa (CG), conforme apresentado nas
Figuras 2 (a, b e c). Os rendimentos de transesterificacdo foram confirmados por RMN 'H
(Figuras 3 a, b e c) e CLAE (tomando por base os teores de mono, di e triglicerideos).
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Figura 2— Perfil de formacao dos ésteres de etila (concentracdo massica, %) na reacdo de etandlise
enzimatica do 6leo de coco (-m- C8, -e- C10, Cl12,-V-Cl14, Cl6, -«4-Cl18, -»- C18:1, -o-
C18:2, -*-Total) com o correspondente rendimento (%) no eixo y da direita (-®-) catalisada pela
enzima: a) Novozym® 435; b) PS-Diatomacea, ¢c) BCL-SiO,-PVA.

Todas as lipases foram eficientes na reacdo de etandlise de dleo de coco, alcangando
elevada conversao (> 96%) entre 36 a 72 h de reacdo, dependendo da enzima e da temperatura
utilizada no processo. O principal éster produzido em todas as reagdes foi o laurato de etila (Cj2.),
sendo os outros ésteres produzidos em menor concentracdo. Este perfil encontra-se dentro do
esperado, tendo em vista que a composicao do 6leo de coco € constituida predominantemente de
dcido laurico.

Nas Figuras 3 (a, b e c) € possivel visualizar a presenga de um quarteto em 4,1 ppm,
referente aos hidrogénios metilénicos da por¢do alcodlica do éster [CH3;-CH,-OC (=0O)-R]. A
partir da andlise dos sinais foi possivel confirmar a elevada conversdao em ésteres de etila pela
técnica de RMN ]H, cujos resultados foram: 98,4%, 96,0% e 98,0% para Novozym® 435, Lipase
PS IM e BCL-SiO,PVA, respectivamente. Esses resultados sdo semelhantes aos relatados na
literatura cientifica. Tupufia et al., (2013) realizaram a etandlise do 6leo de coco mediada por
Novozym® 435 e alcancaram rendimentos superiores a 94%. Encinar et al., (2010) testaram
diferentes tipos de lipases, tais como Lipozyme TL IM, Novozym 435 and Pseudomonas cepacia
e todas foram capazes de promover elevadas conversdes (95-98%) em ésteres de
etila.
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Figura 3 — Espectro RMN 'H integrado de biodiesel obtido a partir da etanlise de leo de coco catalisada
com: a) Novozym® 435; b) PS-Diatomacea, ¢c) BCL-SiO,-PVA.

A comparacdo do desempenho das diferentes lipases na sintese de biodiesel pela rota
etandlica foi analisada em funcdo da formacdo de ésteres de etila e quantificacio de mono-e-

diglicerideos.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as propriedades das amostras purificadas, bem como as
concentracdes de ésteres obtidas a partir da média das conversdes calculadas pelas técnicas de
RMN 'H, CG e CLAE. Entre as lipases testadas, a Novozym® 435 apresentou melhor
desempenho, fornecendo um produto com maior conteudo em ésteres (98,4%) e baixos teores de
mono (1,2%) e diglicerideos (0,4%).

Tabela 1 — Propriedades das amostras purificadas obtidas na etandlise enzimatica de 6leo de coco.

Biocatalisador Densidade @ Viscosidade MAG @ DAG TAG Concentracao
(g.cm'3) (mmZs™) (%) (%) (%) de ésteres (%)

Novozym 435 0,8764 3,27 1,2 0,4 0 98.4
PS-Diatomacea 0,8242 5,34 2,4 1,6 0 96,0
BCL-SiO,PVA 0,8760 3,76 1,3 0,7 0 98,0
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Os valores de viscosidade cinemadtica encontram-se dentro da faixa limite especificada pela
legislacdo da ANP: (3,0-6,0 mmz.s'l), com valores que variaram de 3,27 a 5,34 mmZs?. Os
rendimentos estdo de acordo com a especificacdo da ANP que instituiu um limite minimo de 96%
m/m de ésteres de etila. Quanto aos teores de monoglicerideos e diglicerideos nenhuma amostra
correspondeu aos limites minimos estabelecidos que sdo de 0,80 e 0,20% m/m respectivamente
(ANP 2014). No entanto, em todas as amostras ndo foram identificados triglicerideos, o que
demonstra a efici€ncia das reagdes promovidas pelas enzimas imobilizadas.

4. CONCLUSAO

O conjunto de resultados obtidos mostra que todas as lipases testadas como catalisador
foram eficientes na conversao dos acidos graxos presentes no 6leo de coco em ésteres de etila. Os
valores de viscosidade das amostras atenderam as normas oficiais para uso como biocombustivel.
Conclui-se, portanto, que as lipases possuem grande potencial de aplicagdo em diversos processos
industriais incluindo o setor de biocombustiveis, uma vez que sdo energeticamente eficientes
faceis de controlar e possuem alto grau de especificidade, o que as tornam atrativas no ponto de
vista industrial e econdmico.
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