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RESUMO

MAGALHAES, Shayane Pereira de. Estudo de modelos cinéticos para a reagdo de
transesterificacdo enzimatica de 6leos vegetais. Rio de Janeiro, 2010. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia Quimica) — Escola de Quimica, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010

O estudo da cinética da producéo de biodiesel via catalise enzimatica ainda é
um assunto pouco abordado, portanto, o objetivo principal deste trabalho foi estudar
a cinética da reacdo de transesterificacdo de 6bleos vegetais para obtencado de
biodiesel utilizando a enzima lipase como catalisador. Cinco modelos cinéticos
(Michaelis-Menten; Ping Pong Bi Bi; modelo de Marty et al., 1994; modelo de Al-
Zuhair, 2005; e modelo de Varma et al., 2009) foram testados e os dados
experimentais de etandlise e metandlise dos 6leos de girassol, mamona, soja,
palmiste, e gergelim foram obtidos a partir da literatura aberta. Para o modelo de
Michaelis-Menten duas abordagens de estimacédo de parametros foram adotadas, a
primeira foi o ajuste do modelo por regressao linear onde os parametros cinéticos
obtidos foram utilizados como estimativa inicial para a estimacao de parametros por
regressdo nao-linear. Os modelos baseados no mecanismo Ping Pong Bi Bi
considerando o efeito de inibicdo pelo alcool e o proposto por Varma et al. (2009)
foram os que apresentaram melhores resultados em relacdo aos demais sendo, de
forma geral, ajustados satisfatoriamente aos dados experimentais.

Palavras-chave: Biodiesel. Modelagem Cinética. Ping Pong Bi Bi. Michaelis-Menten.



ABSTRACT

MAGALHAES, Shayane Pereira de. Study of kinetic models for the enzymatic
transesterification of vegetable oils. Rio de Janeiro, 2010. Dissertation (Master of
Science in Chemical Engineering) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010

Kinetic study of biodiesel production via enzymatic catalysis is still a subject
rarely addressed, so the aim of this work was to study the kinetics of
transesterification of vegetable oils to produce biodiesel using lipase as catalyst. Five
kinetic models (Michaelis-Menten; Ping Pong Bi Bi; model of Marty et al., 1994;
model of Al-Zuhair, 2005, and model of Varma et al., 2009) were tested and the
experimental data of ethanolysis and methanolysis of sunflower, castor, soybean,
palm kernel, and sesame oils were obtained from the literature. For the Michaelis-
Menten model two approaches were adopted, first the model was fit by linear
regression where the kinetic parameters obtained were used as initial estimate for
the non-linear least squares fit method. The Ping Pong Bi Bi model taking into
account the competitive inhibition of the alcohol and the Varma et al. (2009) model
presented better results compared to the others, in general, adjusted satisfactorily to
the experimental data.

Keywords: Biodiesel. Kinetic Modeling. Ping Pong Bi Bi. Michaelis-Menten.
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Capitulo 1 — Introdugéo 21

1 INTRODUCAO

Atualmente, o petroleo é a principal fonte de energia utilizada no mundo,
porém, a busca por combustiveis alternativos tem crescido nos ultimos anos, uma
vez que os combustiveis fésseis sdo o0s principais agentes responsaveis pelas
emissdes de gases poluentes, além dos problemas geopoliticos (a maior parte das
reservas comprovadas de petréleo no mundo se concentram em paises do Oriente
Médio), que conferem instabilidade ao suprimento e aos precos do combustivel,
incentivando varias nacdes a reduzirem a dependéncia em relacdo as importacoes
desse produto.

As fontes renovaveis de energia sao aqueles capazes de se regenerar,
originando-se de elementos renovaveis para a natureza. A biomassa € considerada
uma importante fonte renovavel de energia, podendo ser utilizada como combustivel,
direta ou indiretamente. No caso indireto, sua conversao em biocombustiveis (etanol
ou biodiesel, por exemplo) pode ser realizada através de processos como pirolise,
hidrélise acida, esterificacao, entre outros.

O bioetanol é um biocombustivel que pode ser obtido a partir da fermentacéo
de aguUcares, sendo utilizado como aditivo ou substituto da gasolina. No Brasil, entre
as décadas de 1970 e 1980, o governo implementou o Programa Nacional do Alcool
(Proalcool) a fim de reduzir o consumo de gasolina, langando carros que movidos a
etanol hidratado (alcool combustivel obtido a partir da cana-de-agucar), e a adicao
de alcool anidro a gasolina.

Com a diminuicao do preco do barril de petréleo no mercado internacional e o
aumento do preco do agucar, o alcool combustivel tornou-se menos vantajoso tanto
para o produtor, quanto para o consumidor. Assim, aliada a escassez do
abastecimento de alcool nos postos, a credibilidade do Proalcool foi afetada
havendo uma estagnacao dos niveis de producao do alcool no final dos anos 80.

Ainda na década de 1980, foi lancado o programa Pro6-éleo, a fim de substituir
0 Oleo diesel por 6leos vegetais e gorduras animais. A principio, a intencdo era
utilizar uma mistura de 30% de 6leo vegetal ou gordura animal e 6leo diesel, e
posteriormente substituir completamente o 6leo diesel por um combustivel

alternativo ao diesel de petréleo (biodiesel) obtido a partir de um éleo vegetal ou
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gordura animal. Porém, devido a queda do preco do barril de petréleo, em 1986 esse
programa também foi abandonado (POUSA et al., 2007).

Rudolf Diesel (1858-1913) foi o primeiro a utilizar os 6leos vegetais como
combustivel em motores do ciclo diesel tendo testado, em 1900, o desempenho de
6leo de amendoim nestes motores. Entre as décadas de 1930 e 1940, os Oleos
vegetais foram utilizados em motores dieseis em situacdes de emergéncia (MA e
HANNA, 1999).

No inicio do século XX, paises da Europa, como Franca, Alemanha e Austria,
voltaram a investir em pesquisas envolvendo o uso do biodiesel, sendo este um
biocombustivel produzido a partir da reacdo de um 6leo vegetal ou gordura animal
com um alcool na presenca de um catalisador.

O biodiesel € um combustivel renovavel e biodegradavel, apresentando
diversas vantagens em relacao ao diesel de petréleo como, por exemplo: a reducao
da poluicdo do ar, uma vez que o carbono presente no 6leo ou gordura €
proveniente principalmente do didxido de carbono contido no ar (VAN GERPEN,
2005), a reducao dos derramamentos de 6leo e da geracao de residuos toxicos, e a
diminuicdo da necessidade de importacao de petréleo.

O principal mercado produtor e consumidor de biodiesel € a Unido Européia
que vem fabricando o produto em larga escala desde 1992. A Figura 1 ilustra os

principais produtores de biodiesel no mundo.
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Figura 1 — Principais Produtores e Evolucao da Produ¢do Mundial de Biodiesel.
Fonte: F. O. Licht, 2005 (apud Mello et al., 2007).

O emprego do biodiesel misturado ao diesel de petréleo ajuda na reducao da
poluigdo ambiental. A Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP) é o6rgao responsavel pela regulamentacdao e fiscalizagdo da producdo de
biocombustiveis no Brasil, e implementou um regulamento obrigando que, a partir do
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dia 1°de janeiro de 2010, todo o dleo diesel comercializado no pais deve conter 5%
(em volume) de biodiesel, ou seja, passou a ser obrigatdria a utilizacdo da mistura
B5 em motores diesel, devendo esse percentual de biodiesel adicionado ao diesel
de petréleo, ser aumentado nos proximos anos.

Algumas das principais desvantagens encontradas pela utilizacao do biodiesel
sd0: 0 aumento da demanda de matéria-prima de origem vegetal, possibilitando uma
elevacao nos precos dos alimentos, além da producdo de uma grande quantidade
de glicerina obtida, devendo-se encontrar novas alternativas para utilizacdo deste
subproduto de alto valor agregado.

A reacdo de um triglicerideo com um alcool de cadeia curta na presenca de
um catalisador produz ésteres de acidos graxos e glicerina. Este tipo de reacdo é
conhecido como transesterificagdo, e atualmente, é a rota mais utilizada na
obtencéao de biodiesel.

As principais matérias-primas para a producdo do biodiesel sdo as
oleaginosas, onde se destacam os 6leos de soja, milho, girassol, amendoim,
algodao, canola, mamona, babacu, palma (dendé), entre outros. Esse
biocombustivel também pode ser obtido a partir de éleos residuais e de gorduras
animais, como o sebo bovino, éleo de peixe, banha de porco, etc.

Atualmente, a matéria-prima mais utilizada na producgéo de biodiesel é o éleo
comestivel, porém, devido ao aumento gradativo da producédo deste biocombustivel,
tem crescido a preocupacdo com a competicido entre a producdo de 6bleos
destinados ao setor alimenticio e ao setor de biocombustiveis, podendo assim, haver
um desequilibrio entre a oferta e demanda destes no mercado (GUI et al., 2008).
Com base nesse cenario, muitos estudos relacionados com a producao de biodiesel
a partir de 6leos nao comestiveis, como o pinhdo-manso, tém sido feitos.

Além do custo, a escolha pelo éleo a ser utilizado na fabricacdo de biodiesel,
deve levar em consideracao diversos fatores como, por exemplo, as propriedades
fisico-quimicas da matéria-prima usada, e consequentemente, do produto obtido
(biodiesel), uma vez que este deve possuir propriedades comparaveis a do diesel
comum.

No Brasil, existe uma grande diversidade de matérias-primas que podem ser
utilizadas na producdo de biodiesel, podendo-se destacar o uso dos O6leos de
algodao, dendé, girassol, mamona, e soja. O rendimento de éleo varia com o tipo de
cultura, assim, a producao de biodiesel também deve respeitar a especificidade de
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cada regiao. A Figura 2 mostra 0 mapa com as regiées brasileiras e suas culturas
para a producao do biocombustivel.

Regido NE
Regiao N
Babacu/sajal
Falma'soja Mamaona/paimalalgodas
Regide CO
Sojal/ mamaonal Regido SE
Algodaal girassal
Sojal mamaonal

Algodaal girassal

Regido 8

Sojalenizal
algodaoigirassal

Figura 2 - Regibes Brasileiras e suas Culturas para a Produgéo de Biodiesel. Fonte:
Chiaranda, Andrade Jr. & Oliveira (2005).

Um dos principais desafios dos processos de producdo de biodiesel é
encontrar matérias-primas que atendam as expectativas dos programas energéticos,
sem causar impacto significativo na producédo de alimentos. Dentre as alternativas
encontradas para producao de 6leos, destaca-se a utilizacdo de uma planta ainda
pouco conhecida, pertencente a familia Jatropha, especialmente ao género Curcas,
que no Brasil é conhecido como pinhdo-manso. Essa planta tem sido apontada
como uma 6tima alternativa para a producdo de éleos no nordeste brasileiro,
utilizando a agricultura familiar, devido ao fato de se adaptar muito bem em regides
semi-aridas. Apesar de ser ainda bastante controversa a produtividade destas
espécies devido ao pouco estudo cientifico, varios pesquisadores garantem que se
pode obter por hectare até 2200 litros de 6leo ao ano (Duarte, 2008 apud Suarez et
al., 2009).

As microalgas também tem se mostrado uma alternativa promissora para a
producéo de biodiesel. Sua alta produtividade, além da possibilidade de utilizacdo do

CO. proveniente de empresas poluidoras como insumo para a fotossintese das
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algas, sao um dos principais fatores que tém contribuido para o aumento de estudos
relacionados ao emprego dessa matéria-prima.

No que diz respeito aos alcoois que podem ser empregados, apesar de o
metanol ser o0 mais comumente utilizado na producéo de biodiesel, no Brasil, a partir
de 2002, a etandlise foi considerada como a principal rota de produgdo desse
biocombustivel, ja que o pais é um dos maiores produtores deste alcool (POUSA et
al., 2007).

O principal catalisador empregado na producdo de biodiesel tem sido o
catalisador alcalino (principalmente o hidréxido de sdédio), uma vez que a catalise
alcalina é a rota mais rapida. Porém, alguns 6leos possuem uma elevada quantidade
de agua e acidos graxos livres presentes, devendo nesse caso, utilizar a catalise
acida podendo utilizar os acidos sulfurico, cloridrico ou fosférico como catalisadores
da reacao.

Em ambos os casos, a dificil remocao do glicerol formado, e o excessivo
gasto energético sdao grandes inconvenientes desses processos, e por isso,
justificam o crescente investimento em pesquisas que buscam a substituicdo dos
catalisadores quimicos por enzimas.

Apesar do alto custo das lipases, elas possibilitam um menor gasto de
energia, uma vez que trabalham com temperaturas brandas, pressdo ambiente e pH
moderado, ja que grande parte das lipases apresentam atividade 6tima na faixa de
temperatura de 30° a 40°C, e pH entre 5-9 (FACCIO, 2004). Assim, estudos
recentes demonstram o grande potencial do processo de transesterificacdo de 6leos
vegetais via catdlise enzimatica para producdo de biodiesel. Ainda visando a
minimizacdo do consumo energético, técnicas de integracdo reacao-separacao tém
se mostrado muito atrativas, uma vez que, a combinacdo dessas duas etapas
elimina a necessidade de uma operagdo unitaria para posterior separacdao dos
produtos, podendo reduzir os custos de produg¢do e consumo de energia.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como principal objetivo estudar a cinética da reacao
de transesterificacdo de 6leos vegetais para obtencao de biodiesel utilizando lipases

como catalisador.

1.1.1 Objetivos Especificos

» Selecionar modelos cinéticos capazes de descrever a transesterificacao
enzimatica dos 6leos vegetais;

» Obter, a partir da literatura cientifica, dados experimentais de conversao e/ou
velocidade inicial de reacao para diferentes 6leos vegetais e lipases;

» Determinar os pardmetros cinéticos de cada modelo selecionado.

Na dissertacao ora proposta, os capitulos subsequentes estdo organizados da
seguinte maneira: o capitulo 2 contém uma revisao bibliografica com o objetivo de
fornecer uma base tedrica, e os resultados obtidos na literatura relacionados ao
tema deste trabalho. O capitulo 3 contempla os materiais e metodologia utilizada
para realizacdo do presente trabalho. O capitulo 4 trata da modelagem cinética para
cada 6leo utilizado apresentando os resultados e discussodes pertinentes. Por fim, o
capitulo 5 contém as conclusdes e sugestdes cabiveis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Diversos estudos sobre as diferentes tecnologias relacionadas a producgéao de
biodiesel a partir de catalisadores acidos, alcalinos, enzimaticos, ou usando fluido
supercritico tém sido feitos, a fim de avaliar o potencial tecnologico e econémico de
cada processo. Assim, a revisao bibliografica apresentada foi dividida em categorias,
consistindo de uma descri¢cdao dos principais aspectos encontrados em trabalhos que
enquadram assuntos relevantes a proposta desta dissertacdo. A apresentagdo dos
trabalhos procurou seguir uma sequéncia l6gica de eventos, e a ordem cronoldgica
de publicacdo. Primeiramente, apresenta-se o contexto no qual o trabalho esta
inserido, e em seguida, os diferentes processos de transesterificacdo de oOleos
vegetais sdo expostos, dando-se énfase a alcodlise via catélise enzimatica. Por fim,
apresenta-se uma revisdo sobre o0s modelos cinéticos da reacao de
transesterificacdo enzimatica, que é o foco deste trabalho.

2.1 CONTEXTO

Os triglicerideos, também conhecidos como triacilglicerdis, sdo os principais
constituintes dos éleos vegetais e gorduras animais. Eles sdo ésteres de acidos
graxos formados a partir da reagédo de esterificacdo, onde uma molécula de glicerol
reage com trés moléculas de &cidos graxos.

A molécula do glicerol é constituida por trés atomos de carbono, ao qual
estao ligados trés grupos hidroxilas (-OH) sendo, portanto, um tridlcool. Os acidos
graxos sao acidos carboxilicos (possuem o grupamento -COOH), podendo ser
saturados ou insaturados. As Tabelas 1 e 2 ilustram a formula molecular de alguns

acidos graxos, e a composicao de varios 6leos vegetais, respectivamente.
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Tabela 1 — Estrutura quimica dos acidos graxos.

Acido Graxo

Formula Molecular

Butirico (C4.0)
Caprilico (Cs.o)
Laurico (C12.0)
Miristico (C14:0)
Palmitico (C1e:0)
Estearico (Cys.)

CHs(CHz)2COOH
CHs(CH,)sCOOH
CHs(CHy)10COOH
CHs(CHz)12COOH
CHs(CHy)14COOH
CHs(CHy)1sCOOH

28

CH3(CHz)7CH=CH(CH);COOH
CH3(CH2)4CH=CHCH,CH=CH(CH);COOH
CH3CH>CH=CHCH,CH=CHCH>CH=CH(CH;)COOH

Oleico (C18;1)
Linoleico (C1g:2)
Linolénico (C1s:3)

Tabela 2 — Composicao dos 6leos vegetais. Fonte: Bajpai e Tyagi (2006).

Oleo Composigao de acido graxo (% por peso)
Vegetal 12:0 14:0 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Algodao - 0,8-1,5 22-24 2,6-5 19 50-52,5 -
Babacu 44-45 15-17 5,8-9 2,5-5,5 12-16 1,4-3 -
Coco  44-51 13-18,5 7,7-10,5 1-3 5-8,2 1-2,6 -
Dendé - 0,6-2,4 32-46,3 4-6,3 37-53 6-12 -
Girassol - - 3,565 1,3-5,6 14-43  44-68,7 -
Soja - - 2,3-11 2,4-6  22-30,8 49-68,7 2-10,5

Atualmente, o interesse em tecnologias envolvendo a transformacdo dos
Oleos vegetais e gordura animal em compostos com alto valor agregado tem
aumentado, podendo-se citar os processos de transesterificacdo, pirdlise,
hidroesterificacdo, e microemulsdao. O processo de transesterificacdo é o mais
utilizado na producao do biodiesel, e é apresentado mais detalhadamente, a seguir,
no tépico 2.2.

De acordo com Ma e Hanna (1999), as microemulsées sado dispersdes
coloidais em equilibrio, constituidas por microestruturas fluidas e opticamente

isotropicas de dimensdes nanométricas. Elas sdo formadas espontaneamente por
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dois liquidos normalmente imisciveis e por um ou mais compostos anfipaticos
(moléculas com natureza hidrofilica e hidrofébica) ibnicos ou nao ibnicos. Apds
testes em motores, alguns estudos reportaram a existéncia de problemas como
depodsito de carbono, contaminagdo do 6leo lubrificante, e combustdo incompleta,
promovendo assim, a inviabilidade da microemulsdo para a obtencdo de
biocombustivel.

A pir6lise ou cragueamento térmico € o processo de ruptura de ligacoes
quimicas de uma substancia através da acao do calor, na auséncia de ar ou
oxigénio, podendo ou nao utilizar um catalisador. Este processo normalmente nao &
utilizado na obtencédo de biocombustivel, uma vez que os produtos obtidos através
deste, sdo quimicamente similares aos derivados de petréleo (gasolina e 6leo
diesel), contendo grande quantidade de enxofre, além do alto custo dos
equipamentos (MA e HANNA, 1999).

O processo de hidroesterificacdo consiste em uma etapa de hidrélise seguida
da etapa de esterificacao. A hidrélise é a reacao entre éleo (ou gordura) com a agua,
obtendo-se glicerina e acidos graxos. Apos a hidrélise, os acidos graxos gerados
passam para a segunda etapa, onde sédo esterificados com um alcool, gerando um
alquil-éster (biodiesel). Neste processo, ndo ha contato da glicerina (removida na
hidrélise) com o biodiesel (produzido na esterificacdo), e apenas a agua € gerada
como subproduto. Porém, a principal desvantagem dessa tecnologia € o maior custo

inicial de investimento.

2.2 PROCESSOS DE TRANSESTERIFICACAO

O processo mais utilizado na transformacéao de 6leos e gorduras em biodiesel,
como dito anteriormente, € conhecido como transesterificacdo ou alcodlise. Este
consiste na reacdo de um triglicerideo com um alcool na presengca de um
catalisador, obtendo-se uma mistura de ésteres de acidos graxos (biodiesel) e
glicerina (principal subproduto). As Figuras 3a e 3b ilustram a reagdo de
transesterificacdo e as trés etapas de reacbes consecutivas, respectivamente.
Normalmente, utiliza-se um excesso de alcool devido a reversibilidade da reagao
havendo, dessa forma, um deslocamento do equilibrio no sentido de formacao dos
produtos.
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CHo-00C-Ry R{-COO-R' CHy-OH

‘ Catalisader ‘

(@) CH-OOC-Rp  + 3ROH R,-COO-R°  +  CH-OH
CH2'OOC'R3 RS'COO'R' CH2'OH
Triglicerideo Alcool Esteres de Glicerol

Acidos Graxos

Catalisador T ) n
Triglicerideo  + ROH - Diglicerideo + R4-COO-R

) Digicerideo + ROH  —=2is2Q"  Monoglicerideo + Rp-COO-R

Catalisador

Monoglicerideo + R'OH Glicerol + R3-COO-R'

Figura 3 — (a) Esquema geral da reacéo de transesterificacéo; (b) Reacbes

reversiveis e consecutivas. Ry, Rz, Rs, € R’ sdo radicais alquila.

