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RESUMO. Atualmente, a tecnologia de producio enzimitica do biodiesel ¢ mais uma
alternativa em relagio aos métodos quimicos que utilizam catalisadores dcidos ou bisicos. A
enzima lipase utilizada como catalisador desse processo pode ser obtida de microrganismos
como Pseudomonas fluorescens, P. cepacia, Candida antarctica, dentre outros. Neste trabalho,
propomos um mecanismo da transesterificagio de triglicerideos catalisada por enzima lipase.
O processo foi formalizado em trés reagdes consecutivas, nas quais sio formados os
diglicerideos ¢ monoglicerideos. Outras trés etapas intermedidrias das rea¢des envolvendo a
lipase foram consideradas. A identificagio dos parimetros do modelo desenvolvido foi feita
para condigdes reacionais em que a alimentagio ¢ feita na proporgio estequiométrica dos
reagentes. O modelo desenvolvido foi testado com dados experimentais em diversas
condigdes operacionais encontradas na literatura. Os resultados das simulagdes mostram boa
flexibilidade do modelo, ajustando os dados em virias condi¢des de transesterificagio
enzimdtica para produgio de biodiesel.

Palavras-chave: transesterificacio, biodiesel, cinética enzimdtica, modelagem.

ABSTRACT. Development of the enzymatic kinetics model of vegetable oils
transesterification for biodiesel production. Currently the technology of enzymatic
production of biodiesel is more promising than that based on chemical methods, using acidic or
basic catalysts. The enzyme lipase used as catalyst in this process can be isolated from
microorganisms such as Pseudomonas fluorescens, P. cepacia, Candida antarctica among others. In this
work, a mechanism for the transesterification of triglycerides catalyzed by lipase for production of
biodiesel is proposed. The process was modeled in three consecutive reactions where
diglycerides and monoglycerides were formed. Other three intermediate stages involving lipase
were considered. The identification of parameters with the developed model was performed for
reaction conditions where stoichiometric amount of reagents were used. The developed model
was tested for different operational conditions with experimental data found in the literature.
The simulation results showed good model flexibility.

Key words: transesterification, biodiesel, enzymatic kinetics, modeling.

Introducao

A importincia do estudo e desenvolvimento da
tecnologia de produgio do biodiesel (ésteres dos
icidos graxos) € resolver problemas energéticos, pois
este pode substituir eficientemente o diesel
proveniente do petréleo. Para o Brasil, o biodiesel é
uma OGtima alternativa visto que sua produgio tem
como base a transesterificagio de Sleos vegetais, ¢ o
pais é um grande produtor de oleaginosas. O
biodiesel tem recebido atengio especial por ser um
combustivel renovivel, biodegradivel e nio téxico.
Os beneficios ambientais decorrentes de seu uso
incluem também uma emissio mais baixa de
material particulado e gases do efeito estufa como
CO, CO, e SO, (Pizarro e Park, 2003).

A utilizagio do biodiesel é limitada pelo alto
prego do produto final, e isto se deve principalmente
ao custo dos dleos vegetais (Srivastava e Prasad, 2000
e Barnwal e Sharma, 2005). Uma alternativa é a
utilizagio de substratos mais baratos, como gorduras
animais e 6leos usados de restaurantes e lanchonetes.
Porém esses substratos requerem pré-tratamento
quando usados mnos processos convencionais de
produgio de biodiesel que utilizam catalisadores
4cidos ou bisicos, pois o teor de dgua e dcidos graxos
livres comprometem a reag¢io e a recuperagio do
catalisador e do subproduto glicerol (Pizarro e Park,
2003 e Barnwal e Sharma, 2005).

Uma das tendéncias promissoras nessa drea ¢
aquela que utiliza de enzima lipase (Acylglycerol
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acylhydrolases, EC 3.1.1.3) como catalisador da
reacio de transesterificagio. Com o uso de lipase, a
do biodiesel normalmente,
mesmo na presencga de solventes orginicos (Iso et al.,
2001; Soumanou e Bornscheuer, 2003 e Lara e Park,
2004), substratos contendo dgua (Kaieda et al., 1999;
Iso et al., 2001; Shimada et al., 2002; Pizarro e Park,
2003 e Negishi ef al., 2003) e 4cidos graxos livres,
como € o caso dos 6leos usados (Shimada et al., 2002
e Lara e Park, 2004). A presenca de 4cidos graxos
livres evidencia a reagio de esterificagio, que
também  estdi  sendo  muito  pesquisada
(Chulalaksananukul et al., 1990; Tweddell et al.,
1998; Zhou et al., 2001 e Irimescu et al., 2004).