Na transesterificacdo alcalina, normalmente utilizam-se os hidroxidos de
potassio ou s6dio como catalisadores da reacdo. O processo consiste
primeiramente, na mistura do alcool com o catalisador, e posteriormente, na mistura
com o 6leo vegetal em um reator. Ao término da reagéo, os produtos sao separados
por decantacao, onde a fase superior € a que contém os ésteres (biodiesel), e a fase
inferior contém o glicerol (composto de maior densidade). O glicerol obtido é
separado e purificado por destilagcdo, enquanto que o biodiesel passa por uma etapa
de lavagem, a fim de remover impurezas.

Apesar de a transesterificacdo alcalina ser a principal tecnologia utilizada
industrialmente, ela possui diversas desvantagens, como a grande dificuldade de
separacao do catalisador e do alcool remanescente (devido a formagao de sabao),
além da necessidade de varias etapas de lavagem para obtencdo de um biodiesel
com o grau de pureza necessario. Outra dificuldade encontrada na utilizagdo deste

processo € o grau de acidez do éleo vegetal utilizado, que deve ser baixo, para
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evitar a formacao de sabdes e para que nao haja neutralizagdo do catalisador devido
a presenca dos acidos graxos livres.

O biodiesel também pode ser obtido a partir da transesterificacao acida, onde
alguns dos principais catalisadores utilizados sdo os acidos sulfurico, fosférico, e
sulfénico. Essa rota é preferida a alcalina quando o teor de acidez e a quantidade de
agua dos dleos forem elevados. Além dos baixos rendimentos e reagées mais lentas
se comparados ao processo alcalino, o emprego da catalise acida ainda possui a

desvantagem da necessidade de equipamentos mais resistentes a corrosdo. A

Figura 4 mostra o diagrama basico do processo de producao de biodiesel.

Acido +

* - Alcool
y'y >

- e
GIiciroI cru Biodiesel cru

Excesso de
Residuo de alcool

alcool

;

Glicerol

Biodiesel

Figura 4 — Diagrama basico para producao de biodiesel.

Com o crescente interesse por tecnologias capazes de converter biomassa de
forma eficiente, as rotas que utilizam fluido supercritico mostram-se muito
promissoras. Madras et al. (2004) mostraram a sintese de biodiesel utilizando
metanol supercritico sem uso de catalisador. De acordo com os autores, esta rota
atinge altas conversées em um curto periodo de tempo, e ndo ha influéncia da
presenca de agua na conversdo. Comparando-se 0s métodos existentes para
obtencao de biodiesel, a utilizacdo da rota supercritica tem mostrado ser de grande
relevancia, devido a sua alta eficiéncia, e facil separacao dos produtos, porém, seu

alto custo e gasto energético, sdo uma das maiores desvantagens deste processo.
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Trabalhos recentes revelaram que enzimas (mais especificamente, lipases),
tanto na forma livre como imobilizadas, podem ser utilizadas como catalisadores nas
reacdes de transesterificagdo de triglicerideos. Atualmente, essa rota nao é utilizada
em escala industrial, devido principalmente, ao alto custo das lipases comerciais,
porém, por ser uma tecnologia de baixo custo energético (opera-se a baixa
temperatura e presséo), e devido ao maior grau de pureza e facilidade de separacao
do glicerol obtido como subproduto, nota-se um crescente investimento em
pesquisas relativas a esse processo. A seguir, o topico 2.3 faz uma descricdo mais
detalhada da alcodlise enzimatica, contendo trabalhos relativos a essa tecnologia, e

gue podem ser encontrados na literatura.

2.3 TRANSESTERIFICACAO ENZIMATICA

Na literatura existem diversas pesquisas relacionadas a utilizacdo de enzimas
direcionadas, principalmente, as suas aplicacdes na industria de detergentes, na
hidrélise de gorduras, a producao de acidos graxos, aditivos alimentares, sintese de
ésteres e peptideos, entre outros. Porém, atualmente, o uso de enzimas vem
conquistando novos campos de atuagao, como o da oleoquimica.

As lipases sao as enzimas que catalisam a alcodlise dos triglicerideos,
atuando sobre a ligacdo éster desses compostos. Essas enzimas podem ser
produzidas intra- ou extracelularmente em diversos microrganismos, como por
exemplo, nos fungos (Candida rugosa, Candida antarctica, Thermomyces
lanuginosus, Rhizomucor miehei), e nas bactérias (Bukholdeira cepacia,
Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas mendocina, Chromobacterium viscosum).

Grande parte das pesquisas relacionadas a obtencao de biodiesel a partir da
transesterificacdo de 6leos vegetais utilizam enzima comercial pura, em diversos
meios reacionais, como por exemplo, em fluidos supercriticos, onde a separagao
dos produtos da mistura reacional é bastante atrativa em termos de investimento de
capital e custos de energia. O uso de enzimas imobilizadas em suportes,
especialmente celite e polimeros, também tem sido amplamente estudado, uma vez
gue isso permite a reutilizagdo das lipases, diminuindo o custo de producao.

A sintese de biodiesel via catalise enzimatica ocorre em condicées brandas
de temperatura, geralmente entre 20-60°C (SZCZESNA ANTCZAK et al., 2009). Em
seu trabalho, Shimada et al. (2002) apresentaram uma revisdo na qual mostram a
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dificuldade de reuso das enzimas na metandlise de 6leo comestivel residual, que foi
atribuida ao contato entre a lipase e o alcool (agente que inativa irreversivelmente a
enzima). A fim de possibilitar a reutilizacdo da lipase, os autores estudaram o
processo de producao de biodiesel a partir da transesterificacdo de éleo comestivel
residual utilizando metanol e lipase Candida antarctica (Novozym 435) em bateladas
de duas etapas, variando as propor¢cdes de enzima e alcool. Através dessa
metodologia, obtiveram conversdes do 6leo acima de 90%, e a enzima pode ser

reutilizada por mais de 100 dias (70 ciclos de 36 h cada) sem perda de atividade.

2.5 ESTUDO CINETICO DA REACAO ENZIMATICA

A andlise quantitativa dos fatores que influenciam a atividade da enzima é
feita através do estudo da cinética enzimatica, onde se avalia 0 aumento ou reducéo
da velocidade (ou taxa) de reacao.

Nas reacdes enzimaticas, a atividade da enzima é influenciada pela
concentracdo da mesma, além do pH e temperatura reacional. Na auséncia de
agentes inibidores a taxa de reacao é proporcional a quantidade de substrato, e
geralmente aumenta com a temperatura.

O estudo cinético das reacdes catalisadas por lipases geralmente é realizado
para enzima e substratos considerando uma dissolucdo homogénea, onde a
interacado entre a enzima e o substrato insollvel na interface deve ser considerada
(FACCIO, 2004).

Michaelis e Menten foram dois pesquisadores que propuseram um modelo de
equilibrio para reacdes enzimaticas envolvendo apenas um substrato, no qual a
reacao € considerada como um processo de duas etapas (MICHAELIS e MENTEN,
1913 apud MARANGONI, 2003). Primeiro ocorre uma reacao reversivel, na qual o
substrato liga-se a enzima formando um complexo intermediario, enzima/substrato
(ES), instavel (etapa rapida da reacao).

A constante de equilibrio relativa a dissociacao deste complexo € designada
Ks, e & uma medida da afinidade da enzima em relagdo ao substrato,
correspondendo a concentragdo deste quando a velocidade de reagédo é igual a
metade de seu valor maximo, ou seja, Ks = 2 V,, (MARANGONI, 2003).

E+s ——= s — = »E+p (1)
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_[Els] _ Ky
Ks= TR (2)

A segunda etapa ¢é irreversivel, havendo a dissociacdo deste complexo e
formacao do produto (P), liberando a enzima (E). Esta é dita a etapa limitante da
velocidade da reacdo enzimatica, cuja expressao da taxa € representada pela
Equacao (3).

v=k,, -|ES] (3)

- Meat

onde k.4 representa a constante de reacdo correspondente a dissociacdo de ES.
Sabendo-se que a concentracao total de enzima é igual a soma das concentracdes

de enzima livre e enzima ligada ([E, |=[E]+[ES]), a expressdo da taxa de reagéo

enzimatica pode ser rearranjada, como mostra a Equagao (4):

v ke, [ES]
[E.] " [E]+[ES]

(4)

No equilibrio, a concentracdo do complexo enzima/substrato [ES] pode ser
expressa em termos de [E], [S] e Ks, como pode ser visto abaixo (Equacao 5):

[Es]:% (5)

S

Substituindo (5) em (4), multiplicando o numerador e denominador por K, €
dividindo-os por [E], obtém-se a expressao da taxa de reacao enzimatica (modelo de
equilibrio, expresso pela Equacao 6) que sb é valida se v for medida em um tempo
curto o suficiente para que a concentracdo de substrato permaneca praticamente

constante ([S] >>> [Et]), neste caso, a taxa inicial é utilizada como taxa de reacao:

_V,[s]
"7k +I5]

(6)

Sabendo que V, é a velocidade maxima observada para uma concentracao total de

enZlma (Vm = kcat [ET ])'
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No estado estacionario, considera-se que a concentracdo de ES é constante
(a velocidade de aparecimento de ES é aproximadamente igual a velocidade de
desaparecimento do mesmo), ou seja, d[ES]/dt=0(MARANGONI, 2003). Assim,

através do balanco de massa para a espécie ES, tem-se:

dlES] =k [E] [S]-k_ [ES]-k

o wES]=0 (7)

Rearranjando a equacgao anterior, obtém-se a expressao para a constante de
Michaelis-Menten (K;), que expressa a relagdo entre as concentragées no estado

estacionario:

_LEL[S] _ ky ke,

T (®)

Quando a dissociacao do complexo ES é a etapa lenta da reacdo, ou seja,

quando k.;>>>kca, a constante K, pode ser escrita como: K, =k_, /k, . Neste caso, a

constante de Michaelis-Menten (K;;) sera igual a constante de dissociacdo complexo
ES (K;). Utilizando a expressao de V), e substituindo Ks por K, obtém-se a equacgao
de Michaelis-Menten para reag¢des enzimaticas com um unico substrato no estado

estacionario:

v,[S]

"X, +Is] ©

Este modelo, conhecido como modelo do estado estacionario, permite
demonstrar o comportamento da velocidade de reacdo com a variagdo da
concentracao de substrato.

Diversos estudos encontrados na literatura (FJERBAEK et al., 2009; DOSSAT
et al., 2002; AL-ZUHAIR et al., 2006) utilizam o modelo baseado no mecanismo Ping
Pong Bi Bi, levando em consideracao o efeito de inibicdo pelo alcool e a existéncia
de mais de um substrato, para representar a cinética da reacao de transesterificacdo
enzimatica. O termo Ping Pong esta relacionado aos mecanismos em que um
produto é liberado da enzima antes que o segundo substrato seja adicionado. De

acordo com esse modelo, primeiramente ocorre a ligacdo entre a enzima (E) e o
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substrato (S;) havendo liberagdo do produto (P), e formagao da espécie enzimatica
(E) que se liga a molécula do segundo substrato (S, formando um complexo
intermediario enzima-substrato (E’S,). Por fim, ocorre a regeneracao da enzima e
formacao do segundo produto P’(MARANGONI, 2003).

Em se tratando da reacao de transesterificagdo enziméatica de 6leos vegetais,
conforme o mecanismo Ping Pong Bi Bi a primeira etapa consiste no ataque
nucleofilico na ligagao éster do substrato formando um complexo enzimatico acilado
e liberando a espécie alcool do substrato original. A segunda etapa é a de hidrélise
do complexo enziméatico, regenerando a enzima (BEVILAQUA, 2005). A Figura 5
mostrada a seguir ilustra, de forma esqueméatica, o mecanismo Ping Pong Bi Bi

considerando a existéncia de multiplos substratos e produtos.

Es Al W Ac

] I ]

E EEs = FAl F FW > EAc E

Figura 5 - Representacao esquematica do mecanismo Ping Pong Bi Bi
(BEVILAQUA, 2005).

onde E representa a enzima; Es refere-se ao éster; E.Es é o complexo intermediario
enzima-éster; Al representa o alcool; F é o produto 1; F.Al € o complexo produto-
alcool; W representa a molécula de agua; F.W é o complexo produto-agua; Ac
refere-se ao acido; E.Ac é o complexo enzima-acido.

A Equacao (10) ilustra a taxa inicial de reagdo (v) descrita por esse modelo.

V,,[O1][Alc]

[Alc]
I<iAlc

VvV =

(10)

Kmoy [Alc] <1+ ) +Km.[O]+[O1] [Alc]

com V,, representando a velocidade maxima inicial de reagéo; [Ol] e [Alc] séo as
concentracdes molares do 6leo e alcool, respectivamente; Kmo e Kmg representam
suas constantes de afinidade; e Kia € a constante de inibi¢cao pelo alcool.

Marty et al. (1994) estudaram o processo de esterificacao do acido oléico com
etanol catalisado pela lipase de Mucor miehei (Lipozyme IM) imobilizada em resina
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anidénica macroporosa utilizando dois solventes: didéxido de carbono supercritico e n-
hexano. De acordo com os autores o mecanismo (1) mostrado anteriormente sé
pode ser utilizado para descrever a cinética de reagcdao quando os produtos nao
interfferem na taxa reacional. A fim de modelar um sistema continuo, eles
propuseram uma equacgao capaz de descrever a cinética da reacdo até que esta
atinja o equilibrio. A Equacado (11) ilustra o modelo simplificado proposto pelos
autores, onde o efeito de inibicao pelo éster foi desconsiderado uma vez que nao
houve alteracdo na medida da velocidade inicial com a variagdo da concentracado do

éster.

V(O [AIG- W]

[Alc]
I<iAlc

V=

(11)

Kme,[Alc] (1+ )+KmAlc [OI]+[O1] [Alc]

sendo [Ol], [Alc], [W] e [Est] as concentracdes molares de 6leo, alcool, agua e éster
no meio reacional, respectivamente; Ke; representa a constante de equilibrio da

reacao dada pela Equacao (12):
Ko~ ([Est],, [W],)/([O1], [Alc],) (12)

sendo [ Joq as concentragdes de cada espécie no equilibrio.

Cabe ressaltar a presenca de agua no sistema reacional, uma vez que 0s
autores estudaram a reagao de esterificacao e havendo, portanto, formacao de agua
como subproduto da reacdo. Este subproduto exerce influéncia simultdnea sobre a
cinética da reagao de hidrélise e sobre os efeitos de hidratagdo e conformacao da
proteina (enzima). Portanto, para validar o modelo proposto os autores operaram
experimentalmente com uma quantidade 6tima de agua determinada previamente
pelo método de titracao Karl Fisher.

Em 2000, Oliveira e Alves fizeram um estudo cinético da etanélise do éleo de
palmiste utilizando Lipozyme IM como catalisador e n-hexano como solvente. Assim
como reportado por Basheer e colaboradores (1995), o sistema foi considerado
homogéneo e a formagdo de mono- e diglicerideos foi desconsiderada. O modelo
apresentado nao considera a desativacdo da enzima durante a reacéo, e limitacdes
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devido a transferéncia de massa também foram negligenciadas. As Equacdes (25) e
(26) ilustram o modelo desenvolvido.

% _ [(kl +k4[ED_(ek3[Alc])] -[01]-[A1c]3-k2[G1i]-[ESt]3 (25)

k1

d[O1]

ld[Alc]_ d[Gli]_ 1 d[Est] 26
d 3 d  dt 3 dt (26)

com [Ol], [Alc], [Gli], e [Est] representando as concentracdes molares do triglicerideo,
do etanol, do glicerol, e do éster, respectivamente. Deve-se notar que os termos
empiricos (k1+k4[E])-(e*3Al]) foram incorporados ao parametro k1’ para que modelo
pudesse considerar a concentracdo de enzima presente ([E]) e o efeito de inibicao
pelo alcool.

Apesar de ser um modelo empirico, este se mostrou vantajoso devido a sua
simplicidade (com apenas quatro pardmetros a serem determinados), e ao bom
ajuste dos dados experimentais.

Paiva et al. (2000) mostraram um modelo cinético para reacdes catalisadas
por enzimas imobilizadas baseado no mecanismo Ping Pong Bi Bi. Considerando a
reacdo de hidrélise (27) mostrada a seguir € 0 mecanismo cinético esquematizado
na Figura 6, a expressao da taxa de reacao € ilustrada pela Equacao (28).

Est + W Ac + Alc (27)
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Figura 6- Representacdo esquematica do mecanismo para reacées enzimaticas
baseado na figura de King-Altman (Paiva et al. 2000).

Alc][Ac
Vmax,fVmax,r ([ESt] [W] - [ I<][ ]>
eq
v= R (28)
Vmax,rKrnW [ES] + Vmax,rKrnEst [W] + % [AIC] +
eq
KmjcVinax KmaViax
—?{“eqma LTAC] + Vinax[Est] [W] + —K’:KE L [Est][Alc] +
K
=t (w]Ac) + R [Ac]Ale

onde [Est] denota a concentracdo de éster; [W] a concentracdo de agua; [Ac] é a
concentragao de acido; [Alc] é a concentragdo de alcool; Vimaxr € Vmaxrrepresentam,
respectivamente, a velocidade maxima das reacbes direta e reversa; Kmy, Kmgs,
Kmgac, € Kmai s30 as constantes de afinidade da agua, éster, acido, e alcool; Kigs €
Kiac representam as constantes de inibicdo pelo acido e pelo alcool,
respectivamente; e Ky € a constante de equilibrio da reagéo.

De acordo com os autores, a equacao da taxa de reacdo (Equacgéo 28) pode
ser simplificada assumindo a forma da expressdo de Michaelis-Menten quando a
concentracdo de agua presente for muito alta, podendo ser considerada constante
durante o tempo reacional. Dessa forma, a velocidade de reacdo pode ser escrita de

acordo com a Equacéo (29).
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_ Vmax,app [ESt]

V" Km,. + [Est] (29)

app

sendo Vmax.app @ Velocidade méaxima aparente definida como Vi A WI/(Km,+[W]) e

Kmgpp, (=Kmeg| W]/(Kmy,+[W])) a constante de afinidade aparente.

Os autores ndao mostraram resultados de ajuste de dados experimentais aos
modelos propostos, evidenciando a auséncia de estudos detalhados no que diz
respeito a modelagem cinética de reagdes de transesterificacdo enzimatica.

E possivel encontrar diversos estudos na literatura relacionados a alcodlise
enzimatica utilizando solvente organico ou diéxido de carbono supercritico. Em
ambos 0s casos, acredita-se que a cinética da reacdo obedece ao mecanismo Ping
Pong Bi Bi com inibigao pelo alcool. Bousquet-Dubouch et al. (2001) com a intengao
de estudar a cinética da reacao de alcodlise do metil-propionato com n-propanol,
avaliaram a diferenca no comportamento da lipase de Candida antarctica B
(Chirazyme L2) utilizando substrato gasoso e na auséncia de solvente e fizeram o
ajuste dos dados experimentais a um modelo baseado no mecanismo Ping Pong Bi
Bi, no qual as concentracdes das espécies foram substituidas por suas atividades
como mostra a Equacéo (30).

Vn'aaic amp

AAlc
Kmypapge (1 + King ) + Kmyje-app + acamvp
C

V=

(30)

onde aar € aup Sa0, respectivamente, as atividades do alcool e metil-propionato; e
Kup € a constante de afinidade deste.

Também com o proposito de estudar o efeito do solvente na
transesterificacdo de éleos vegetais, Dossat et al. (2002) estudaram a alcodlise do
6leo de girassol com alto teor de &cido oléico com butanol e Lipozyme IM como
biocatalisador. O solvente utilizado foi o n-hexano, e a partir dos resultados
experimentais obtidos, os autores fizeram o ajuste do modelo cinético também
baseado no mecanismo Ping Pong Bi Bi, cuja expressao € idéntica a Equacgéao (10,
p.36). De acordo com experimentos realizados, foi observado que a adicdo de
solvente organico ao meio reacional aumentou a conversao do 6leo de 60 para 95%,

porém houve uma diminuicdo da velocidade inicial de reacao.
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O &cido gama-linolénico é um acido graxo essencial que pode ser encontrado
em Oleos vegetais e que tém recebido grande atengédo devido a suas propriedades
antiinflamatérias. O éleo de borago (Borago officinalis L.) € uma das principais fontes
naturais desse acido graxo, sendo portanto, alvo de diversos estudos.