H34 um ntimero considerivel de enzimas lipase
capazes de atuar na reacio de transesterificagio.
Virios estudos acerca do assunto estio desvendando

sintese transcorre

lipases propicias a cada substrato e condigdes
reacionais. Segundo os experimentos de Iso et al.
(2001), lipase Pseudomonas fluorescens imobilizada
exibe elevada atividade na rea¢io de propanol com
triglicerideos compostos de trés partes do 4cido
oleico (trioleina). O édleo de girassol, de acordo com
Srivastava e Prasad (2000), contém cerca de 79%
desse 4cido, por isso exibe conversdes semelhantes
(Iso et al., 2001). Os experimentos de Shimada et al.
(2002) indicam que a metandlise catalisada por lipase
Candida antarctica apresenta altas conversdes quando
da utilizagio de 6leos usados. Samukawa et al. (2000)
obtiveram éxito na aplicagio de pré-tratamentos da
lipase Candida antarctica imobilizada para metandlise
do 6leo de soja. Virios outros trabalhos abordam a
aplicagdo de determinadas lipases a virios substratos,
como Oleo de girassol, dleo de algodio, 6leo de
canola, mistura de Oleos vegetais, entre outros.
Todos os estudos do processo de transesterificagio
de 6leos vegetais utilizando como catalisador enzima
lipase apontam alta seletividade e conversdes de
triglicerideos e 4cidos graxos livres (AGL) a
biodiesel. A utilizagio de 6leos usados, que contém
elevadas porcentagens de AGL, nio atrapalha o
processo de produgio de biodiesel utilizando citalise
enzimitica. Finalizando a anidlise desse processo,
podemos diregdes
fundamentais: minimizac¢io do custo da enzima, que
refletird no custo final do produto, e modelagem do
processo de produgio para
tecnologia de modo competitivo no mercado de

identificar duas cientificas

desenvolver €ssa

combustiveis renoviveis.
O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento
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de um modelo da cinética enzimitica de produgio
de biodiesel como base para estudos de otimizacio
do processo. Utilizando modelagem, muitas
situagOes experimentais podem ser simuladas e
apenas os resultados finais sio testados com
experimentos reais.

O desenvolvimento do modelo da cinética da
reacio de transesterificagio catalisada por enzima
lipase (E) tem por base um mecanismo simples de
transesterificacio, no qual triglicerideos (TG),
diglicerideo (DG) e monoglicerideo (MG) estio
envolvidos na formacio de glicerol (GL) e biodiesel
(BD). As condi¢bes operacionais a que serd
submetido o modelo sio basecadas em quantidades
estequiométricas entre o dlcool (ROH) e TG para
minimizar o efeito de inibicio da atividade
enzimdtica pelo lcool.

Material e métodos
Desenvolvimento do modelo

A estequiometria do processo de
transesterificagio pode ser representada da seguinte
forma:

TG +3ROH [TF - GL+3BD

As trés reagoes consecutivas do processo sio:

TG+ ROH I - DG +BD (A)
DG+ ROH [IF - MG +BD (B)
MG + ROH [TF - GL +BD ©

Entretanto, as reagdes (A), (B) e (C) nio sio
suficientes para descrever o comportamento da
reacio catalisada por enzima lipase. Portanto, outras
reagdes intermedidrias elementares  foram
consideradas.

A reacio (A) tem como reagdes intermedidrias as
reacoes (A.1) e (A.2) apresentadas a seguir.

re+g0-

‘_[Q]ZD

K3
[TGE|+ROH _, DG+BD+E (A2)

[TGE] (A1)
A reagio (B) tem como intermediarias as reacoes
(B.1) e (B.2).

ol
DG+E DGIE B.1
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Desenvolvimento de um modelo da cinética enzimatica

[DGE]+ ROH ', MG+BD +E (B.2)

Para a reacio (C) tem-se:

MG+EDﬁ_’[MGDE] (C.1)
A

[MGE]+ ROH ', GL+BD+E (C2)
No desenvolvimento do modelo, foram

consideradas as seguintes hipdteses:

o)) = MocE]t) = uce] () =0 (01)

Ct = Ce(t) + Cprog)(t) + Clocg] () +

+ Clmee) () 02)

As simplificagdes do modelo estio apresentadas
pelas equacdes (03) a (08).