Torres et al. (2004) apresentaram um estudo cinético da etandlise do 6leo de
borago empregando dois biocatalisadores (Novozym 435 e lipase de Pseudomonas
cepacia) e hexadecano como solvente. Baseando-se no mecanismo de Michaelis-
Menten, eles propuseram um modelo para a taxa de reacdo levando em
consideracao a reversibilidade da mesma e o efeito de inibigdo pelos produtos. A
perda de atividade da enzima durante o tempo de reacdo também foi incluida na

modelagem. A expressao da taxa de reacao (v) é dada pela Equacéo (31).

dQ] VK&f’j[(}-][Bl i b Q)]
R

sendo M o numero de acidos graxos saturados (neste caso, M=7; com j=1 para o

V=

(31)

acido palmitico; j=2 para o acido estearico; j=3 para o acido oléico; j=4 para o acido
linoleico; j=5 para o acido y-linolénico; j=6 para o acido estearidénico; e j=7 para o
ecosanoico); [Q], [G], [P«], e [B] representam as concentracdes molares dos etil
ésteres de acido graxo, dos ésteres presentes no 6leo, dos acil-glicerdis liberados
por cada éster do Oleo, e do etanol, respectivamente; Vmaxij € Vmax,j SA0 as
velocidades maximas das reacdes direta e reversa; Ky, sdo as constantes de
afinidade; e Kj;sdo as constantes de inibicdo de cada etil éster.

Através do ajuste de dados experimentais ao modelo proposto, foi observado
que o mesmo pode ser uma boa alternativa para representar a cinética da
transesterificacdo enzimatica de 6leos vegetais, porém, devido a grande quantidade
de dados necessaria sua utilizacao é limitada.

Os estudos relacionados a producdo de biodiesel a partir de catalise
enzimatica encontrados na literatura reportam, em sua maioria, apenas resultados
experimentais obtidos com o objetivo de encontrar as condicbes 6timas de reacéo,
nao apresentando uma modelagem matematica capaz de descrever seu

comportamento cinético. Em contradicao a isto, Al-Zuhair (2005) apresentou um
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estudo cinético da producao de biodiesel a partir da metandlise do 6leo de girassol
com lipases de Rhizomucor miehei (RM) e de Thermomyces lanuginosa (TL). Em
seu trabalho, o autor propés um modelo matematico baseado no mecanismo Ping
Pong Bi Bi e estimou os parametros cinéticos do mesmo através do ajuste dos
dados experimentais. A Equacgao (32) expressa a taxa inicial de reagao (v) proposta

pelo autor.

. V_[Ol] (32)
1 + Kig[OI] + I%ﬁ” (1 + %ick]:) + I?Xllﬁic

com V,, representando a velocidade de reacgao inicial maxima; [Ol] e [Alc] sdo as
concentracdes molares do substrato (6leo vegetal) e do alcool; Kio, Kiae, Kmoy, €
Kmya sao as constantes de inibicdo e de afinidade pelo 6leo e pelo alcool,
respectivamente.

E importante notar que o modelo proposto leva em consideracio os efeitos de
inibicdo e afinidade de ambos os reagentes (alcool e 6leo), e com isso, Al-Zuhair
(2005) considerou que a Equacao (32) pode ser utilizada para o dimensionamento
de reatores batelada e continuo utilizados na producdo de biodiesel via catalise
enzimatica.

A ocorréncia de desativacdo da enzima durante a reagdao de
transesterificacdo tem sido alvo de muitos estudos nos ultimos anos. A obtencao de
biodiesel de 6leo de soja a partir da substituicdo do metanol por metil-acetato como
receptor do grupo acila mostrou um aumento na estabilidade da enzima Novozym
435 conforme reportado por Xu et al. (2005). Este processo € conhecido como
interesterificacdo, onde ha formacdo do tri-acetil glicerol ao invés de glicerol
eliminando o problema de perda de atividade da enzima causada por esse. O
modelo cinético utilizado para descrever a reacdao também é baseado no mecanismo
Ping Pong Bi Bi como ilustrado anteriormente pela Equacédo (10; p.36), onde a
concentragao e a constante de afinidade do alcool devem ser substituidas pelas do
metil-acetato.

Para facilitar o ajuste dos dados ao modelo a Equacao (10; p.36) pode ser
rearranjada obtendo-se uma expressao para taxa inicial de reacao (v) escrita de

acordo com a Equacéo (33).
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Vm[MA](p_. - Mya[MA])/Mg,

mix

V=

(33)

Ko IMAT- (1+ 221) + (K, MA(p,,- My IMAT Mo

sendo [MA] a concentracdo molar do metil-acetato; pmix a densidade da mistura
reacional; Kmya a constante de afinidade pelo metil-acetato; Mya € Mo as massas
moleculares do metil-acetato e do 6leo, respectivamente; Kiya a constante de
inibicado do metil-acetato.

Como o modelo proposto ndo considera a formagao de mono- e diglicerideos,
0s autores estudaram o mecanismo de reacdo, onde um modelo cinético baseado
nos balangos de massa de todas as reag¢des envolvidas (vide Figura 3(b); p.30) foi
desenvolvido. A partir dos resultados obtidos para as constantes cinéticas das
reacdes, conclui-se que a primeira etapa € a limitante do processo de
interesterificacao.

A maior parte dos trabalhos publicados sobre a obtencao de biodiesel através
da transesterificacdo ou esterificacdo enzimatica de 6leos vegetais utilizam lipases
comerciais imobilizadas em diferentes suportes. Em contrapartida, Al-Zuhair et al.
(2006) utilizaram uma enzima livre (lipase de Mucor miehei) na reagdo de
esterificacdo do acido butirico com metanol.

Os resultados obtidos mostraram que nao ocorreu diminuicdo da taxa inicial
de reacdo com o aumento da concentracao de acido butirico, em outras palavras, o
efeito de inibicdo causado pelo acido ndo foi observado. Essa observacédo foi
justificada pelo uso da enzima livre, uma vez que, de acordo com o0s autores, a
interacdo entre esta e as moléculas de substrato se da a nivel molecular nao
havendo problemas de limitacdo por transferéncia de massa. Assim, o modelo Ping
Pong Bi Bi com inibicao pelo somente pelo alcool mostrado pela Equacgao (10; p.36)
pode ser utilizado para descrever a reacdo de esterificacdo, devendo-se apenas
substituir a concentracao de 6leo pela concentracao de acido.

Em contradigdo a esse trabalho, no ano seguinte Al-Zuhair e colaboradores
(2007) publicaram uma pesquisa relativa a producéo de biodiesel via metandlise do
6leo de palma em meio de solvente organico (n-hexano) com a mesma enzima
utilizada no trabalho anterior, isto é, lipase de Mucor miehei. Porém, os resultados
obtidos foram opostos aos descritos anteriormente, ja que apesar de ter sido
observado o aumento velocidade inicial de reacdo com a concentracao de 6leo, para
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concentragdes de 6leo acima de 1000mol/m® houve diminuicdo da taxa de reacéo,
indicando que a partir deste ponto o efeito de inibicdo pelo éleo ndo pode ser
desprezado.

Apesar de o0 mecanismo Ping Pong Bi Bi ser o mais utilizado para descrever a
cinética da transesterificacdo enzimatica, € possivel encontrar estudos que propdéem
modelos que consideram as reacdes de formacado dos mono- e diglicerideos como
mostrou Kroumov et al. (2007). Os autores utilizaram dados experimentais retirados
da literatura para validar o modelo desenvolvido. As reag¢des consideradas séo
listadas a seguir.

TG+ ROH — > DG + BD (34)

ki
TG + E =——= [TG.E] (34a)

k2

Ks
[TGE] + ROH —>» DG+ BD + E (34b)
DG + ROH _E . MG + BD (35)

Kq
DG + E [DG.E] (35a)

5

k
[DG.E] + ROH — 2 » MG+ BD + E (35b)
MG+ ROH —E— = GL + BD (36)

k7
MG+ E [MG.E] (36a)

8

Kg
IMGEE] + ROH —» GL + BD + E (36b)

com TG representando a molécula de triglicerideo; DG a de diglicerideo; MG a de
monoglicerideo; BD e GL representam o biodiesel e o glicerol, respectivamente;
ROH é a molécula de alcool; [TG.E], [DG.E], e [MG.E] sao os complexos enzima-
substrato formados a partir das rea¢des com o tri-, di-, e monoglicerideo; k; (com i=1,

2...,9) sao as velocidades especificas de cada reacao.
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As taxas de reacdo do triglicerideo (vrg), do diglicerideo (vpg), e do
monoglicerideo (vmg) sdo descritas pelas Equagdes (37), (38), e (39),

respectivamente.

- Kmg (1) Km () Vmy (t)-Crg (1)

V16~ Romp (0 Koty (0-Kme () + Crg (0K (0 K (0 + (37)
Cpg (D) Kmy (1) Kme (1) + Cyg (1) Kmy (1)-Kmg (t)
- - Kmy (1) -Kme (1)- Vmgp(t)-Cpg (1) (38)
PG Kmy () Kmp () Kme(t) + Crg () -Kmg ()-Kme (1) +
Cpg(1)-Kmy () Kme(t) + Cyyg (1) Kmy () Kmg ()
- Kmy (1) Kmg (1)- Vme(t)-Cyg (1) (39)

YMGT Km (- Kmp () Kme (1) + Crg () Kmg (D Kme (D) +
Cpg (0 Kma () Kme (1) + Cyg (6)-Km (6)-Kmg (0

onde Crg, Cpa, € Cug sdo, respectivamente, as concentracdes molares dos tri-, di- e
monoglicerideos; Km(t) é a constante de afinidade; Vm(t) é a velocidade maxima de
reacdo; os subindices A, B, e C referem-se as reagdes (34), (35) e (36). As
expressdes que definem cada velocidade maxima sao mostradas pelas Equacoes
(40), (41), e (42), enquanto que as expressdes das constantes de afinidade sao
dadas pelas Equacées (43), (44), e (45).

Vm (1) =k3-Cron(t)-Ck (40)

Vg (1) =k6-Crop (1)-Cp (41)
Vmc(#) =k9-Cron(0-Ck (42)
Km4(£) = (k2+k3-Crou (D)1 (43)
Kmp(#) = (k5+k6-Crop (1)/k4 (44)
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sendo Cron(t) € C's as concentragdes molares de alcool em funcéo do tempo, e a
concentragao total de enzima, respectivamente.

A partir dos balancos de massa para cada espécie, obteve-se um conjunto de
equacoes diferenciais para um reator batelada que foram resolvidas pelo método
BDF (Backward Differentiation Formulae). Através da técnica dos minimos
quadrados os parametros do modelo foram estimados utilizando o0 método numérico
de Levenberg-Marquardt com BFGS (Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno).

A utilizacao de fluidos supercriticos para obtencao de biodiesel também tem
sido bastante estudada nos ultimos anos. A substituicdo de solventes organicos por
solventes no estado supercritico, como o diéxido de carbono, é alvo de grande
interesse, pois esse solvente além de possuir um baixo custo, € ndo-inflamavel e
atéxico.

A solubilidade dos acidos graxos de cadeias longas € muito baixa em diéxido
de carbono a temperatura e pressdo ambientes, facilitando a remocao do glicerol
(VARMA e MADRAS, 2007).

A cinética de reacao de transesterificacdo enzimatica em fluido supercritico
também obedece ao mecanismo Ping Pong Bi Bi com inibigdo pelo alcool, e como
foi mostrado por Varma e Madras (2007), a Equacgéo (10; p.36) pode ser utilizada
para descrever a metanodlise e a etandlise do 6leo de mamona com Novozym 435
como catalisador e CO, supercritico como solvente.

Considerando que a reacdo de transesterificacdo de 6leos vegetais por
enzimas ocorre em duas etapas consecutivas, sendo a primeira a reagdo de
hidrélise dos triglicerideos produzindo os acidos graxos livres, seguida pela
esterificacdo destes e formando novos ésteres, Cheirsilp et al. (2008)
desenvolveram trés modelos cinéticos com base no mecanismo de reagdo de
transesterificacdo do 6leo de palma com etanol e lipase de Pseudomonas sp. como
catalisador.

Os trés modelos propostos se diferenciam pela etapa limitante considerada
para cada um, e pelo momento no qual a molécula de etanol torna-se envolvida na
reacdo. Para validar cada modelo, estes foram ajustados a dados experimentais
utilizando diferentes concentracdes de alcool. O esquema de reagdes considerado

para cada mecanismo é mostrado a seguir nas Figuras 7, 8, e 9.
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Etapa L imitante
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Figura 7 - Esquema reacional do Mecanismo 1. Fonte: Cheirsilp et al. (2008).
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Figura 9 - Esquema reacional do Mecanismo 3. Fonte: Cheirsilp et al. (2008).

E possivel perceber que os mecanismos consideram a formacdo dos
triglicerideos (TQ), diglicerideos (DG), e dos monoglicerideos (MG). As expressoes
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das taxas de reacao relativas ao mecanismo 1 para cada espécie presente sédo

dadas pelas Equacdes (46) a (51).

L
a ZL] - <VmMG [MG] - Vi Dj%é%”) [E']

(VmTG [TG] + VmDG [DG] + VmMG [MG] —

d d F
% B -% N %(VrTG [DG]+Vrpg[MG]+Vryg[GL] +

Vegs[Alc])[E’]

a’[ES]= dfAlc]

[F] N
= 7 (VeES Wi [Alc]) [E7]

(46)

(47)

(48)

(50)

(51)

sendo [TG], [DG], [MG], [F], [GL], [W], e [Alc] as concentragdes molares de

triglicerideos, diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos livres, glicerol, agua, e

alcool, respectivamente; Vmrg, Vmpg, € Vmug séo as constantes de hidrdlise do TG,

DG e MG; Vrrg, Vrpg, € Vryg representam as constantes de re-esterificacdo de DG,

MG, e GL, respectivamente; Vees é a constante de esterificacao dos etil ésteres. As

Equacbes (52) a (58) mostram a definicdo dessas constantes.

k7k9
VmTG:_ (52) VmDG:F

_ k20k19

K13k15
Vimye = =73 (54) Veps = =5

(53)

(59)
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k10k12k20

Virg = kfsfzfo (56) Vrpg = 11<1111<21 (57)
y,. _ k16k18k20 -
™G T 721 (58)

A expressao que define [E*] € dada pela Equacéao (59) mostrada a seguir.

. [Et]
[£7] = - T (59)
(1 + KmTG [TG] + KTHDG [DG] + KmMG [MG] + KmF(m)(l + Kl’l’lDF [DG] +
[Alc]

Kmyp[MG] + Kmge[GL] + @ )

onde [E7] € a concentracao molar total de enzima; Kmrg, Kmpg, Kmug, Kmg, Kmpg,
Kmye, € Kmgr sao as constantes de equilibrio para TG, DG, MG, F, DF, MF, e GF
definidas a seguir pelas Equacdes (60) a (66); K; é a constante de inibicdo do alcool

definida pela Equagéo (67).

Kimgg= 5 (60) Kimpg = = (61)
Ky == (62) Kmp= 2 (63)
Kmpr= 201 64)  Kmyr= o (65)
KmGr = ooy 66) K=o (67)

Baseando-se no esquema mostrado na Figura 8, as taxas de reacao de cada

espécie para o0 mecanismo 2 sdo definidas de acordo com as Equacdes (68) a (72).

% =-Vmg[TG][E] (68)

d[DG]

o = (VmiG[TG] - Vg [DGD[E] (69)
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dIMG ;
L — (VinpgIDG] - VinyIMGD[E'] (70)
Vmg[W]

diF] d[W] (Vmrg[TG] + Vmpg[DG] +V1’nMG[MGD'VmF[W] Ve Al [E"] +

=-—= (71)
dt dt Viy [F] Vmg[W] { [E*]

FUIN Vinp [W Ve [Alc]

d[Es] d[Alc] Vegs[Alc]

= - = (VmTG [TG] + VmDG [DG] + VmMG [MG] + VI'F [F]) (72)

dt mp[W]+Vegg[Alc]

com Vrg, e Vmg, representando as constantes de re-esterificagédo e de hidrélise do

complexo enzimatico EF. A Equacao (73) mostrada a seguir ilustra a definicdo de

[E*].

* [ET]

[E7]= Vm 7
( 1+ [TG](Kmy+ Ve [W] +\T72Es [Alc] )
V.
[DG] (KmDG+ W ]T\?gES[Ach
Vm
[MG] (KmMG+ Vg [W] +{\//I§ES [AIC])

Vre[F] N [Alc] )
VmF [W] +VCES [AIC] KI

As constantes de hidrélise Vmrg, Vmps, Vug, € de esterificacdo Vegs sao

definidas a partir da Equagodes (74) a (77).

(74) Vimpg = o

m (75)

k13k15
k14

k20k19
k21

Vmy = (76) Ve, = (77)

Kmrg, Kmpg, Kmyg, € K; sdo definidas a seguir pelas Equacdes (78) a (81).

k4

(78) KmDG = m

(79)
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k7 k14
KmyG = 55 (80) Ki=7 (81)

De acordo com o mecanismo 3, mostrado na Figura 9, as expressdes que
definem as taxas de reacao para cada espécies sao definidas pelas Equacgdes (82) a
(88).

diTG %
[ d ) (Vingg[W] + Ve [AIGD[TGI[E] (82)
d[DG *
f?f / _ ((VmrGIW] + Ver[AICD[TG] - (Vi [W] + Vep[Ale] ) [DGI[E']  (83)
diMG *
L - ) — (Vmpg[W] + Vep [AID[DG] - (Vin, . [W] + Ve [Al)IMGI[E']  (84)
d/GL *
[ “ S (Vi [W] + Vey [Ale]) [MG][E'] (85)
d[F] *
—= (Vmy[TG] + Vimpg[DG] + Vinyg[MG]) [W] - Veg, [FI[AleD[E'] (86)
d[w] .
——= - (VmyG[TG] + Vipg[DG] + Vinyg [MGD[WI[E ] (87)

dt

d[db; L-. d[jzk] = (Ver[TG] + Vep[DG] + Vey [MG] + Veg [FD)[AlC][E]  (88)

As Equacdes (89) a (92) mostram a definicAo das constantes Vmrg, Vmpg,

Ve, e Vees.

k1k3 k7k5
VG =~ (89)  Vmpg=i (90)
VimyG = "o (91) Veg, = o (92)

k14
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As constantes de etanolise Ver, Vep, e Vey sdo dadas pelas Equacdes (93) a

(95).
_ klk4 o3
er= ) ( )
Vo, K8 94
€p = K6 ( )
. _ kK12 o5
M~ 7110 (95)

Kmrg, Kmpg, Kmyg, Kmg, e K; sdo definidas a seguir pelas Equacgdes (96) a
(100).

k1 kS

KmT = - (96) KmDG = = (97)
k2 k6
k9 k13
KmMG = m (98) KmF: ﬂ (99)
k17
Ki= i1 (100)

Os resultados obtidos pelos autores a partir do estudo dos trés mecanismos
propostos indicaram que a reacdo de transesterificagdo enzimatica possui duas
etapas de hidrélise, com a reacao de etandlise ocorrendo em simultaneo.

E facil notar que pesquisas sobre a cinética da transesterificacdo de 6leos
vegetais com enzimas imobilizadas n&o tratam, em sua grande maioria, sobre a
desativacao da lipase durante a reacdo. Em vista disto, Torres et al. (2008) propds,
através do estudo da etandlise do éleo de girassol com lipase de Pseudomonas
cepacia, um modelo baseado na utilizacdo pseudo tempo de reacao utilizado para
indicar o tempo que a mistura reacional deve permanecer no reator para atingir a
conversao que seria alcancada se ndo houvesse desativacado da lipase. A Equacéao
(101) ilustra a expressdao matematica que define o pseudo tempo reacional (t*).
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[} a{t}di
=

(101)

dg

com a representando a atividade da enzima em um determinado tempo f; ap é a
atividade da enzima no tempo ty; 7 € uma variavel desvio; t; é o tempo inicial de uma
determinada batelada de interesse.

A Figura 10 mostra o esquema de reacao considerado pelos autores. Com

base nesse esquema, a expressdo da taxa de reacéo foi obtida de acordo com a

k B k
,[% | "N
]
c

F-G

K4[Q,]
HJ\. k":[%:[sf
E-Q

" Etapa limitante

Equacao (102).

Figura 10 - Esquema da reacao de transesterificagdo. Fonte: Torres et al. (2008).

d[sz (Vmax,f/Km) [G] [B] - (Vmax,r/KI) [P] [Q]
dt 1+([G]/Km)+([P]/K;)

(102)

onde [G], [B], [P], e [Q] s&o as concentracbes molares de 6leo, de alcool, do glicerol,
e do etil éster formado, respectivamente; vpnaxr € a velocidade maxima da reacéo
direta definida pela Equagao (103); vqaxr € a velocidade maxima da reagao inversa
dada pela Equacao (104); Km é a constante de afinidade definida de acordo com a
Equacado (105); e K; € a constante de inibicdo expressa pela Equacéao (106). [Ejio
representa a concentracao molar total de enzima.

— KokplBlioe

tot (1 03) Vimax,r = k-2 [E]tot (1 04)

Ymax = T

_ k»lk-p _ X
Km= m (105) K[— K, (106)
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Dois modelos para descrever o processo de desativagdo da enzima foram
propostos. O modelo 1 é dado pela Equacao (107), com a expressao do pseudo

tempo de reacdo descrita pela Equacao (108).

ai{r} =ag exp[- kq(t - tp)] (107)

o1 1
“ {kd{exp[-kd(tl-ton Coxpl-ka(i- o) (108)

com kg representando a constante de desativacédo de primeira ordem.
As Equacbes (109) e (110) mostradas a seguir ilustram a expressao da
atividade da enzima em funcao do tempo, e o pseudo tempo reacional definidos pelo

modelo 2.

a{t} = ay {kaexp[-kq(t - to)]+(1-k,) (109)
« 1k,
tB:a_O{k_d {exp/-kq(t; - to)]-exp/-kq (- to )/} +(A-k Nt - ) } (110)

com k, representando a constante de estabilizagdo da enzima.

Os resultados obtidos mostraram que o modelo 2 € o mais indicado para
prever a desativacdo da enzima.

Al-Zuhair et al. (2009) desenvolveu um estudo cinético da metandlise de
6leo de cozinha usado com dois biocatalisadores (lipase de Candida antarctica nas
formas livre e imobilizada em ceramica) e n-hexano como solvente. Os autores
propuseram um modelo cinético que leva em consideragdo a resisténcia a
transferéncia de massa dos reagentes e o efeito de inibicdo dos dois substratos,
6leo e alcool.

A Equacéo (111) mostrada a seguir descreve a expresséo da taxa inicial de
reacdo na interface da enzima livre baseada no mecanismo Ping Pong Bi Bi. E
importante ressaltar que nesse caso, a resisténcia a transferéncia de massa foi

negligenciada, uma vez que a enzima esta solubilizada no meio reacional.
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Lo AP KG[E]

oy (Ki,, /[Ale];) [1+( [12 N FSi]Si (H [AKlz]i)

(111)

sendo Kg a constante cinética global; [E] é a concentracdo molar de enzima; Ks, e
K sdo as constantes de dissociacao do substrato e alcool, respectivamente; Kia. €
Kis sdo as constantes de inibicdo do alcool e substrato; [P], [Alc], e [S] sé&o,
respectivamente, as concentracbes molares de produto, alcool, e substrato na
interface da enzima.

Quando se utilizou lipase imobilizada, Al-Zuhair et al. (2009) reportaram a
existéncia de resisténcia a transferéncia de massa do seio do fluido até a interface
enzimatica. Assim, o modelo proposto considera as taxas de diminuicdo dos
substratos (6leo e alcool) no seio do fluido como mostram as Equacbes (112) e
(113).

dfS
L~ oka(is] - [s1) (112)
d[‘;:c] — - skaa([Alc] - [Ale]) (113)

Com a representando a area superficial total por volume liquido; ks, € ka sdo 0s
coeficientes de transferéncia de massa do substrato (6leo) e do alcool,
respectivamente; [S] e [Alc] sdo as concentragcdes molares de substrato e alcool no
seio do fluido; o parametro o de correcdo para a diminuicdo do coeficiente de
transferéncia de massa com o aumento da concentragédo de glicerol € expresso pela

Equacéao (114) a seguir.

o=c (114)

com avariando de 1 a 0 para um tempo infinito.

A taxa de reacao na superficie da enzima (v) € similar a Equagao (111),
enquanto que na interface solido-liquido, as taxas de diminuigdo do substrato e do
alcool sdo dadas pelas Equacdes (115) e (116), respectivamente.
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403, =oksa([S]-[S]) - v (115)
dt
d[Alc],
- = okja([Alc] - [Alc],) - v (116)

Observando os resultados obtidos, notou-se que o efeito de inibicao pelo
alcool foi ligeiramente maior que o de inibicdo pelo éleo. Os modelos propostos
foram ajustados satisfatoriamente aos dados experimentais propostos, indicando
que esses podem ser utilizados para determinacdo das condicdes 6timas de
operacao e dimensionamento de reatores.

Como foi mostrado por Varma e Madras (2007), a cinética de reacao de
transesterificacdo enzimatica em fluido supercritico obedece ao mecanismo Ping
Pong Bi Bi com inibicdo pelo alcool. Mais tarde, Varma et al. (2009) fizeram os
estudo das reacbes de metandlise e a etandlise dos dleos de gergelim e de
mostarda com Novozym 435 e CO, supercritico. Novamente propuseram um modelo
baseado no mecanismo Ping Pong Bi Bi, porém considerando o efeito de inibicao
dos dois substratos (alcool e 6leo). A expressdo da taxa inicial de reacdo é dada
pela Equacdo (117) onde, como mostrado pelos autores, houve um ajuste
satisfatério do modelo aos dados experimentais.

Vm[O1]-[Alc]

Kmoy [Alc] (1 + %) +Km . [O1] (1 T I[<OT1>]1) 1 [O1][Alc]

(118)

V=

sendo Vm, Kmgo, Kmae, [Ol], e [Alc] ja previamente definidos; Kiae € Kio as

constantes de inibicao pelo alcool e pelo éleo, respectivamente.

2.6 CONSIDERACOES FINAIS

No decorre deste capitulo, foi apresentada a revisao bibliografica contendo o
estado da arte em que se insere o presente trabalho, onde foi exposta a evolucéo
dos processos de transesterificacdo mostrando a utilizagdo de solventes organicos,

supercriticos e com maior enfoque no uso de enzimas como catalisador.
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Foi observada a existéncia de poucos trabalhos relacionados ao estudo
aprofundado sobre a modelagem cinética da reacdo e, com base nessa lacuna

configura-se a proposta desta dissertacéao.
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3 MATERIAIS E METODOLOGIA

3.1 ALCOOLISE DE OLEOS VEGETAIS UTILIZANDO LIPASES IMOBILIZADAS

3.1.1 Enzimas

Os dados experimentais utilizados na modelagem cinética do presente
trabalho foram extraidos da literatura, sendo utilizadas as lipases de Candida
antarctica (Novozym 435),de Rhizomucor miehei (Lipozyme IM), de pancreas de

porco (Porcine pancreas) 1,3 especifica, e de Pseudomonas cepacia.

3.1.2 Substratos e Solventes

Diversos 6leos vegetais foram usados na obtencdo de biodiesel através da
alcodlise enzimatica. As reacdes de etandlise e metandlise foram avaliadas, onde
alguns estudos foram realizados em meio livre de solvente, enquanto outros

utilizaram solventes organicos ou diéxido de carbono supercritico.

= Oleo de Figado de Bacalhau

Gunnlaugsdottir et al. (1998) reportaram dados de conversdo de déleo em
funcdo do tempo de reagdo para a etandlise do 6leo de figado de bacalhau
utiizando Novozym 435 imobilizada em resina acrilica macroporosa como
catalisador. A reacao foi realizada em CO. supercritico com uma vazao de 2mL/min
e densidade constante igual 500Kg/m?.

A massa inicial de 6leo e enzima utilizada foi 80 e 50mg, respectivamente, e
os dados foram obtidos a 40°C e 90bar. A razdo molar alcool:6leo treze vezes maior
que a razao estequiométrica, e o experimento foi feito com adicao de etanol (vazao
de 0,02mL/min) ao di6xido de carbono supercritico e esta mistura foi alimentada no
reator contendo o 6leo e a enzima, mantendo-se constante a concentragéo de alcool
no meio reacional. Os resultados obtidos pelos autores sao dispostos na Tabela 3 e
mostrados na Figura 11.
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Tabela 3 — Etandlise do 6leo de figado de bacalhau com Novozym 435.

Conversao Tempo (min)
0 0
0,11 9,5
0,25 19
0,4 28
0,56 47
0,7 93
0,8
2

° 2

% 0,6 B *

[}

©

& 04 | .

o

o

=

8§ o2} ¢

0 ‘ 1 1
0 2 4 6
Tempo (min.)

Figura 11 — Perfil experimental da etandlise do 6leo de figado de bacalhau.

= Oleo de Girassol

Estudos de obtencao de biodiesel a partir do éleo de girassol por diferentes
rotas sdo amplamente encontrados na literatura. Selmi e Thomas (1998) fizeram um
estudo da producédo de biodiesel a partir da etandlise do éleo de girassol em meio
livre de solvente utilizando Lipozyme IM imobilizada em resina de troca anibnica
macroporosa como catalisador. A reacao foi realizada a 50°C e pressdao ambiente,
com 5,7mmol inicial de 6leo, razdo molar alcool:6leo inicial igual a trés, e 0,4g de
enzima. A Tabela 4 e Figura 12 contém os resultados experimentais reportados

pelos autores.
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Madras et al. (2004) reportaram dados de conversao de éleo em fungédo do
tempo de reagdo para reagdes de etandlise e metandlise do 6leo de girassol com
Novozym 435 em CO, supercritico, sob as seguintes condi¢gdes iniciais: 3mg de
enzima; 10mg de éleo; e razao molar alcool:éleo igual dois. A temperatura de reacao
foi mantida em 45°C, e densidade do CO. foi mantida constante (700Kg/m®). Os
experimentos foram feitos em triplicata com variagdo menor que 2% na conversao
de 6leo. Os resultados dos experimentos realizados se encontraram disponiveis na
Tabela 5 e Figura 13.

Tabela 4 - Etandlise do éleo de girassol com Lipozyme IM.

Conversao Tempo (h)
0 0
0,216 0,36
0,433 0,66
0,585 1
0,706 2
0,762 3
0,805 4
0,816 6
1
| |
3 0,8 - [ ]
Ne) ]
3 06 -
o) ’ =
b
o 04 ®
c
S
02 | H
O . 1 1 1
0 2 4 6 8
Tempo (h)

Figura 12 — Perfil experimental da etandlise do 6leo de girassol com Lipozyme IM.
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Tabela 5 — Alcodlise do éleo de girassol com Novozym 435 em CO. supercritico.

Conversao
AT - Tempo (h)
metandlise etandlise
0 0 0
0,100 0,125 1
0,175 0,200 3
0,230 0,275 6
0,225 0,275 12
o 03
Qo [ ] ]
Ne)
©
0,2 [ ]
> Y
2
o [ ]
S 01 o & Metanol
O
M Etanol
0 . 1 1 1
0 4 8 12

Tempo (h)

Figura 13 — Perfil experimental da alcodlise do 6leo de girassol com Novozym 435

em CO; supercritico.

Novamente utilizando o éleo de girassol como substrato para producdo de
biodiesel, Yesiloglu (2004) obteve dados cinéticos de conversdo do 6leo através da
reacdo de transesterificacdo deste com etanol e lipase de pancreas de porco
(Porcine pancreas) 1,3 especifica imobilizada em resina de troca anibnica
macroporosa. Nesse experimento, o autor utilizou 17,1mmol e 5,7mmol inicial de
alcool e 6leo (razdo molar igual a trés), respectivamente, e 500mg de lipase. Os
dados foram obtidos a uma temperatura de 45°C e pressdo ambiente e séo
apresentados na Tabela 6 a seguir.

A reacao de etandlise do 6leo de girassol com Novozym 435 imobilizada em
resina acrilica macroporosa e hexadecano como solvente foi estudada por
Hernandez-Martin e Otero (2008). As autoras utilizaram 1g de catalisador; 2g de

6leo; 0,29 de hexadecano; e razao molar alcool:6leo inicial igual a 20,6. A reacao foi
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realizada a 25°C e a pressdao ambiente, e os resultados obtidos sdo mostrados na

Tabela 7 e Figura 15.

Tabela 6 — Etandlise do éleo de girassol com lipase de pancreas de porco.

Conversao Tempo (h)
0 0
0,23 0,5
0,41 1
0,58 2
0,67 3
0,73 5
0,72 7
0,8
* .
.

3 06 .

Ne)

(0]

©

g 04 @

d

(]

=

S o2t ¢

0 ‘ 1 1 1
0 2 4 6 8
Tempo (h)

Figura 14 — Perfil experimental da etandlise do 6leo de girassol com lipase de
pancreas de porco.
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Tabela 7 — Etandlise do 6leo de girassol com Novozym 435 em solvente organico.

Conversao Tempo (h)
0 0
0,24 0,67
0,42 1,17
0,60 1,67
0,73 2,17
0,79 2,67
0,84 3,33
0,91 4,17
1,0 24
1 r *

.
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Figura 15 — Perfil experimental da etandlise do 6leo de girassol com Novozym 435

em solvente organico.

= Oleo de Palmiste

Este 6leo, proveniente da améndoa do fruto da palmeira oleaginosa, pode ser

utilizado como matéria-prima para obtencdo de biodiesel e foi alvo do estudo
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realizado por Oliveira e Alves (2000). Os experimentos foram realizados em
duplicata com reprodutibilidade superior de 10%, a diferentes temperaturas, carga
de enzima, razdes molares alcool:6leo, e quantidades de agua. Os dados utilizados
no presente trabalho foram obtidos a partir da reacdo de etandlise do 6leo de
palmiste em meio de n-hexano com lipase Lipozyme IM imobilizada em resina de
troca anidnica, nas seguintes condi¢des: 1g de 6leo; razdo molar alcool:6leo igual a
trés; massa de enzima igual a 7,5%p/p em relagdo a quantidade de 6leo. Os
resultados experimentais obtidos para a reagao realizada a 40°C e pressao ambiente
sao apresentados na Tabela 8 e Figura 16.

Tabela 8 — Etandlise do éleo de palmiste com Lipozyme IM em solvente organico.

Conversao Tempo (h)
0 0
0,18 0,5
0,32 1
0,50 1,5
0,54 2
0,63 2,5
0,68 3
0,66 3,5
0,765 4
0,75 4,5
0,745 5
0,78 5,5
0,778 6
0,66 6,5
0,75 7
0,778 7,5

0,70 8
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Figura 16 — Perfil experimental da etandlise do 6leo de palmiste com Lipozyme IM

em solvente organico.

= Oleo de Soja

Extraido da semente da soja, este éleo comestivel vem sendo amplamente

estudado para obtengédo de biocombustivel. Chen e Wu (2003) estudaram a cinética

da reacao de transesterificacdo do 6leo utilizando etanol e metanol com Novozym

435 imobilizada. Foram reportados dados de velocidade inicial em diferentes

concentracdes de alcool, obtidos a 30°C e pressao ambiente como pode ser visto

através da Tabela 9 e da Figura 17 mostradas em seguida. O biodiesel foi obtido a

partir da reacao de 5,79 de bleo vegetal com 0,26mL de alcool, e 0,3g de enzima.

Tabela 9- Alcodlise do 6leo de soja com Novozym 435.

Metandlise Etandlise
Velocidade inicial Concentracao de Velocidade inicial Concentracao
(g/L.min) alcool (g/L) (g/L.min) de alcool (g/L)
5,41 4,20 3,79 5,74
7,33 8,38 6,38 9,56
6,15 21,71 5,50 15,3
1,78 32,38 4,33 30,59
1,07 46,48 2,70 44,74
1,07 61,33 2,16 65,01
0 88,38 2,02 84,89
- - 2,03 121,61
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Figura 17 — Perfil experimental da alcodlise do 6leo de soja com Novozym 435.
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De forma semelhante, Noureddini et al. (2005) apresentaram um trabalho

contendo dados cinéticos de conversdo do 6leo de soja a partir das reagdes de

metandlise e etandlise, porém utilizando lipase PS (lipase de Pseudomonas cepacia)

imobilizada em sol-gel. As condicoes usadas na reacdo de etandlise foram as

seguintes: 5g de etanol; 0,3g de agua; 475mg de enzima; e 10g de 6leo. Para a

metandlise do 6leo foram utilizados 3g de alcool, 0,59 de agua, e as mesmas

quantidades de 6leo e de enzima. Em ambos os casos a temperatura do meio

reacional foi mantida em 35°C, e a pressao de 1atm, e desvio de + 5% na conversao

de 6leo. Os resultados experimentais obtidos pelos autores podem ser vistos na
Tabela 10 e Figura 18.

Tabela 10 — Alcodlise do éleo de soja com lipase PS.

Conversao
Tempo (min)
metandlise etandlise
0 0 0
0,43 0,43 14,94
0,52 0,53 29,31
0,58 0,59 44 .83
0,64 0,63 59,77
0,67 0,66 90,23
0,67 0,67 119,54
0,67 0,67 150
0,68 0,68 200
0,7 0,69 250
0,7 0,69 300
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Figura 18 — Perfil experimental da alcodlise do 6leo de soja com lipase PS.

= Oleo de Mamona

Varma e Madras (2007) realizaram o estudo da etandlise do éleo de mamona
utilizando enzima (Novozym 435) e diéxido de carbono supercritico a 50°C, com a
densidade de CO, sendo mantida a 0,79g/cm®. Para a obtengdo do biodiesel foram
empregados 10mg de lipase, e razdo molar alcool:éleo igual a cinco. Dados de
velocidade inicial da reacdo foram medidos em funcao da concentracéo de éleo para
diferentes concentracées de alcool. No presente trabalho, os dados experimentais
utilizados foram obtidos usando etanol a uma concentracdo e 15,5mmol/Kg e sao

apresentados na Tabela 11 e Figura 19.

Tabela 11 — Etandlise do éleo de mamona com Novozym 435 em CO, supercritico.

Velocidade inicial Concentracao de
(mmol/Kg.h) oleo (mmol/Kg)
0,25 0,93
0,5 2,21
1,0 4,72
2,0 8,95
2,27 16,92

4,27 37,33
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Figura 19 — Perfil experimental da etandlise do 6leo de mamona com Novozym 435

em CO. supercritico.

= Oleo de Gergelim

A transesterificagdo enzimatica com etanol e metanol do 6leo de gergelim foi
realizada por Varma et al. (2009). A lipase utilizada nesse estudo foi a Novozym 435
imobilizada em resina acrilica macroporosa. A velocidade inicial de reacao foi
medida em fungéo da concentracao de 6leo para diferentes concentracdes de alcool
como mostram a Tabela 12 e Figura 20 a seguir. Os dados extraidos para utilizacdo
nesta dissertacdo foram obtidos utilizando &lcool a uma concentracdo de
59,75mmol/Kg, e 10mg de enzima. A temperatura do meio reacional em ambas as
abordagens foi mantida a 50°C e a densidade foi mantida em 0,82g/cm®.
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Tabela 12 — Alcodlise do éleo de gergelim com Novozym 435 em CO, supercritico.

Metandlise Etandlise
1/Velocidade . 1/Velocidade 1/Concentracao
o 1/Concentracao de o )
inicial ) 4 inicial de dleo
; oleo (mmol/Kg) ; 4
(mmol/Kg.h) (mmol/Kg.h) (mmol/Kg)
0,32 0,025 0,13 0,0034
0,40 0,035 0,19 0,015
0,45 0,055 0,38 0,040
0,60 0,075 0,54 0,064
0,80 0,11 0,82 0,11
1,45 0,21 1,70 0,22
3,35 0,55 4,32 0,55
g 5
<
> °
4
g Y
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£ 3t
©
Qo
qE) o L .
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Figura 20 — Perfil experimental da alcodlise do 6leo de gergelim com Novozym 435
em CO; supercritico.

As condicoes experimentais empregadas nos trabalhos descritos neste tépico
encontram-se dispostas de forma resumida na Tabela 13 conforme mostrado a

sequir.
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Tabela 13 — Condicdes experimentais utilizadas para obtencao dos dados cinéticos.

Autor Oleo Lipase N¢ de pontos Alcool Razéo molar T (K) Duracao Conversao
experimentais alcool/oleo maxima
Gunnlaugsdottir et  Figado de .
Novozym 435 6 Etanol 0,049 313 93min 70%
al. (1998) bacalhau
Selmi e Thomas Girassol Lipozyme IM 8 Etanol 17,20 3283 6h 82%
(2008)
Oliveirae Alves  pamiste  Lipozyme IM 18 Etanol 18,19 313 8h 70 + 10%
(2000)
) 8 Etanol 0,17 303 - -
Chen e Wu (2003) Soja Novozym 435
7 Metanol 75,82 303 - -
Mad tal Etanol 7,15 318 12h 28 £+ 2%
adras eta Girassol Novozym 435 5 ano ’
(2004) Metanol 0,18 318 12h 23+ 2%
Yesiloglu (2004)  Girassol Pancreas de 7 Etanol 7,15 318 7h 72%
porco :
Noureddini et al. So Pseudomonas ia Etanol 0,16 308 300min 69 £ 5%
oja .
(2005) cepacia Metanol 30,92 308 300min 70 £ 5%
Varma e Madras Mamona Novozym 435 6 Etanol 2,84x10° 323 - -
(2007)
Hernandez-Martin = i 2ssol Novozym 435 9 Etanol 2,89 298 24h 100%
e Otero (2008)
Etanol 17,43 323 - -
Varma et al. (2009) Gergelim Novozym 435 7

Metanol 0,038 323 - -
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3.1.3 Obtencao dos parametros cinéticos do modelo de Michaelis-Menten

Conforme mostrado no capitulo 2, a equagdo que descreve 0 mecanismo
proposto por Michaelis-Menten é explicitada pela Equacgao (9; p.35). Esta expressao
pode ser invertida e, através de um rearranjo, encontra-se a taxa de reacao (v) na

sua forma linear (Equacao 119).
/I 1 K,/1
;:_+_(—) (119)

Obtendo-se, experimentalmente, valores para a taxa de reagédo a diferentes
concentracdes de substrato, podem ser encontrados os valores numéricos dos
parametros cinéticos V,, e K, plotando-se o grafico de 1/v contra 1/[S], conhecido
como Grafico de Lineweaver-Burk, onde 1/V,, representa o coeficiente linear da
reta, e K,/Vp indica a inclinacdo da mesma. O grafico ilustrativo do inverso da
velocidade de reagdo € apresentado em fungdo do inverso da concentracdo de

substrato na Figura 9.