V max (t) = K3.Croy (t)CE (03)
V maxg(t) = K6.Croy (t)CE (04)
V maxc (t) = K3Croy (t)CE (05)
Kma(t) = (K2+K3Crop (1) )/K1 (06)
Kmg(t) = (K5+ K6.Croy (t))/ K4 (07)
Kme (t) = (K8+ K9.Crop (1))/K7 (08)

Considerando as hipéteses, equacdes (01) e (02)
e as simplificacoes, equagdes (03) a (08), obtemos as
equagdes (09), (10) e (11),
concentragdes dos complexos enzima-substrato em
fungio do tempo.

que representam as

Oprag) (t) = Ky () Ky (t) Ct Cra (8)/
[Kmy® KO Kng (0) +Cr () Kmp () Kme (0 + - (09)
+Cp(t) Ky (1) K (1) +Cy(t) Ky (t) K (1)]

Opae) ) =K (t) Ky (t) C Co(t)/
[Kmy () K (1) Ko (1) + Cre @ Kmp () Kne () + - (10)
+Cpg(t) KMy (t) Kng (t) +Cye(t) Ky (t) K (1)]

Qmae] © =Ky (©) Kmy () C- Cu(t)/
[Kmy () Ky () Kng () +Cre ) Kmp O Kng )+ (11)
+Cpg(t) Kmy (1) Kn (t) + Cy(t) Ky (t) K (8)]

Apé6s as simplificagdes, ¢ conhecendo-se as
concentragdes dos complexos, as taxas de reagio de
TG na reagio (A), DG na reagio (B) e MG na reagio
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(C), podem ser descritas pelas equagdes (12), (13) e
(14) respectivamente.

Fraa) = —Kng () Kng (6) V max, (t) Cra(t)/
[Kmu(®) K (8) K (t) +Cr (1) Ky (1)) K (1) + (12)
+Cp(t) Kmy(©) K (1) + Gy (t) Ky (6) K ()]

Moge(t) = —Km() Kng,(6)V masg () Co(t)/
[Kmh () Ky (8) Kinge () + Cra (6) Ky () Ko (1) + (13)
+Cop(t) Kmy () Kng (t) + Cya(t) Ky (1) K (1)]

fugc (t) = —Kmy () Kmy () V max () Cua(t)/
[Kmy(®) K (6) K (£) +Cr (1) Ky (1) K (1) + (14)
+Co(t) Ky (t) K (t) + Gy (t) Ky () K (1)]

Aplicando o balan¢o molar para cada espécie e

considerando a produtividade com base na

estequiometria, obtemos o modelo da cinética
enzimdtica para as diversas espécies envolvidas no
mecanismo de producio de biodiesel, conforme as

equagoes (15) a (20).

(ore(t)) Fraalt) (15)
(CDG(t)) oaalt)~Fraalt) (16)
&( Cuc(®) =Tuac(t)-Togs(t) 17)
(CROH(t)) rraall) +ocs(t) *uac(t) (18)
&(CGL(t)) =—fyeclt) (19)
< Con®)= 0t oclt)-tecl) (20)

Resultados e discussao

As simula¢des foram feitas no software Maple e
todos os dados experimentais utilizados foram
extraidos do trabalho de Iso et al. (2001). Nestes
experimentos, foram utilizadas 30 g de trioleina (TG),
4lcool (ROH) a uma razio molar 1:3 (TG:ROH) ¢ 0,1
g de enzima lipase imobilizada ou “livre”.

Consideramos que o substrato inicial contenha
apenas trioleina, ou seja:

Coe (0) =Cwyc (0) =CaL (0) =0 (23)

Assim, as condi¢des iniciais para os diversos casos
em que o modelo foi aplicado sio apresentados na
Tabela 1.

Em todas as figuras dispostas neste trabalho,
temos: (a) dinimica da concentracio das espécies

Acta Sci. Technol.