Kn/Vim

1/v

1V,

1/[9]

Figura 21 — Grafico Lineweaver-Burk.



Capitulo 3 — Materiais e Metodologia 72

Os reatores batelada sdo muito utilizados na determinacdo dos parametros
cinéticos das reacdes. A partir da integracdo do balanco molar para esse reator, €
possivel ajustar o modelo de Michaelis-Menten aos dados experimentais. Esta
abordagem é a forma mais utilizada quando se trabalha em condicoes em que seja
dificil medir as velocidades iniciais. O balangco material para um reator batelada
considerando reacdo em fase liquida (densidade constante) é dado pela Equacao
(120), e apds a substituicdo da expressado da taxa de reacao (Equacdo 9; p.35) e
integracao, obtém-se a equacéao de projeto para esse reator em sua forma integrada
(Equacéao 122) conforme foi descrito por Fogler (2002, p.353) detalhadamente.

dS] . VuIs]
- VTR s (120)
Tast [ Vals]

-] | s 120
S Cs

Kn (IS, . [S,1S)

t—len<[S]>+ V. (122)

Para uma reacao a volume constante, a concentracao de substrato ([S]) pode
ser escrita de acordo com a Equacao (123), e substituindo-a na Equacao (122),
encontra-se a equacao de projeto em fungdo da conversao de substrato (Equacéao
124).

[S] =[8],,(1-X) (123)
_ Kn 1 [S],X
- V_mln(l X) " Vi (124)

com [S], e [S] representando as concentracdes de substrato no inicio e em um
determinado o tempo t de reacao, respectivamente; X € a conversao de substrato,
Km e Vp, sao os parametros cinéticos previamente definidos.

A Equacao (124) pode ser reescrita em sua forma linear (Equagéo 125), onde
os parametros K, e Vp, podem ser facilmente determinados a partir dos coeficientes
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angular e linear da reta obtida ao plotar-se o grafico de 1/t In[1/(1-X)] em funcéo de
X/t

—_m_ 0.2 (125)

Em grande parte dos casos, os estudos relativos a cinética da
transesterificacdo enzimatica de Oleos vegetais obtém dados experimentais de
conversao do 6leo em funcédo do tempo de reacao e, portanto, os dados devem ser
ajustados através da Equacado (125) mostrada anteriormente. Nesse caso, tanto a
variavel dependente obtida pela linearizacdo da expressao da taxa de reacdo (1/t
In[1/(1-X)]) quanto a variavel independente (X/t) s&o diferentes das variaveis
medidas (X e t, respectivamente), dessa forma, o ajuste dos dados por regressao
linear é feito através da minimizacdo da soma dos quadrados dos desvios entre os
valores calculados e experimentais de uma variavel diferente da medida. Assim, os
valores dos parametros K, e V,, obtidos podem diferir daqueles que seriam obtidos
caso fosse feita a minimizacdo da soma dos quadrados dos desvios entre os valores
de conversdo medidos e os calculados (ROBERTS, 2009, p.171).

A analise nao-linear dos minimos quadrados é uma forma de ajustar os dados
experimentais a um modelo nao-linear como o de Michaelis-Menten. Existem
diversos programas disponiveis que possuem essas ferramentas de regressao
nao-linear onde, apds introducdo dos dados medidos e do modelo desejado, é
possivel minimizar a soma dos quadrados da diferenca entre os valores preditos e
os que foram realmente medidos.

No presente trabalho, o modelo de Michaelis-Menten foi ajustado aos dados
experimentais utilizando primeiramente o método de regressdo linear conforme
Equacédo (125), e em seguida, os parametros obtidos foram utilizados como
estimativa inicial para o método de regressao nao-linear, que buscou minimizar uma
funcdo objetivo descrita pela soma dos quadrados do desvio absoluto, como mostra
a Equacéo (126) a sequir.

N

FO= Z (Xi,exp'xi,pred)2 (1 26)

i=1
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sendo N o numero total de pontos experimentais; X;exp a i-€sima variavel medida; e
Xipred @ i-€Sima variavel calculada.

A minimizacdo da fungdo objetivo (FO) foi realizada com o auxilio do
programa Mathcad v.14 utilizando a funcdo Minerr com o método numérico de
Levenberg-Marquardt. Nesse caso, a funcao utilizada (Minerr) possui a funcao
objetivo (Equacdo 126) pré-definida. As etapas de resolucdo sao mostradas em
detalhes no Apéndice A.

Devido a maior complexidade dos demais modelos analisados no presente
trabalho, os parametros cinéticos para esses foram estimados apenas através do
método de regressao nao-linear.

Quando a conversdao de Oleo foi a variavel medida experimentalmente,
primeiramente, foi feito o ajuste de uma funcao aos dados de conversdo em funcao
do tempo, e em seguida essa expressdao foi derivada obtendo-se o valor da
velocidade de reacdo em cada ponto, que aqui sera chamada de velocidade de
reacdo diferencial. Para isso, duas abordagens foram utilizadas: a primeira foi a
tentativa de ajuste por uma equacao empirica (Equagcao 127), e a segunda foi o

ajuste de um polinbmio aos dados experimentais, como sera mostrado a seguir.

= 12 Abordagem: Ajuste da equacao empirica

A Equacéao (127) apresentada a seguir foi utilizada na tentativa de descrever o
comportamento da conversao de 6leo em funcédo do tempo de reacdo. O ajuste foi
feito através da funcdo Genfit do programa Mathcad v.14 que emprega o método
numérico de Levenberg-Marquardt para minimizacao da diferenca entre os valores
medidos e preditos. O Apéndice A contém o procedimento completo de célculo
necessario para obtencao dos parametros da equacado através desse pacote

computacional.

X(0) = % t° (127)

com a, b, e ¢ representando os parametros da equacao; X(t) é a funcao variavel
dependente (conversao de bleo); e té o tempo de reagao (variavel independente).

A qualidade do ajuste do modelo foi feita através da analise dos valores do
somatério dos quadrados do desvio (ss) entre os valores medidos e preditos dado
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pela Equagédo (128) e a soma dos quadrados da diferencas entre a conversao

experimental e a calculada para todos os pontos (o) expressa pela Equacéo (129).
N
S8 = Z (Xéleo,exp' X(’)leo,pred)2 (1 28)
i=1

o = (129)

onde Xseoexp € Xsleopred S80 as conversbes de oOleo medidas e calculadas,
respectivamente; N é o nimero de pontos experimentais; e K € 0 nimero de

parametros a serem determinados, nesse caso K=3.

= 22 Abordagem: Ajuste polinomial

Com o auxilio do programa Excel um polinbmio de segunda ordem foi
ajustado aos dados experimentais e a qualidade desse ajuste foi realizada a partir
do valor do coeficiente de determinacdo (RP).

A escolha entre a primeira e a segunda abordagem para obtencao da funcao
de conversdo com o tempo foi feita com base nos valores de ss e ¢°, uma vez que
estes valores representam os desvios entre os valores experimentais e preditos.

Através da derivada analitica da equacao obtida e utilizando a equacao de
projeto para um reator batelada de volume constante (Equacdo 130) & possivel
calcular os valores da taxa de desaparecimento de 6leo (-rqir) em cada tempo t.

dX(’)leo

— (130)

V= Coleoo

sendo Coleo0 @ concentragao inicial de 6leo.

Novamente, o programa Mathcad v.14 foi utilizado para minimizagdo da
funcdo objetivo (FO) com a funcdo Minerr e o método numérico de Levenberg-
Marquardt. Nesse caso, a funcao objetivo € definida em relagao diferenca entre os
valores das taxas de reagdo experimental (-rexp) € a velocidade de reagéo diferencial

(~raif)-
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Cabe ressaltar que as solugdes finais encontradas através da minimizacao da
FO em todos os casos presentes nesse trabalho foram devidamente checadas a fim
de avaliar se o valor encontrado tratava-se de um minimo local ou global. Para isso,
a estimativa inicial foi exaustivamente variada na tentativa de encontrar o menor
valor da FO.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MODELAGEM CINETICA DA TRANSESTERIFICACAO ENZIMATICA

Como foi descrito anteriormente, é possivel encontrar na literatura aberta
alguns trabalhos relacionados a modelagem cinética da reagéo de transesterificacao
de Oleos vegetais utilizando enzimas como catalisador. A partir desse levantamento
dos trabalhos disponiveis, cinco modelos cinéticos foram selecionados para
utilizagdo no presente trabalho. Neste capitulo, serdo mostrados os resultados
obtidos a partir do ajuste dos modelos escolhidos aos dados experimentais,
selecionados.

O primeiro modelo cinético analisado é o de Michaelis-Menten, em seguida,
foi testado o modelo baseado no mecanismo Ping Pong Bi Bi levando em
consideracao apenas o efeito de inibicao pelo alcool. O terceiro modelo utilizado foi
proposto por Marty et al. (1994). Os dois ultimos modelos testados (um proposto por
Al-Zuhair, 2005 e outro por Varma et al, 2009) também sdo baseados no
mecanismo Ping Pong Bi Bi, porém consideram nao sé o efeito de inibicdo pelo
alcool, como também a inibigao pelo 6leo.

A seguir sera mostrada a analise dos dados experimentais selecionados da
literatura cientifica, a fim de avaliar se 0 modelo de Michaelis-Menten é capaz de

descrever o comportamento cinético dos sistemas estudados.

4.1.1 Obtencao dos parametros cinéticos do modelo Michaelis-Menten

4.1.1.1 Parametros cinéticos para o oleo de figado de bacalhau

A partir dos dados experimentais de conversado de 6leo (Xseo) €m fungcédo do
tempo (f) reportados por Gunnlaugsdottir et al. (1998) foi feito o ajuste do modelo
cinético conforme descrito anteriormente. O resultado obtido pelo ajuste linear esta
disposto na Figura 22 a seguir.
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Figura 22 — Ajuste linear aos dados experimentais de Gunnlaugsdottir et al. (1998).

O coeficiente de determinagdo (R?) obtido através do ajuste dos pontos &
equacao da reta é igual a 0,4404, ou seja, o modelo explica apenas 44,04% da
variancia, caracterizando um ajuste insatisfatério. Os valores de K,=-5,39x10°mol/m®
e V,=-3,88mol/m°.min obtidos ndo possuem sentido fisico, uma vez que sdo
negativos, mostrando novamente que o modelo de Michaelis-Menten n&o deve ser
utilizado para descrever o comportamento cinético do sistema estudado.

Para ratificar que a lei de velocidade ora proposta ndo é adequada para
descrever a cinética da transesterificacao enzimatica de 6leos vegetais, utilizou-se o
método de regressdo nao-linear para ajustar o modelo aos dados conforme
anteriormente descrito.

Através da utilizacdo da 12 abordagem, os seguintes valores para os
parametros da Equacdo (127; p.74) foram obtidos: a=0,5219; b=1,1435; e
c=35,3489; o somatério dos quadrados do desvio (ss) entre os valores medidos e
preditos foi igual a 5,8174x10° e a soma dos quadrados da diferencas entre a
conversao experimental e a calculada para todos os pontos (o) foi igual a 0,0071939.
Como esses valores representam a diferenca entre as varidveis medidas e as
preditas € plausivel admitir, devido aos seus pequenos valores, que houve um ajuste

satisfatorio da equacao empirica empregada.



Capitulo 4 — Resultados e Discussao 79

A partir da 22 abordagem um polinémio de segunda ordem foi ajustado aos
dados experimentais obtendo-se um resultado satisfatério, como serd mostrado a
seguir na Figura 23.
expressa 0 polinbmio obtido, com coeficiente de

A Equacédo (131)

determinacao igual 0,9953.
X(O) =-1-10*2 +0,0169t - 0,0186 (131)
Os valores minimos da soma dos quadrados obtidos para esse ajuste foram:
ss=1,6806x10"° e 0°=5,6019x10*. Comparando a soma dos quadrados dos ajustes &
equacao empirica (Equacéo 127; p.74) e polinomial (Equacao 130), pode-se verificar
que a ultima fornece o menor valor e, portanto, o polinbmio de 22ordem foi utilizado

para o ajuste dos dados experimentais de conversdo versus tempo obtidos por
Gunnlaugsdottir et al. (1998).

0,8

y = -1E-04x2 + 0,016x - 0,018 3
o R2 = 0,995 -
@ 06 =
O -
[}
©
@ 04 |
o
o
= ¢ Experimental
S 02 1 ——-Equacédo Empirica

—— Ajuste Polinomial
0 1 1 1 1
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Tempo (min)

Figura 23 — Comparacao dos valores de conversao de 6leo experimental e os

obtidos por diferentes métodos.

Os valores da taxa de desaparecimento de 6leo (-rqr) em cada tempo t

encontram-se dispostos na Tabela 14.
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Tabela 14 — Valores da taxa de reacao calculados através do ajuste e diferenciacéo

de um polinémio de segunda ordem.

Velocidade de reacao diferencial,

Conversao Tempo (min) 3 .
-I'qyir (Mmol/m’.min)

0 0 6,26x10°

0.11 9,5 5,57x10°
0,25 19 4,88x10°
0,4 28 4,22x10°
0,56 47 2,83x10°
07 93 -5,35x10”

Os parametros V,=4,82x10°mol/m®.min e K,=2,89x10°mol/m® foram obtidos
utilizando como estimativa inicial os valores encontrados através do ajuste linear. A
comparacdo entre os valores das taxas de reagdo preditas pelo modelo de
Michaelis-Menten e pelo ajuste do polinémio de 2%ordem sdo apresentados na
Tabela 15 e ilustrados pelas Figuras 24 e 25.

Cabe ressaltar que apesar de a diferenciacdo dos dados de conversao em
funcédo do tempo ser inerentemente imprecisa (especialmente para altos valores de
conversao de 0Oleo) esta é a unica forma de obter um valor numérico para a taxa de
reacdo em cada ponto medido.

O valores minimos das somas dos quadrados dos desvios (ss e ¢°) obtidos
foram, respectivamente 6,0462x107? e 2,0154x10°'2.

Tabela 15 — Taxa de reacéao diferencial e calculada pelo modelo de Michaelis-

Menten.
Velocidade de reacao Velocidade de reacao
. . . Desvios relativos, %
diferencial, -rgif predita, -rpreq
3 . 3 . d=]r ‘pred=l' aif/ 1} pred/ *100
(mol/m”.min) (mol/m”°.min)
6,26x10° 6,17x10° 144
5,57x10° 5,49x10° 1.44
4,88x10° 4,63x10° 5,12
4,22x10° 3,71x10° 12,09

2.83x10° 2,.71x10°® 4.24
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Figura 25 — Gréfico de semelhanca para o teste da taxa de reacao de Michaelis-
Menten.
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Uma répida andlise dos valores da soma dos quadrados dos desvios
encontrados poder-se-ia concluir que houve um ajuste satisfatério da equacédo de
Michaelis-Menten aos dados experimentais, porém, deve-se perceber que a Figura
24, sugere a existéncia de uma concavidade relacionada com a taxa de
desaparecimento do 6leo em relacao a conversao de 6leo, enquanto que o modelo
de Michaelis-Menten sugere um comportamento linear. Conforme descrito por
Marangoni (2003) os valores da constante K, para a maioria das enzimas estdo no
intervalo de 107 a 10”M, o que novamente mostra que a equagdo de Michaelis-
Menten nao deve ser utilizada para descrever o comportamento cinético do sistema

em questdo, uma vez que o valor de K, encontrado foi da ordem de 10”M.

4.1.1.2 Parametros cinéticos para o oleo de girassol

O primeiro conjunto de dados utilizados na obtengao dos parametros cinéticos
do modelo de Michaelis-Menten para a reacao de transesterificagdo enzimatica do
6leo de girassol foi extraido do trabalho realizado por Selmi e Thomas (1998),
conforme dos dados da Tabela 4 (p.60). O resultado do ajuste a equacao da reta

pelo método dos minimos quadrados € apresentado na Figura 26.

1

y =1x + 0,201 P
0,8 | R2 = 0,896

£
200,6 -
>
04 |
E *
=02 v & Experimental

0 1 1 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Xéleo/t (h_1)

Figura 26 — Ajuste Linear para os dados de etandlise do 6leo de girassol com dados
de Selmi e Thomas (1998).
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A partir da equacao da reta com coeficiente de determinacao igual a 0,8968
tem-se que os valores das constantes K, e V,, sdo, respectivamente, -1,42x10°
mol/m® e -287,18mol/m®h. Assim como no caso mostrado anteriormente, os
resultados negativos das constantes cinéticas nao possuem sentido fisico, indicando
que o modelo nao é adequado para descrever o comportamento cinético da reacéo.

Os valores de K, e V,, estimados por regressao linear foram usados como
estimativa inicial para o método de regressdao nao-linear. Os valores minimos da
soma dos quadrados obtidos por ajuste de um polinbmio de terceira ordem aos
dados de conversdo em fungdo do tempo (ss=1,719x10% e ¢°=2,3751x10?) foram
maiores que aqueles obtidos através do ajuste da equacéo empirica (ss=9,6837x107°
e 0°=1,937x107), portanto, a ultima foi utilizada para prever os valores das taxa de
reacao diferencial com os seguintes parametros estimados: a=1,2563; b=0,8877;
c=1,3622. A Figura 27 apresenta os resultados do ajuste dos dois modelos.

y = 0,016x3- 0,189x2 + 0,680x + 0,021

o 08 r
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S 06
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£

o 04

>
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o
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0 1 1 1

0 2 Temfo (h) 6 8

Figura 27 — Comparagéao dos valores de conversao do éleo medidos por Selmi e
Thomas (1998) e os calculados pela equacao empirica e polinomial.

As velocidades de reacdo em cada ponto (-rqi) obtidas sdo apresentadas na
Tabela 16, e a comparacdo entre os valores das taxas de reacao preditas pelo
modelo de Michaelis-Menten e as obtidas pela Equagdo empirica (127; p.74) é

mostrada na Tabela 17 e apresentada pelas Figuras 28 e 29. Os parametros
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cinéticos obtidos por regressdo nao-linear foram: V,=-7,01mo/m°’h e Ky=-
1,13x10°mol/m®,

O valores minimos das somas dos quadrados obtidos pelo ajuste da lei de
velocidade de Michaelis-Menten (ss=3,9741x10° e 0°=7,9582x10") e o
comportamento observado através da Figura 29, no qual os pontos ndo caem
proximo da linha reta mostrando um desvio sistematico, confirmam que néao houve
um bom ajuste do modelo aos dados experimentais reportados por Selmi e Thomas
(1998). Os altos valores dos desvios relativos dispostos na Tabela 17 também
evidenciam o péssimo ajusto do modelo aos dados experimentais. Deve-se notar
gue os valores negativos das constantes V,, e K, ndo possuem sentido fisico.

Tabela 16 — Valores da taxa de reacao diferencial obtida através do ajuste e

diferenciacao da Equacéo (127).

Velocidade de reacao diferencial,

Converséao Tempo (h) s (mol/m’.h)
0,216 0,36 790,97
0,433 0,66 520,50
0,585 1 351,82
0,706 2 144 21
0,762 3 72,53
0,805 4 40,49
0,816 6 14,46

Tabela 17 — Taxa de reacéo diferencial e calculada pelo modelo de Michaelis-

Menten.

Velocidade de reacao Velocidade de reacao Desvios relativos, %
diferencial, -rqs (mol/m°.h)  predita, -rpreq (mol/m®.h) d = [Forea=Fait/Forea| *100

790,97 805,03 1,78
520,50 17,75 96,59
351,82 7,74 97,80
144,21 4,15 97,12
72,53 3,02 95,84
40,49 2,29 94,34

14,46 2,12 85,34
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Figura 28 — Comparacao dos valores da taxa de reagao para os dados de
Selmi e Thomas (1998).
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Figura 29 — Gréfico de semelhanca para o teste da taxa de reacao de Michaelis-
Menten com dados de Selmi e Thomas (1998).
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De forma analoga, os dados apresentados na Tabela 5 (p.61) reportados por
Madras et al. (2004) foram utilizados na obtencao dos parametros cinéticos do
modelo de Michaelis-Menten. Os resultados obtidos seguindo o mesmo

procedimento anteriormente descrito serdo mostrados a seguir.

0,2

0,16
f__\ y = 1,036x + 0,004
= R2 = 0,999
3012 |
*O
= 0,08 |
£

0,04 & Experimental (etandlise)

— Regressao linear
0 ' '
0 0,05 0,1 0,15

Xéleo/t (h-1)

Figura 30 — Ajuste linear para a etandlise com dados reportados por Madras et al.
(2004).

Considerando a Figura 30 e o valor do coeficiente de determinacdo obtido
pelo ajuste linear (R?=0,999) o modelo cinético seria, aparentemente, uma boa
escolha para descrever os dados da reacao de etandlise do 6leo de girassol, porém,
os valores de V,=-7,0x10°mol/m°.h e Kn=-1,53x10°mol/m® negativos mostram o
oposto. Resultados semelhantes foram encontrados a partir da andlise por
regressao linear dos dados experimentais da metandlise do 6leo vegetal com
R?=0,999, Ky=-1,63x10°mol/m> e V,,=-5,23x10°mol/m> h. Assim, é necessario uma
busca pelos valores das constantes cinéticas que ajustam o modelo através do
método de regressdo nao-linear para confirmar as observagdes obtidas pelo ajuste
linear. A Figura 31 ilustra os resultados obtidos a partir do ajuste da equacgao
empirica e de um polinbmio de segunda ordem para os dados da reacdo de

etandlise.
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Figura 31 — Valores de conversao de 6leo reportados por Madras et al. (2004) para a

etandlise do 6leo de girassol.

As somas dos quadrados dos desvios obtidas pelo ajuste da Equacgao (127;
p.74) foram ss=4,3462x10* e ¢°=2,17x10, enquanto que para o ajuste polinomial
ss= 2,2024x10° e 6°=1,1012x10. Comparando estes valores e analisando a Figura
31 observa-se que a equacdo empirica gerou melhor resultado sendo, portanto,
utilizada no calculo da velocidade de reacdo diferencial. Os parametros dessa
equacao obtidos através do seu ajuste foram a=0,9071; b=0,6999; c=6,2896. O
comportamento da conversdao de 6leo em funcdo do tempo para a reacdo de
transesterificacdo do 6leo de girassol utilizando metanol foi similar ao da etandlise,
onde os valores das somas dos quadrados das diferengcas e os parametros da
equacao empirica sdo: ss=3,0034x10*, o6°=1,50x10"*, a=0,5833; b=0,7606; c=4,5521
para o ajuste da Equacdo (127; p.74); ss=1,3976x10* e 0°=6,9878x10* para o
ajuste de um polindbmio de segunda ordem.

Os valores da velocidade de reacao diferencial (-rgy) obtidos sdo mostrados na
Tabela 18 para as reacdes de metandlise e etandlise. A comparacao entre estes
valores e os preditos pela equacédo da taxa de Michaelis-Menten sdo apresentados
pelas Figuras 32 e 33 obtidas a partir dos dados da Tabela 19.
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Tabela 18 — Valores da taxa de reacao diferencial obtida através do ajuste e
diferenciagcdo da Equacéo (127).

metandlise etandlise
_ _ Tempo
_ Taxa de reacao, _ Taxa de reacao,
Conversao 3 Conversao 3 (h)
-r'qir (Mmol/m’.h) -r'qir (Mmol/m’.h)

0 0 0 0 0
0,100 0,102 0,125 0,111 1
0,175 0,0363 0,200 0,0418 3
0,230 0,0116 0,275 0,0144 6
0,225 0,00164 0,275 0,00163 12

Tabela 19 — Taxas de reacao diferencial e calculada pelo modelo de Michaelis-

Menten.
metandlise etandlise
=t gif ~Fored Desv. rel., -t gif ~Fored Desv. rel.,
(mol/mh)  (mol/m®.h) % (mol/m3.h)  (mol/m®.h) %

0 0 0,00 0 0 0,00
0,102 0,103 0,98 0,111 0,112 0,90
0,0363 0,0125 65,56 0,0418 0,017 59,33
0,0116 0,00713 38,53 0,0144 0,00842 41,53

0,00164 0,00741 351,83 0,00163 0,00842 416,56

O valores minimos das somas dos quadrados da diferencas entre os valores
de -ryr € -ryeq encontrados (ss=1,0003x10° e ¢°=5,0017x10* para a etandlise, e
55=8,4286x10* e 0°=4,2143x10 para a metandlise) mostram um ajuste satisfatério
do modelo aos dados experimentais, porém, a partir do terceiro ponto notam-se altos
valores dos desvios relativos. Novamente foram encontrados valores negativos para
as constantes cinéticas do modelo: V,=-1,92x10°mol/m®.h e Ky=-1,41x10°mol/m°®
para a etandlise, e Vi,=-1,30x10°mol/m°.h e Ky=-1,53x10°mol/m® para a metandlise.
Esses valores, aliados aos encontrados pelo ajuste linear e altos desvios relativos,
mais uma vez mostram que o modelo proposto por Michaelis-Menten nao é aplicavel

ao sistema em estudo.
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Figura 32 — Comparacao dos valores da taxa de reacéo para os dados de Madras et
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Figura 33 — Gréfico de semelhanca para o teste do modelo de Michaelis-Menten

com dados da etandlise do 6leo de girassol reportados por Madras et al. (2004).

Adotando o mesmo procedimento descrito nos casos anteriores, foram
obtidos os valores das constantes V,, e K, de Michaelis-Menten, assim como o valor
minimo da soma dos quadrados dos desvios entre os valores calculados e o0s
obtidos através dos experimentos realizados por Yesiloglu (2004) e Hernandez-
Martin e Otero (2008). Esses valores sdo apresentados nas Tabelas 20 e 21,
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juntamente com os obtidos para os dados de Selmi e Thomas (1998) e Madras et al.

(2004). Em todos os casos analisados, o modelo de Michaelis-Menten ndo gerou

bons resultados, ou seja, o ajuste do modelo foi insatisfatorio.

Tabela 20 — Resultados obtidos no ajuste linear do modelo de Michaelis-Menten aos

dados experimentais.

Autor Alcool Regressao Linear
V., (mol/m’.h) K, (mol/m°) 4

Selmi e 3

Etanol -287,18 -1,42x10 0,8968
Thomas (2008)

Etanol -7,01x10° -1,52x10° 0,9991
Madras et al. (2004)

Metanol -5,23x10° -1,63x10° 0,9990
Yesiloglu (2004) Etanol -1,80x10° -1,52x10° 0,9437
Hernandez-Martin e Etanol 6,43x10° 8,81x10° 0,2612
Otero (2008) Metanol -1,45x10° -2,23x10° 0,9042

Tabela 21 — Resultados obtidos no ajuste nao-linear do modelo de Michaelis-Menten

aos dados experimentais.

Autor Alcool Regressao nao-linear
V., (mol/m’.h) K., (mol/m’°) ss o

Selmi e 3 5 4

Etanol -7,01 -1,13x10 3,97x10 7,95x10
Thomas (2008)
Madras et al. Etanol -1,92x10° -1,41x10° 1,00x10° 5,00x10™
(2004) Metanol -1,30x10° -1,53x10° 8,43x10*  4,21x10™
Yesiloglu (2004) Etanol 4,80x10° 1,27x10° 0,19 0,047
Hernandez-Martin Etanol 1,27x10° 9,04x10' 2,15x10* 3,59x10°
e Otero (2008) Metanol 3,77x10° 1,81x10° 4,98x10* 7,11x10°
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4.1.1.3 Parametros cinéticos para o oleo de palmiste

Utilizando os dados de conversao do éleo em funcao do tempo fornecidos por
Oliveira e Alves (2000) o modelo de Michaelis-Menten foi novamente testado. Os
resultados obtidos serdo mostrados a seguir.

A Figura 34 mostra o ajuste do modelo através da construcdo do grafico de
[1/t In(1/(1-X)] vs. X/t. O coeficiente de determinacdo obtido mostra que o modelo
explica apenas 84,2% da variancia (R°=0,8417), e assim como nos demais casos
mostrados até o momento, a equacdo de Michaelis-Menten nao foi capaz de

representar o comportamento cinético da transesterificagdo enzimatica de o6leos

vegetais.
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Figura 34 — Gréfico de regressao linear para o 6leo de palmiste.

A partir da equacdo da reta obtida os seguintes valores de constantes
cinéticas foram encontrados: V,,=-4,26mol/m°.h e Kn=-3,69x10'mol/m®. Novamente
os valores negativos desses parametros contribuem para a conclusdao de que o
modelo estudado ndo é adequado para descrever o sistema em questdo. Para
confirmar essa observacéo, foi feito o ajuste do modelo através do método de
regressao nao-linear ja descrito em detalhes, tomando os valores de V, e K, obtidos
por regressao linear como estimativa inicial. A expressdo que descreve o

comportamento da conversao de 6leo em funcao do tempo de reacao foi obtida pelo
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ajuste da equacdo empirica (Equacado 127; p.74) aos dados, com ss=0,039,
0°=0,0028, a=1,44, b=0,84, c=2,69. A comparagaio entre os valores experimentais de
conversao e os calculados através do ajuste da equacao empirica e do polindmio de

segunda ordem é apresentada na Figura 35.
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Figura 35 — Valores de conversao do 6leo de palmiste em funcéo do tempo.

Posteriormente, com a diferenciacdo da fungdo de conversao versus tempo
obtida, os valores das taxas de reacdo em cada ponto (-rgy) foram calculados e os
parametros do modelo cinético obtidos: V,,=3,39x10'mol/m>.h e K,=1,52x10°mol/m®,
com ss=1,21x10* e 0°=8,67x10°. Apesar dos baixos valores da soma dos
quadrados das diferencas (ss e 6°), ndo é correto (baseando-se apenas nesses
valores) assumir que o modelo utilizado é adequado sem uma analise do
comportamento do mesmo com os parametros obtidos. Através da Figura 36 é facil
perceber que o modelo de Michaelis-Menten ndo se ajustou aos dados

experimentais.
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Figura 36 — Ajuste por regressao nao-linear do Modelo de Michaelis-Menten aos

dados da etandlise do 6leo de palmiste fornecidos por Oliveira e Alves (2000).

4.1.1.4 Parametros cinéticos para o dleo de soja

Os dados das Tabelas 9 e 10 (p.64 e 65) fornecidos por Chen e Wu (2003) e
Noureddini e colaboradores (2005), respectivamente, também foram utilizados na
tentativa de ajustar o modelo de Michaelis-Menten para as reagdes de metandlise e
etandlise do 6leo de soja.

A abordagem utilizada para analise dos dados extraidos do trabalho de
Noureddini et al. (2005) é idéntica a descrita nos casos anteriores, porém, como
dados de velocidade inicial de reacao em fungcdo da concentracdo de alcool foram
fornecidos por Chen e Wu (2003) o procedimento adotado é ligeiramente diferente.

Nesse ultimo caso, o ajuste por regressao linear é feito através da Equacao
(119; p.71) mostrada anteriormente, e os parametros V,, e K, sdo obtidos tracando-
se o grafico de Lineweaver-Burk. Os resultados obtidos para os dados de etandlise
do 6leo vegetal reportados por Chen e Wu (2003) sdo mostrados na Figura 37. E
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facil perceber que ndo houve um bom ajuste do modelo, uma vez que nao foi
possivel produzir uma reta com o conjunto de dados analisados.

De acordo com Fogler (2002, p.347), um substrato é, por definicao, a
substancia que é transformada quimicamente com uma velocidade acelerada,
devido a acdo da enzima sobre ela, e as lipases sdo enzimas que atacam gorduras
degradando-as em acidos graxos e glicerol. O modelo de Michaelis-Menten
considera apenas a existéncia de um substrato que, conforme a definicdo ora citada
trata-se dos triglicerideos presentes no 6leo. Como Chen e Wu (2003) mediram
velocidade de reacdo em funcdo da concentracado de alcool (tanto para etandlise
guanto para metandlise), os dados ndo sdao adequados para essa modelagem, o que
explica o resultado ruim obtido pelo grafico de Lineweaver-Burk (Figura 37).
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Figura 37 — Gréfico de Lineweaver-Burk para etandélise do 6leo de soja com os
dados de Chen e Wu (20083).

Em relacédo ao ajuste do modelo cinético aos dados experimentais fornecidos
por Noureddini et al. (2005) foram obtidos os resultados dispostos na Tabela 22 que
sdo apresentados nas Figuras 38 e 39 para o ajuste por regressao linear e nao-

linear, respectivamente.
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Tabela 22 — Ajuste do modelo cinético aos dados reportados por Noureddini et al.

(2005).
] Regressao Linear Regressao nao-linear
Alcool V, K v, K
m3 m s R2 m3 m s ss 0‘2
(mol/m°.h)  (mol/m°) (mol/m°.h)  (mol/m°)
Etanol | -8,42x10'  -7,39x10°  0,9935 -1,14x10"  8,97x10° 1,10x10™°  1,37x10™"
Metanol | -1,13x10°  -9,46x10°  0,9935 1,52x10"  1,93x10%  1,87x10™  2,34x10™"
0,04
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Figura 38 — Ajuste linear para os dados de Noureddini et al. (2005).
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Figura 39 — Valores de velocidade de reacao diferencial e calculados para o éleo de
soja com dados de Noureddini et al. (2005).

Assim como nos casos mostrados anteriormente, apesar dos pequenos
valores da soma dos quadrados dos desvios encontrados, é facil perceber através
da Figura 39 e dos valores negativos de K, e V,, (vide Tabela 22; p.95) que nao

houve um ajuste satisfatério do modelo aos pontos experimentais.

4.1.1.5 Parametros cinéticos para o oleo de mamona

A analise do modelo de Michaelis-Menten para o 6leo de mamona foi feita a
partir dos experimentos de etandlise realizados por Varma e Madras (2007), cujos
dados reportados encontram-se na Tabela 11 (p.67). O procedimento de calculo
utilizado neste caso é o mesmo aplicado a andlise dos dados da transesterificacao
do 6leo de soja reportados por Chen e Wu (2003), uma vez que dados de velocidade
de reacdo em funcdo da concentracdo de substrato foram experimentalmente
medidos. Porém, Varma e Madras (2007) mantiveram a concentracdo de alcool

constante e as taxas iniciais de desaparecimento do 6leo foram obtidas para
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diferentes concentracdes iniciais de 6leo, entdo, a priori € possivel fazer o ajuste do
modelo a esses dados.

O coeficiente de determinagdo encontrado a partir da equacao da reta que
melhor ajusta os pontos foi R?=0,9951. Com os valores de intersecéo e inclinagdo da
reta mostrada na Figura 40 encontrou-se V,,=4,97x10°mol/g.h e Kn=1,79x10°mol/g.
Estes valores foram usados como estimativa inicial para aplicacdo da analise nao-
linear dos minimos quadrados aos dados de velocidade de reacao para determinar
os parametros da lei de velocidade. A minimizacdo da fungéo objetivo, com x=v, foi
realizada com o auxilio do programa Mathcad v.14 através da utilizacdo da funcgéo

Minerr, conforme ja foi descrito.

5

=

: y = 3,596x + 0,201
g 4 R2 = 0,995
[e)

=
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©
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Re)
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T —Regressao linear

0 1 1
0 0,4 0,8 1,2

1/Concentracdo de 6leo (mmol/Kg)-

Figura 40 — Grafico de Lineweaver-Burk para o 6leo de mamona.

Os melhores valores das variaveis Vp, € K, que minimizam a funcao objetivo
encontrados foram: V,,=7,95x10°mol/g.h e Kn=3,38x10°mol/g; com ss=0,27 e

0°=0,068. As Figuras 41 e 42 mostradas a seguir ilustram os resultados obtidos.



Capitulo 4 — Resultados e Discusséo
5
= ¢
g 4
S
S
E
o 3
xa °
©
o o
() 2 <o
©
(O] ®
©
©
?é 1 L ® < Experimental
2 o e Modelo Michaelis-Menten
@
0 1 1 1
0 10 20 30 40

Figura 41 — Analise nao-linear dos minimos quadrados para o 6leo de mamona.
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Figura 42 — Gréfico de semelhanca para teste do modelo de Michaelis-Menten para

a etanodlise do 6leo de mamona.
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Analisando o valor minimo da soma dos quadrados dos desvios obtido e as
figuras anteriores percebe-se um ajuste satisfatério do modelo cinético proposto.
Apesar dos resultados obtidos, ndo é possivel afirmar desde ja que modelo de
Michaelis-Menten é a melhor escolha para descrever a cinética da reacdo de
etandlise do éleo de mamona. Como foi visto nos casos anteriores, esse modelo
cinético nao apresentou bons resultados para os demais conjuntos de dados
analisados, sendo necessaria a analise de outras leis de velocidade para melhores
conclusdes acerca da escolha correta.

Como os experimentos foram realizados a uma concentragdo constante de
15,5mmol/Kg de etanol, os trés primeiros pontos equivalem a razao alcool/6leo
iguais a 17, 7, e 3,3, respectivamente, podendo considerar que ha um excesso de
alcool no meio reacional. A partir do quarto ponto medido, quando a razao
alcool/6leo comecga a cair (sendo igual a 1,7 para este ponto).

E possivel verificar através das Figuras 41 e 42 que os desvios entre os
valores calculados e 0s experimentais s30 menores para os trés primeiros pontos,
sendo observado um aumento da diferenca entre os valores experimentais e
calculados a partir do quarto ponto. Esse fato pode explicar o0 bom resultado obtido
no ajuste do modelo de Michaelis-Menten, uma vez que quando ha excesso de um
dos substratos no meio reacional, essa lei de velocidade parece ser satisfatéria para
descrever a reacao de transesterificacdo (PAIVA et al., 2000).

Considerando que foram obtidos somente seis dados experimentais, sendo
metade deles com excesso de etanol no meio, a hipétese de que o modelo de
Michaelis-Menten pode ser usado para descrever a transesterificacdo enzimatica de
Oleos vegetais quando ha um grande de um dos substratos é perfeitamente
plausivel. Para ratificar essa teoria, seria necessario que mais pontos experimentais

fossem obtidos a diferentes razdes alcool:6leo.

4.1.1.6 Parametros cinéticos para o oleo de gergelim

Através dos dados experimentais de velocidade inicial de reagcdo em funcao
da concentracdo de 6leo de gergelim obtidos por Varma et al. (2009) conforme
Tabela 12 (p.68), e adotando a mesma metodologia descrita anteriormente, foi feita
analise da lei de velocidade proposta por Michaelis-Menten. A Equacédo da reta
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obtida € mostrada na Figura 43 juntamente com seu coeficiente de determinacao
(RP=0,9992) para a reacgdo de etandlise. Os parametros do modelo cinético foram
obtidos a partir dos valores da intersecdo e da inclinagdo dessa reta, onde
Vin=5,74x10°mol/g.h e K,=3,33x10°mol/g, e foram posteriormente utilizados como
estimativa inicial para aplicar a analise nao-linear dos minimos quadrados aos dados

de velocidade de reacéo.

y = 5,806x + 0,174
R2 = 0,999

¢ Experimental

—Regresséo linear

0 1 1 1 1 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

1/Velocidade de reacdo (mmol/kg.h)-
N

1/Concentracao de 6leo (mmol/Kg)"

Figura 43 — Gréfico de Lineweaver-Burk para etandlise do 6leo de gergelim.

Através da andlise ndo-linear os novos valores de V,=5,32x10°mol/g.h e
K=2,90x10°mol/g foram encontrados, onde ss=0,055 e 6°=0,011. As Figuras 44 e

45 ilustram os resultados obtidos para a reacao de etandlise do éleo vegetal.
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Figura 44 — Analise nao-linear dos minimos quadrados para etandlise do 6leo de

gergelim.
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Figura 45 — Gréfico de semelhanca para teste do modelo de Michaelis-Menten para

a etandlise do 6leo de gergelim.
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Assim como no caso do 6leo de mamona, observando os valores obtidos é
possivel perceber um ajuste satisfatério do modelo cinético proposto. Porém, mais
uma vez nao se pode afirmar que o mesmo deva ser utilizado para descrever a
cinética da reacao de transesterificagdo enzimatica de éleos vegetais, ja que pode-
se considerar que ha um grande excesso de alcool nas quatro primeiras medidas, e
consequentemente, houve menor desvio entre o0s valores experimentais e
calculados nesses pontos, podendo dessa forma admitir que a hip6tese relatada por
Paiva et al. (2000) seja verdadeira. Resultados semelhantes foram obtidos para a
reacao e metandlise do 6leo de gergelim, e sdo mostrados na Tabela 23.

Tabela 23 — Ajuste do modelo cinético aos dados reportados por Varma et al. (2009).

Regressao Linear Regressao nao-linear
Alcool Vi Kmn Vin Km
SS O‘2
(mol/g.h) (mol/g) (mol/g.h) (mol/g)

Etanol | 5,74x10° 3,33x10° 0,9992 | 5,32x10° 2,90x10° 0,055 0,011

Metanol | 1,92x10° 1,48x10* 0,9991 | 9,34x10°® 5,88x10° 0,14 0,029

De acordo com os resultados mostrados para todos os sistemas estudados, o
modelo de Michaelis-Menten mostrou, de forma geral, ser ineficiente no ajuste dos
dados experimentais. Esta observagédo ja podia ser esperada, uma vez que esse
modelo considera a existéncia de apenas um substrato, ndo condizendo com a
realidade da transesterificacdo de 6leos vegetais, onde tanto o alcool quanto éleo
sao substratos da reacao. A seguir, um modelo cinético proposto para descrever o

comportamento de reacées enzimaticas com dois substratos sera analisado.

4.1.2 Obtencao dos parametros cinéticos do modelo Ping Pong Bi Bi (PPBB)

Todos o0s dados anteriormente mostrados também foram utilizados na
obtencgéo e analise de dados cinéticos do modelo baseado no mecanismo Ping Pong
Bi Bi (PPBB). Devido a complexidade da lei de velocidade (expressa pela Equacgao
10; p.36), ndo é possivel rearranja-la em uma forma linear e, portanto, somente sera

realizada a analise ndo-linear a fim de estimar os parametros do modelo cinético.
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A seguir sdo apresentados, com maiores detalhes, os resultados obtidos para
etandlise dos éleos de girassol e mamona. Para os demais sistemas estudados,
somente os resultados finais (pardmetros cinéticos e valor minimo da FO) séao

apresentados na Tabela 26.

4.1.2.1 Parametros cinéticos do modelo PPBB para o dleo de girassol

Conforme foi exposto, existem muitos estudos cinéticos da alcodlise do dleo
de girassol disponiveis na literatura aberta. Neste item, sera mostrada a aplicacédo
da analise nao-linear dos minimos quadrados aos dados de conversao do 6leo em
funcéo do tempo reportados por Hernandez-Martin e Otero (2008).

O ajuste da equacao empirica (Equacédo 127; p.74) aos dados de conversao
gerou os valores de taxa de reacao (-rqi) da Tabela 24 apresentados nas Figuras 46
e 47, em conjunto com os valores de velocidade de reagdo preditos pelo modelo
PPBB. O valor minimo das somas dos quadrados para esse ajuste foram iguais a
s5=0,026 e ¢°=0,0043 para a etandlise do 6leo de girassol, com os parametros da

equacao empirica iguais a a=2,19; b=0,81; ¢=3,84.

Tabela 24 — Valores de taxa de reacao obtidos por ajuste da Equacao (127) aos
dados de Hernandez-Martin e Otero (2008). Modelo PPBB.

Taxa de reacao diferencial, Taxa de reacao predita, Desvios relativos, %

-r'yir (mol/m°>.h) ~Fpred (MoOl/m?>.h) d = [Foreq-Fai/Foreal *100
0,16 0,16 0,00
0,11 0,12 9,09
0,085 0,085 0,00
0,066 0,058 12,12
0,052 0,045 13,46
0,039 0,035 10,26
0,028 0,020 28,57

0 0 0,00
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Figura 46 — Comparacao entre os valores de velocidade de reagao diferencial e

calculados para a etandlise do 6leo de girassol.

0,16
Y]
©
@©
3 012 .
)
(&)
O —~
xg_c
ST 008
s :
() L 4
T 004 | <
R
5 *
()
> 0’00 I 1 1 1
0,00 0,04 0,08 0,12 0,16

Velocidade de reacao diferencial (mol/m3.h)

Figura 47 — Gréfico de semelhanca para teste do modelo PPBB com inibi¢do pelo

alcool para a etandlise do 6leo de girassol.
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Aplicando o meétodo da andlise nao-linear dos minimos quadrados, o0s
seguintes parametros do modelo cinético foram determinados:
Vin=2,19x10°mol/m®.h;  Kmae=1,07x10*mol/m®, Kmo=3,45x10*mol/m®, Kia=2,41x
10°mol/m®; onde o menores valores da soma dos quadrados foram ss=2,84x10* e
0°=5,70x10°. Os valores dos parametros Kmae, Kmo, € Kiac obtidos possuem a
mesma ordem de grandeza (10%), indicando que a hipétese do modelo PPBB é
vélida, ou seja, a existéncia de dois substratos e o efeito de inibi¢cdo pelo alcool ndo
devem ser negligenciados ao se estudar a reagdo de transesterificacdo enzimatica
de 6leos vegetais.

Analisando os resultados encontrados é possivel perceber que o modelo
cinético foi ajustado satisfatoriamente aos dados experimentais de Hernandez-
Martin e Otero (2008), porém cabe ressaltar que os valores de (—rqys) obtidos por
diferenciacao dos dados experimentais podem conter erros significativos, ja que
esse procedimento mostrou-se particularmente impreciso para valores altos de

conversao de 6leo, onde (—r4y) é muito pequeno.

4.1.2.2 Parametros cinéticos do modelo PPBB para o éleo de mamona

Para a etandlise do 6leo de mamona, Varma e Madras (2007) reportaram
dados de velocidade inicial de reacdao em funcdo da concentracdo de ébleo e,
portanto, o modelo PPBB foi ajustado a esses dados diretamente. Os resultados
obtidos sdo apresentados na Tabela 25 e Figuras 48 e 49, sendo V,=2,64x10°
mol/g.h; Kmae=9,73x10°mol/g; Kmo=3,61x10°mol/g; Kiae=9,95x10°mol/g obtidos
através da analise nao-linear dos minimos quadrados das diferencas entre os
valores experimentais e preditos.

Tabela 25 — Valores de taxa de reacao experimental e calculada para a etandlise do
6leo de mamona. Modelo PPBB.

Taxa de reacao experimental, Taxa de reacao predita, Desvios relativos, %

~fexp (MmMol/Kg.h) ~rored (MMol/Kg.h) d = [FexpTored/Texp| 100
0,25 0,21 16,00
0,5 0,49 2,00
1 0,97 3,00
2 1,66 17,00
2,27 2,65 16,74

4,27 4,17 2,34
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Figura 48 — Ajuste do modelo PPBB aos dados de etandlise do 6leo de mamona.
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Figura 49 — Gréfico de semelhanca para teste do modelo Ping Pong Bi Bi para

etandlise do 6leo de mamona.

Nesse caso, observando as Figuras 48 e 49 e os valores minimos das somas
dos quadrados dos desvios obtidos (ss=0,27 e ¢°=0,14) nota-se que assim como
para o 6leo de girassol, houve um bom ajuste do modelo Ping Pong Bi Bi aos dados

de etandlise do 6leo de mamona. Porém, os bons resultados encontrados para o
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presente modelo ndo sao suficientes para seleciona-lo de imediato para descrever a
cinética da reacdo de transesterificacdo enzimatica dos Oleos vegetais. Assim,
outros modelos cinéticos serdo avaliados a seguir e seus resultados seréao
posteriormente comparados.

A Tabela 26 mostra os valores dos parametros que minimizam a funcéo
objetivo para cada sistema estudado. Comparando-se os valores de Vm
encontrados para os sistemas referentes a reacao de transesterificacdo enzimatica
do d6leo de girassol, nota-se o aumento desses valores com o aumento de
temperatura reacional, como por exemplo, os dados de etandlise reportados por
Selmi e Thomas (2008) foram realizados a 323K com V;,=5,5x10"mol/m?.h, enquanto
que para os dados de etandlise reportados por Hernadez-Martin e Otero (2008)
foram obtidos a 298K com Vn=2,19x10*mol/m®h. Esse aumento é facilmente
compreendido uma vez que, V representa a taxa maxima de reacdo, e quanto

maior a temperatura, maior é este valor.
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Tabela 26 — Analise ndo-linear dos minimos quadrados dos sistemas estudados. Modelo PPBB.

Autor Oleo Alcool Vin(mol/m’.h)  Kmgac(mol/m’)  Km,(mol/m’) Kiaic(mol/m®) ss o
Gunnlaugsdottir Figado de 4 5 . 5 1 12
Etanol 1,12x10 1,83x10 3,93x10 2,91x10 1,91x10 9,57x10
et al. (1998) bacalhau
Selmi e - 7 7 7 7 6 7
Girassol Etanol 5,5x10 3,8x10 4,09x10 2,41x10 1,09x10 2,72x10
Thomas (2008)
Oliveira e Alves Palmiste Etanol 1,37x10" 1,07x10* 3,45x10* 2,.41x10* 249x10*  1,92x10°
(2000)
Etanol 6,46x10°g/m°h  1,83x10°g/m® 7,18x10%g/m?® 1,69x10°g/m® 1,90 0,47
Chen e Wu (2003) Soja
Metanol  2,19x10°g/m>h  1,76x107g/m®>  1,20x10'"°g/m® 1,00x10°g/m® 8,51 2,84
Etanol 7,7x10° 1,07x10’ 3,45x10’ 3,11x10’ 0,082 0,082
Madras et al. (2004) Girassol
Metanol 6,5x10° 9,8x10° 3,45x10" 2,51x10" 0,11 0,11
Yesiloglu (2004) Girassol Etanol 3,8x10* 6,7x10° 3,45x10* 2,41x10* 2,57 0,86
Noureddini et al. Etanol 1,46x10° 2,12x10° 5,75x10° 4,02x10’ 1,10x10™  1,58x10™
Soja
(2005) Metanol 2,99x10° 3,79x10° 3,47x10™ 4,02x10° 1,88x10™  2,69x10™"
5
VarmaeMadras  \1amona Etanol 2,64x10 3,61x10°mollg  9,73x10%mollg  9,95x10°mol/g 0,27 0,14
(2007) mol/g.h
Hernandez-Martin e _ 4 4 4 4 4 5
Girassol Etanol 2,19x10 1,07x10 3,45x10 2,41x10 2,84x10 5,70x10
Otero (2008)
3
Etanol 6,15x10 1,71x10%mollg ~ 3,35x10°mollg  9,12x102mol/g 0,055 0,018
Varma et al. (2009)  Gergelim molig.n_
Metanol 9,34x10 1,13x107mollg ~ 4,61x10°mollg  7,33x10°mol/g 0,15 0,048

mol/a.h
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4.1.3 Obtencao dos parametros cinéticos do modelo de Marty et al. (1994)

A lei de velocidade proposta por Marty e colaboradores (1994), mostrada
através da Equacado (11; p.37), foi testada utilizando os dados experimentais
disponiveis na literatura. Os parametros cinéticos referentes a esse modelo foram
obtidos através da analise ndo-linear da soma dos quadrados das diferencas entre
os valores medidos e os valores calculados.

O modelo cinético aqui estudado descreve o comportamento cinético da
reacao até seja atingido o equilibrio, portanto, para aplica-lo foi necessario o calculo
da constante de equilibrio de cada reacgéao.

A constante de equilibrio, Keq pode ser obtida facilmente através dos valores
das concentracoes das espécies em equilibrio, porém, esses valores ndao se
encontram disponiveis em nenhum dos trabalhos utilizados. Assim, o calculo de K
foi feito através de relagbes termodindmicas que serdo mostradas de forma
sintetizada a seguir. Explicacbes adicionais sobre essas relacdes envolvendo a
constante de equilibrio podem ser encontradas em Smith et al. (2007, p.366). O
procedimento de célculo completo encontra-se disponivel no Apéndice B.

A constante de equilibrio pode ser expressa de acordo com a Equacgao (132):

-AG°)

- (132)

K.,=exp (

onde 4AG° é a variacao da energia livre de Gibbs padrdo da reacdo; R é a constante
dos gases ideais, e T a temperatura absoluta.

A variacdo da energia livre de Gibbs padrao é uma fungédo da temperatura, e
a relagao entre estas variaveis é dada pela Equagéao (133).

d(NG®/RT) -AH®
dT  RT?

(133)

com AH °representado a variacao da entalpia padrdo de reacao.

Através do rearranjo e integracao das Equacdes (132) e (133) obtém-se a
expressao utilizada para o calculo da constante de equilibrio em funcdo da
temperatura do sistema (Equacao 134).
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KD =Keg(Texp [ (5 - 7] (134)

sendo T a temperatura de reacédo e T° a temperatura do estado de referéncia, que
no presente trabalho foi considerada igual a 298K.

As fungdes AG°=Y;8;G; e AH°=Y;§;H; sdo definidas, respectivamente, pela
diferenca entre as energias livres de Gibbs e entalpia padrdo dos produtos e dos
reagentes, ponderadas por seus coeficientes estequiométricos (Smith et al., 2007, p.
367).

Como néo existem valores de G° e H°tabelados para as espécies presentes
nas reagdes estudadas, seus valores foram calculados através do método de
contribuicdo de grupos de Constantinou e Gani (Poling et al., 2004). Os valores das
constantes de equilibrio calculadas para cada sistema sao mostrados na Tabela 27.

A seguir no item 4.1.3.1 sdo apresentados, com maiores detalhes, os
resultados obtidos para modelagem cinética da reacao de etandlise dos 6leos de
girassol e mamona. Para os demais sistemas estudados, somente os resultados

finais (pardmetros cinéticos e valor minimo da FO) s&o apresentados na Tabela 30.
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Tabela 27 — Constante de equilibrio para as reagcdes estudadas.

Autor Oleo Alcool T (K) Keq
. Figado de
Gunnlaugsdottir et al. (1998) Etanol 313 0,049
bacalhau
Selmi e Thomas (2008) Girassol Etanol 323 17,20
Oliveira e Alves (2000) Palmiste Etanol 313 18,19
Etanol 303 0,17
Chen e Wu (2003) Soja
Metanol 303 75,82
Etanol 318 7,15
Madras et al. (2004) Girassol
Metanol 318 0,18
Yesiloglu (2004) Girassol Etanol 318 7,15
Etanol 308 0,16
Noureddini et al. (2005) Soja
Metanol 308 30,92
Varma e Madras (2007) Mamona Etanol 323 2,84x10°
Hernandez-Martin e Otero .
Girassol Etanol 298 2,89
(2008)
Etanol 323 17,43
Varma et al. (2009) Gergelim
Metanol 323 0,038

4.1.3.1 Parametros cinéticos do modelo de Marty et al. (1994) para o oleo de

girassol

A equacéao da lei de velocidade proposta por Marty et al. (1994) depende nao

somente das concentragdes de alcool e de 6leo, uma vez que também considera as

concentracdes dos produtos (glicerol e ésteres). Como os dados experimentais

extraidos do trabalho de Hernandez-Martin e Otero (2008) referem-se a conversao

de dleo, as concentracdées dos produtos e reagentes foram escritas em fungédo da

variavel medida de acordo com as Equacdes (135) a (138) considerando reacao a

volume constante.

[Ol] = C(’)leo,O'(1 - X(’)leo)

(135)
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[AIC] = C(’)leo,O'(e - 3Xéleo) (1 36)
[th] = C(’)leo,O'Xéleo (1 37)
[ESt] = 3'Céleo,0'Xéleo (1 38)

com [Ol], [Alc], [Glic], e [Est] representando as concentracbes molares de 06leo,
alcool, glicerol e de ésteres (biodiesel), respectivamente; Cgeo0 € @ concentracao
molar inicial de 6leo; Xseo representa a conversao de 6leo; e 6 é razao molar
alcool:6leo inicial.

Substituindo as Equacdes (135) a (138) na Equacéo (11; p.36), a expressao
da lei de velocidade proposta assume o formato da Equacgéao (139).

Vin [ C X 3:Cé1e0.0'Xs1
- /éleO,o‘ (- 6leo)'c()1eo,o' (0 - 3Xe1e0) — C()leo,O'Xéleo ( - eo — e0)/
! (0 - (139)
® - 3X e 3Xle
KmOICéleO’O. - 3X 100" ﬂ Csl 0,0 Sleo )/

KlAlc
+ I<1’nAlc(C(')leo,0'(1 - X(’)leo) + (Céleo,O'(l - X(’)leo)'céleo,o'(e - 3Xéleo)

Dessa forma, a analise dos minimos quadrados foi realizada utilizando a lei
de velocidade na forma mostrada pela Equacao (139). Os resultados obtidos para a
etandlise do éleo de girassol sdo mostrados na Tabela 28 e Figuras 50 e 51, onde
os parametros do modelo cinético foram obtidos: V,=2,83x10*mol/m°.h;
Kmo=9,05x10°mol/m®; Kmae=3,67x10°mol/m®; Kine=7,67x10"mol/m’; ss=0,026; e
0°=0,0052. De acordo com os valores dos parametros estimados para o sistema
estudado a afinidade pelo éleo é, aparentemente, cerca de 100.000 vezes maior que
a afinidade pelo alcool. A constante Kia: novamente indica que o efeito de inibicao

pelo alcool ndo deve ser negligenciado.
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Tabela 28 — Valores da velocidade inicial da reagéo de etandlise do éleo de girassol.

Modelo de Marty et al. (1994).

Velocidade de reacao Velocidade de reacao Desvios relativos, %

diferencial, -ryis (mol/m>.h)  predita, rpreq (MOVM>.h)  d = [Foregrait/Toreal 100

0,16 0,12 25,00
0,11 0,090 18,18
0,085 0,070 17,65
0,066 0,048 27,27
0,052 0,031 40,38
0,039 0,023 41,03
0,028 0,016 42,86
0,2

o < (-r) diferencial

g 0,16 ¢ * Modelo de Marty et al. (1994)

()

% —~

—-< 0,12 ¢
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% 0,04 . °

0 1 1 1 1
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Figura 50 — Comparacao entre os valores de velocidade de reagao diferencial e

calculados para a etandlise do 6leo de girassol.
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Figura 51 — Gréfico de semelhanca para teste do modelo proposto por Marty et al.

(1994) para a etandlise do 6leo de girassol.

Observando os valores encontrados e as Figuras 50 e 51, percebe-se que
nao foi possivel obter um bom ajuste do modelo cinético proposto por Marty et al.
(1994) aos dados experimentais reportados por Hernandez-Martin e Otero (2008),

uma vez que o modelo superestimou os valores reais das taxas de reacao.

4.1.3.2 Parametros cinéticos do modelo de Marty et al. (1994) para o dleo de

mamona

A Tabela 29 contém os resultados da analise da soma dos minimos
quadrados dos desvios aplicada aos dados de etandlise do 6leo de mamona obtidos
a partir do trabalho de Varma e Madras (2007), onde os valores dos parametros
cinéticos que minimizam a funcdo objetivo obtidos foram: V,,=2,64x10°mol/g.h;
Kmae=9,73x10°mol/g; Kmo=3,61x10°mol/g; Kixc=9,95x10°mol/g; s$s=0,27; e
o°=0,14.

Cabe ressaltar que, neste caso, as concentracées dos produtos foram
consideram iguais a zero, uma vez que Varma e Madras (2007) obtiveram dados de

velocidade inicial, ndo havendo, portanto formacédo de produto. Pode-se perceber
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que os dados da Tabela 29 sao idénticos aos da Tabela 25 (p.105), o que é
facilmente explicado pela inexisténcia de produtos no inicio da reagcéo, ou seja, ao
considerar as concentracdes de glicerol e ésteres iguais a zero a lei de velocidade
proposta por Marty e colaboradores pode ser simplificada obtendo um modelo
idéntico ao Ping Pong Bi Bi com inibigéo pelo alcool.

Tabela 29 — Taxa de reacao experimental e calculada para o etanélise do éleo de
mamona. Modelo de Marty et al. (1994).

Taxa de reacao experimental, Taxa de reacao predita, . .
Desvios relativos, %

-fexp (MmMol/Kg.h) -rored (MMol/Kg.h)
0,25 0,21 16,00
0,5 0,49 2,00
1 0,97 3,00
2 1,66 17,00
2,27 2,65 16,74
4,27 417 2,34

Dessa forma, como ja se poderia prever, o conjunto de dados reportados por
Varma e Madras (2007) ndo é adequado para analise do modelo cinético proposto
por Marty et al. (1994), ja que tratam-se de dados obtidos no inicio da reacao,
enquanto que o modelo tenta prever o comportamento da reacao até que o equilibrio
seja atingido.

Conforme foi mostrado, o modelo cinético nao apresentou um bom ajuste aos
dados de etandlise do éleo de girassol, porém, é importante notar que devido a falta
de dados experimentais relativos as concentracoes das espécies em equilibrio, nada
se pode afirmar a respeito da precisdo da constante de equilibrio (Ksq) calculada,

cujo valor pode exercer grande influéncia no ajuste do modelo de Marty et al. (1994).
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Tabela 30 — Andlise ndo-linear dos minimos quadrados dos sistemas estudados. Modelo de Marty et al. (1994).

Autor Oleo Alcool V,n(mol/m’.h) Kmc(mol/m”) Kmo,(mol/m”) Kiai(mol/m®) ss o
Gunnlaugsdottir et al.  Figado de ’ 3 ’ 5 5
ano ,03x , 79X ;99X ,04X y 19X ,UIX
(1998) ncalh Etanol 5,03x10 1,79x10 1,99x10 7,04x10 4,19x10°  2,09x10
acainau
Selmi e , 9 . 6 | 4 4
" 2008) Girassol Etanol 4,35x10 2,71x10 2,86x10 1,24x10 5,84x10 1,95x10
omas
Oliveira e Alves Pamiste  Etanol 3,60%10° 2,67x10° 1,64x10°* 1,21x10" 1,02x10*  8,47x10°
(2000)
Etanol 1,70x10%/m*.h 1,89x10%/m? 6,40g/m® 2,24x10°g/m3 1,90 0,47
Chen e Wu (2003) Soja
Metanol  2,31x10"g/m®h  1,26x10'°g/m® 6,10x10°g/m* 1,00x10°g/m® 8,51 2,84
Etanol 6,85x10° 1,36x10° 2,12x10’ 1,67x10” 7,40x10°  7,40x10°
Madras et al. (2004) Girassol
Metanol 2,30x10° 2,39x10° 3,01x10° 1,05x10° 3,07x10°  3,07x10°
Yesiloglu (2004) Girassol Etanol 3,89x10* 1,58x10° 2,73x10* 1,42x10* 0,074 0,037
Noureddini et al. Etanol 2,84x10° 3,51x10° 9,47x10° 1,41x10’ 1,59x10"  2,64x10™"
Soja
(2005) Metanol 5,70x107 6,54x10° 3,96x10° 1,45x10°  1,84x10™  3,06x10""
Varma e Madras 2,64x10° 5 5 5
(2007) Mamona Etanol Vah 3,61x10”mol/g 9,73x10°mol/g 9,95x10°mol/g 0,27 0,14
mol/g.
Hernandez-Martin e , 4 3 2 1
Girassol Etanol 2,83x10 3,67x10 9,05x10 7,67x10 0,026 0,0052
Otero (2008)
Etanol  1,45x10" mol/g.h  2,58x10°mol/g 2,13x10®°mol/g 4,15x10°mol/g 0,055 0,018
Varma et al. (2009) Gergelim
Metanol  9,34x10°mol/g.h  1,87x10"°mol/g 5,71x10°mol/g 9,27x10°mol/g 0,15 0,048
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4.1.4 Obtencao dos parametros cinéticos do modelo proposto por Al-Zuhair

(2005)

Baseando-se no mecanismo Ping Pong Bi Bi, uma lei de velocidade expressa
pela Equagcado (32, p.42) foi proposta por Al-Zuhair (2005). Conforme descrito
anteriormente, esse modelo considera os efeitos de inibicdo tanto pelo alcool quanto
pelo 6leo, sendo ajustado utilizando o mesmo procedimento empregado para o
modelo PPBB.

Neste item serdo mostrados os resultados obtidos para etandlise dos 6leos de
girassol e mamona através dos dados experimentais reportados por Hernandez-
Martin e Otero (2008) e Varma e Madras (2007), respectivamente.

4.1.4.1 Parametros cinéticos do modelo de Al-Zuhair (2005) para o dleo de girassol

Os valores das taxas iniciais de reagao obtidas pelo ajuste da Equacao (127;
p.74) aos dados experimentais sdo apresentados na Tabela 31, onde também se
encontram as taxas de reacdo calculadas através do ajuste do modelo cinético
proposto por Al-Zuhair (2005). Os valores minimos das somas dos quadrados
encontrados para a etandlise do 6leo de girassol foram: ss=4,02x10* e 6°=1,01x10™.

Os dados da Tabela 31 sao apresentados nas Figuras 52 e 53.

Tabela 31 — Valores de taxa de reacao obtidos para os dados de Hernandez-Martin
e Otero (2008). Modelo de Al-Zuhair (2005).

Velocidade de reacao Velocidade de reacao Desvios relativos, %
diferencial, -rqs (mol/m>.h)  predita, -rpreq (MOV/M®.h)  d = [ForegTaif/Toreal 100

0,16 0,17 6,25
0,11 0,15 36,36
0,085 0,093 9,41
0,066 0,068 3,03
0,052 0,055 5,77
0,039 0,043 10,26

0,028 0,026 7,14
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Figura 53 — Gréfico de semelhanca para teste do modelo PPBB com inibi¢do pelo
alcool e pelo 6leo proposto por Al-Zuhair (2005) para a etandlise do 6leo de girassol.

Os parametros do modelo cinético que minimizaram a funcdo objetivo
encontrados pra esse sistema foram: V,,=1,59x10°mol/m°.h; Kma.=2,26x10"mol/m>;

Kmoi=8,11x10°mol/m>; Kine=1,09x10°mol/m>; Kio=1,00x10"m>/mol. Esses valores
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indicam que, assim como no modelo PPBB, a presenca de dois substratos e o efeito
de inibicdo pelo alcool sdo parametros importantes para o estudo do comportamento
cinético da reacao de transesterificacdo de 6leos vegetais. Porém, o efeito de
inibicao exercido pelo 6leo, que nao é considerado no modelo PPBB, mas que foi
incorporado por Al-Zuhair (2005) aparentemente nao possui grande influéncia sobre
a cinética reacional, tendo em vista o baixo valor de Kip, (constante de inibi¢cdo pelo
6leo) obtido em relacdo aos demais parametros.

Observando as Figuras 52 e 53 nota-se que nao houve um ajuste satisfatorio
do modelo cinético aos dados experimentais de Hernandez-Martin e Otero (2008).

4.1.4.2 Parametros cinéticos do modelo de Al-Zuhair (2005) para o 6leo de mamona

Os resultados obtidos através da modelagem dos dados publicados por
Varma e Madras (2007) para a etandlise do 6leo de mamona encontram-se na
Tabela 32 e sao apresentados nas Figuras 54 e 55, onde os parametros que melhor
ajustaram o modelo foram: V,=317x10°mol/g.h; Kmac=2,76x10"" mol/g;
Kmoi=2,09x10" mol/g; Kixe=8,31x10°mol/g; Kio=3,99x10*g/mol.

Tabela 32 — Valores de taxa de reacao experimental e calculada para o etandlise do
6leo de mamona. Modelo de Al-Zuhair (2005).

Taxa de reacao experimental, Taxa de reacao predita, ) ]
Desvios relativos, %

-texp (MMol/Kg.h) ~tored (MMol/Kg.h)
0,25 0,22 12,00
0,5 0,52 4,00
1 1,11 11,00
2 2,10 5,00
2,27 3,96 74,45
4,27 8,68 103,28

Nesse caso, observando as Figuras 54 e 55 e os valores minimos das somas
dos quadrados obtidos (ss=0°=22,34) percebe-se que, novamente, ndo houve um
bom ajuste do modelo aos pontos experimentais, principalmente para valores altos
de concentracéo inicial de 6leo.
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A Tabela 33 mostrada a seguir contém os valores dos parametros que
minimizam a funcao objetivo para cada sistema estudado. Nota-se, novamente, que
houve um aumento nos valores do parametro V,, com a temperatura reacional
quando se comparam os resultados da transesterificacdo dos 6leos de girassol e
soja para os diferentes conjuntos de dados utilizados, ja que os diferentes autores
trabalharam em condicbes experimentais (especialmente temperatura) diferentes.

10
< Experimental
[ ]
o 8 ® Modelo de Al-Zuhair (2005)
o
s -
05 6 |
TY
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SE4T . ¢
o=
s
< o ® ©
o &
0 ® : '
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Concentracao de 6leo (mmol/Kg)

Figura 54 — Ajuste do modelo proposto por Al-Zuhair (2005) aos dados de etandlise

do 6leo de mamona.
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Figura 55 — Gréfico de semelhanca para teste do modelo proposto por Al-Zuhair

(2005) para etandlise do 6leo de mamona.
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Tabela 33 — Andlise ndo-linear dos minimos quadrados dos sistemas estudados. Modelo de Al-Zuhair (2005).

Autor Oleo Alcool V., (mol/m°.h)  Kmgac(mol/m®)  Kmo(mol/m’)  Kiys(mol/m®)  Kio(m’/mol) o
Gunnlaugsdottir et al. Figado de
g g Etanol 3,35x10" 2,49x10° 1,86x10' 9,02x10° 1,92x107 1,31x107°
(1998) bacalhau
Selmi e , 7 4 5 7 -3 7
Girassol Etanol 9,23x10 2,68x10 1,81x10 1,21x10 2,5x10 3,17x10
Thomas (2008)
Oliveira e Alves Palmiste  Etanol 1,57x107 1,07x10° 6,29x10° 1,04x10° 2,41x10° 9,38x10°
(2000)
Etanol 2,69x10°%g/m®h  4,89x10°%/m®  2,67x10°g/m®  3,68x10° g/m®  -4,18x10'm%qg 59,56
Chen e Wu (2003) Soja
Metanol  7,43x10*g/m®h  5,72x10" g/m®  5,86x10" g/m®  1,82x10°g/m®  5,99x10° m%/g 4,79
Etanol 3,43x10° 2,67x10° 1,73x10* 1,25x10° 6,02x10° 0,098
Madras et al. (2004) Girassol
Metanol 1,48x10° 3,12x10° 3,13x10* 1,48x10* 3,79x10° 6,48x10°
Yesiloglu (2004) Girassol Etanol 1,75x10* 1,58x10* 3,67x10* 2,61x10* 2,42x10° 0,020
Noureddini et al. Etanol 1,72x10"° 1,12x10° 3,54x10° 5,02x10"° 2,98 2,03x10™"
Soja
(2005) Metanol 1,03x10° 6,42x10™ 2,46x10° 6,24x10° 1,46 3,45x10™"
Varma e Madras 3,17x10” p " . 4
Mamona Etanol 2,09x10 mol/g 2,76x10° mol/g  8,31x10"mol/g 3,99x10"g/mol 22,34
(2007) mol/g.h
Hernandez-Martin e . 6 ; 5 5 4 4
Girassol Etanol 1,59x10 2,26x10 8,11x10 1,09x10 1,00x10 1,01x10
Otero (2008)
Etanol 1,48x10°mol/g.h  1,11x10®mol/lg  3,93x10°mol/lg  3,08x10°mollg  2,92x10°g/mol 8,17
Varma et al. (2009) Gergelim
Metanol  3,35x10"mol/g.h  7,75x10°mol/lg  3,62x10°mol/lg  2,41x10%mollg  3,67x10°g/mol 0,32
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4.1.5 Obtencao dos parametros cinéticos do modelo proposto por Varma et al.

(2009)

Da mesma forma feita por Al-Zuhair (2005), um modelo baseado no
mecanismo Ping Pong Bi Bi considerando o efeito de inibicao pelo alcool e pelo éleo
foi proposto por Varma et al. (2009), porém, a lei de velocidade sendo escrita em
outro formato, como mostra na Equacgado (111; p.55). Assim, o procedimento de
célculo adotado para analise deste modelo cinético é idéntico ao utilizado nas
modelagens anteriores.

Os resultados obtidos para etandlise dos 6leos de girassol e mamona seréao
mostrados em seguida, mais uma vez utilizando os dados experimentais reportados

por Hernandez-Martin e Otero (2008) e Varma e Madras (2007), respectivamente.

4.1.5.1 Pardmetros cinéticos do modelo de Varma et al. (2009) para o dleo de
girassol

As velocidades iniciais de reacdo em cada ponto (-rqy) obtidas sao
apresentadas na Tabela 34 em conjunto com as velocidades iniciais calculadas a
partir da aplicacdo da andlise nado-linear dos minimos quadrados aos dados de
conversao do 6leo de girassol. Os parametros da lei de velocidade que minimizaram
a funcdo objetivo foram: V,,=6,79x10°mol/m®.h; Kma=4,21mol/m>;Kmo=2,02mol/m?>;
Kipe=1,85x10"*mol/m®; Kio=3,31x10"mol/m® com ss=0,012 e o°=4,15x10°. Os dados
da Tabela 34 sao apresentados nas Figuras 56 e 57.

Analisando os valores dos parametros cinéticos estimados, observa-se um
comportamento similar ao obtido utilizando o modelo de Al-Zuhair (2005), onde os
parametros Kmai, Kmo, € Kia indicam que a inibicao pelo alcool e a presenca dos
dois substratos influenciam fortemente a cinética da transesterificacdo enzimatica
dos 6leos vegetais, enquanto que o efeito de inibicao pelo éleo, aparentemente,

exerce pouca influéncia sobre o comportamento cinético.
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Tabela 34 — Valores de taxa de reacao obtidos para os dados de Hernandez-Martin
e Otero (2008). Modelo de Varma et al. (2009).

Velocidade de reacao Velocidade de reacao Desvios relativos, %
diferencial, -rqs (mol/m>.h)  predita, ~rpreq (MOV/M®.h)  d = [ForegTaif/Toreal 100

0,16 0,080 50,00
0,11 0,088 20,00
0,085 0,091 7,06
0,066 0,086 30,30
0,052 0,073 40,38
0,039 0,062 58,97
0,028 0,050 78,57
0,2

% < (-r) diferencial
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Figura 56 — Ajuste do modelo proposto por Varma et al. (2009) aos dados de
etandlise do 6leo de girassol.
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Figura 57 — Gréfico de semelhanca para teste do modelo proposto por Varma et al.
(2009) para etandlise do 6leo de girassol.

Analisando os resultados obtidos nota-se que nao foi encontrado um bom
ajuste do modelo aos dados experimentais de Hernandez-Martin e Otero (2008),
apesar dos pequenos valores de ss e ¢ (porém, nota-se que os desvios relativos
foram elevados, vide Tabela 34). A seguir serdo mostrados os resultados obtidos
através do uso experimentos mostrados por Varma e Madras (2007) para a etandlise

do 6leo de mamona.

4.1.5.2 Parametros cinéticos do modelo de Varma et al. (2009) para o dleo de

mamona

Os dados da Tabela 35 referem-se aos resultados encontrados a partir da
aplicagdo do método de andlise da soma dos minimos quadrados aos dados de
velocidade inicial da reacédo de etandlise do 6leo de mamona obtidos por Varma e
Madras (2007). Os parametros cinéticos do modelo que minimizaram a fungao
objetivo foram os seguintes: V,=7,95x10°mol/g.h; Kmoi=6,08x10"°mol/g;
Kmae=3,94x10"°mol/g; Kine=2,79x10 °mol/g; Kio=1,99x10"'mol/g; e ss=0°=0,27.
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Tabela 35 — Valores de taxa de reacao experimental e calculada para o etandlise do
6leo de mamona. Modelo de Varma et al. (2009).

Taxa de reacao experimental, Taxa de reacao predita, ) ]
Desvios relativos, %

-texp (MMol/Kg.h) -tored (MMol/Kg.h)
0,25 0,22 12,00
0,5 0,49 2,00
1 0,97 3,00
2 1,66 17,00
2,27 2,65 16,74
4,27 4,17 2,34

Com os valores obtidos e a analisando as Figuras 58 e 59, a principio pode-
se concluir que houve um ajuste satisfatério do modelo aos pontos experimentais e,
uma analise qualitativa dos parametros cinéticos estimados indica, mais uma vez,
gue a influéncia da inibicdo pelo 6leo (associada a constante Kip) sobre o
comportamento cinético da reacdo é muito pequeno se comparado aos efeitos de
inibicdo pelo alcool.

5
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X ¢
S 4 r
&
E
- 3 r
g °
o
g 2} o
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k3]
= 1+ @ & Experimental
(4]
|c_>é 00 e Modelo de Varma et al. (2009)
O 1 1 1
0 10 20 30 40

Concentracao de 6leo (mmol/KQ)

Figura 58 — Ajuste do modelo proposto por Varma et al. (2009) aos dados de

etandlise do 6leo de mamona.
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Figura 59 — Gréfico de semelhanca para teste do modelo proposto por Varma et al.
(2009) para etandlise do 6leo de mamona.

E importante notar que através da andlise mais detalhada dos resultados
obtidos para a etandlise do éleo de mamona, percebe-se que os resultados obtidos
pelos modelos Michaelis-Menten, Ping Pong Bi Bi com inibicdo somente pelo alcool,
e modelo proposto por Varma et. al. (2009) como mostram as Figuras 41 (p.98), 49
(p.106), e 59, respectivamente, foram idénticos apesar de a expressao cinética e
consideracoes dos trés modelos serem diferentes.

Esse fato pode ser explicado devido a presenca de excesso de um dos
reagentes no meio reacional. Para o conjunto de dados reportados por Varma e
Madras (2007), os trés primeiros pontos foram medidos utilizando um excesso de
alcool, enquanto que o ultimo ponto foi medido utilizando um excesso de 6leo. Nos
dois pontos intermediarios (onde ocorrem o0s maiores desvios em relacdo ao
modelo) ndo ha excesso de nenhum dos reagentes. Portanto, ao utilizar os modelos
PPBB e o modelo proposto por Varma et al. (2009) os resultados obtidos foram
idénticos aos do modelo de Michaelis-Menten, uma vez que assim como foi
mostrado por Paiva et al. (2000), quando ha excesso de um dos reagentes as

expressdes das taxas do modelo Ping Pong Bi Bi podem ser escritas na forma da
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expressao do modelo de Michaelis-Menten, 0 mesmo ocorrendo para o modelo de
Varma et al. (2009).

Nesse caso, o valor do parametro K, encontrado para esse modelo foi
mascarado devido as condicoes experimentais sendo, portanto, o valor da constante
aparente equivalendo as constantes dos modelos PPBB e de Varma et al. (2009) de

acordo com a Equacao (140) mostrada a seguir.

Km (140)

—Km <1+ WC])
app~ gy

I<1Alc

Como Varma e Madras (2007) reportaram poucos pontos experimentais, seria
necessario que mais dados cinéticos fossem obtidos, para determinar a
concentragcdo maxima de etanol que pode estar em excesso no meio reacional, uma
vez que este substrato inibe a atividade enzimatica.

Os dados da Tabela 36 mostram os valores dos parametros que minimizaram

a fungéo objetivo para os demais casos estudados.
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Tabela 36 — Andlise nao-linear dos minimos quadrados dos sistemas estudados. Modelo de Varma et al. (2009).
Autor Oleo Alcool  V,, (mol/m’.h)  Kmgac(mol/m’)  Kmo(mol/m®) Kiai(mol/m®) Kio(mol/m®) o
Gunnlaugsdottir et al.  Figado de 4 - 6 - 5 A1
(1968) ncalh Etanol 1,39x10 5,73x10 1,31x10 1,62x10 1,59x10 2,30x10
acainau
Selmi e . 6 6 7 2 3 7
" 2008) Girassol  Etanol 3,87x10 1,74x10 1,62x10 2,44x10 2,70x10 8,20x10
omas (2008
Oliveira e Alves Palmiste  Etanol 9,61x10 2,16x10° 4,30x10° 6,50x102 8,51x102 6,83x10°
(2000)
Etanol  1,66x10°%g/m*h 6,14g/m® 3,79x10'g/m® 2,20x10°g/m® 1,95g/m* 0,63
Chen e Wu (2003) Soja
Metanol  7,14x10°g/m>.h -4,42g/m® 3,38x10%g/m*® 1,90x10%g/m®  -1,06x10"g/m® 4,25
Etanol 8,22x10’ 2,95x10’ 4,41x10° 1,67x10° 6,97x10° 7,42x10°
Madras et al. (2004) Girassol
Metanol 3,14x10° 8,23x10" 9,71x10* 1,41x10* 6,52x10° 5,21x10°
Yesiloglu (2004) Girassol  Etanol 2,02x10* 3,59x10° 5,36x10* 7,91x10* 5,74 0,37
Noureddini et al. Etanol 2,41x10’ 1,49x10° 2,96x10° 2,00x10° 2,79 2,09x10™"
Soja
(2005) Metanol 6,29x10° 2,12x10’ 2,50x10° 1,21x10* 3,58 3,60x10™"
Varma e Madras 7,95x10°® o o o J
amona ano ,94x mol/g ,08x mol/g , 79X mol/g ,99x10 'mol/g ,
2007 M Etanol Vo 3,94x10 llg  6,08x10 llg  2,79x10 g 1,99x10 "'mol/ 0,27
mol/g.
Hernandez-Martine & 2cc0l  Etanol 6,79x107 4,21 2,02 1,84x10™ 3,31x107 4,15x10°
Otero (2008)
Etanol  6,93x10°mol/g.h  2,90x10°mollg  7,47x10°mollg  2,94x10°mol/g  8,46x10°mol/g 0,028
Varma et al. (2009) Gergelim
Metanol 1,24x10°mol/g.h  7,20x10°mollg  3,78x10°mol/lg  3,83x10°mollg  7,78x10°mol/g 0,016
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES

Cinco modelos cinéticos foram testados e comparados através da
determinacao da soma dos quadrados dos desvios para cada um deles. Com base
nos resultados obtidos, o modelo de Michaelis-Menten mostrou-se inadequado para
descrever a cinética da reacao de transesterificacdo enzimatica de 6leos vegetais, o
que pode ser explicado pelo fato de o modelo considerar a presenca de apenas um
substrato.

As leis de velocidades propostas por Al-Zuhair (2005) e Varma et al. (2009)
indicaram, a partir dos valores da constante de inibicao pelo éleo (Kio), que o efeito
de inibicdo por este substrato ndo exerce influéncia significativa sobre a cinética
reacional.

Comparando-se os resultados obtidos pelos cinco modelos estudados, os
modelos baseados no mecanismo Ping Pong Bi Bi considerando apenas a inibicéo
pelo alcool e o proposto por Varma et al. (2009) considerando a inibicdo tanto pelo
alcool quanto pelo 6leo foram os que apresentaram melhores resultados, sendo
ajustados satisfatoriamente aos dados considerando, ndo somente os valores das
somas dos quadrados dos desvios entre os valores medidos e os preditos, mas
também a analise visual (qualitativa) dos graficos de semelhanca tracados.

5.2 SUGESTOES

Como sugestodes para trabalhos futuros pode-se destacar:

» Obter dados experimentais de velocidade inicial de reagdo para
transesterificacdo enzimatica de 6leos vegetais a fim de avaliar, quantitativamente,
0s modelos cinéticos aqui estudados.

» Propor um modelo capaz de descrever o comportamento da reacao utilizando
dados de conversao de 6leo, considerando a influéncia exercida pela presenga dos
produtos (glicerol e biodiesel).

» Obter dados de reagao no equilibrio para calculo das constantes de equilibrio
(Keq), € posterior avaliagdo mais precisa do modelo proposto por Marty et al. (1994).
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