Maringi, v. 29, n. 1, p. 9-16, 2007



12

envolvidas; (b) conversio de TG a BD, em que a
curva representa a simula¢io do modelo proposto e
os pontos dos dados experimentais.

Tabela 1. Condicdes iniciais para os casos em que sio utilizados
metanol, propanol e butanol.

Alcool Cre(0) (o8 Crronl0)
(mol kg™ (g:kg™") (mol kg™)
Metanol 1,019 3,007 3,056
Propanol 0,938 2,769 2,815
Butanol 0,903 2,664 2,708

Os parimetros do modelo foram estimados pela
técnica dos minimos quadrados (equagio 21) usando
o método de Levenberg-Marquardt com BFGS
(Broyden, Fletcher, Goldfarb e Shanno) atualizando
a matriz Hessiana; e uma tolerincia relativa do erro
de 10 para as varidveis e para a fungio objetivo.

o[ Xepl)-XOT

R= kz= - @1)
Onde:

X(t) =100 CBD (t)_ CBD (t = O) (22)

3Crs(t=0)

O sistema de equagdes diferenciais ordindrias foi
integrado pelo método BDF (Brenan et al., 1989),
com tolerancia relativa do erro 10™ e erro absoluto
de tolerincia 10°.

A validagio do modelo foi verificada para diversas
condigbes operacionais do processo enzimdtico de
transesterificagio  da  trioleina.  As  simulacoes
apresentadas nas Figuras 1 a 8 mostram a resposta do
sistema para condi¢des especificas de temperatura,
estado da enzima lipase (imobilizada ou livre),
concentragio de lipase e razio molar TG:ROH.

A Figura 1 apresenta um processo no qual o
metanol é usado como substrato. Este nio apresenta
uma dissolugio satisfatéria com trioleina (TG) e
torna-se necessiria a utilizagio de solvente (1,4
dioxano). Como resultado, a conversio de TG a BD
é relativamente baixa, 70,23% em 80 horas,
conforme apresentamos na Figura 1b. Soumanou e
Bornscheuer (2003) compararam a atividade da
lipase imobilizada na rea¢io de metandlise em virios
solventes orginicos ¢ concluiram que em solventes
apolares obtém-se maiores conversdes. Para termos
maior conversio, necessitamos de uma dissolugio
eficiente do metanol no sistema reacional; isto
torna-se possivel com alimentagio (estequiométrica)
em duas ou trés etapas, como procederam

Kroumov et al.

Samukawa et al. (2000), Shimada ef al. (2002) ¢ Du
et al. (2004). Shimada et al. (2002) determinaram que
em razdes molares maiores que 1,5/1 (metanol/éleo
vegetal) sem a presenga de solventes a

homogeneizagio do  sistema  reacional fica
comprometida, juntamente com a conversio.
Todavia, Kose et al. (2002) indicam mdximas

conversdes em razdes molares 4/1 (metanol/6leo de
algoddo), evidenciando inibigio desprezivel da lipase
C. antarctica imobilizada nestas condicdes.

(a)

3
= ROH
Wy 25
= BD
—
g 2
=
§ 15
&
&
bl
b~ 1
= ]
8 M3
g 05
Q DG

0g 10 gl El il El &0 kil Eil

Tempo (h)
(b)

100

a0 7023%
—_
2
~ m
=]
&
1
oy
P40 O
=
Q
@)

20

u 0 il Eil i i &0 0 E

Tempo (h)

Figura 1. Transesterificagio da trioleina (T'G) utilizando metanol
(ROH) a uma razio molar 3:1 de ROH:TG; solvente 1,4 dioxano
1 90%, temperatura de 50°C e enzima lipase imobilizada obtida de
Pseudomonas fluorescens.

No processo utilizando propanol (nio requer o
uso de solvente), enzima lipase imobilizada obtida
de Pseudomonas fluorescens e temperatura de 50°C,
podemos observar na Figura 2b conversio de 99%
em, aproximadamente, 7 horas.

Utilizando butanol como substrato, observamos
uma diminuigio da taxa de reacio em relagio ao caso
apresentado na Figura 2 para alcancar conversio de
98,31% em 25 horas, conforme a Figura 3.

Com a utilizagio de enzima lipase obtida de
Pseudomonas cepacia ¢ demais condigdes idénticas as
apresentadas no caso da Figura 2, observamos uma
diminuigio brusca da conversio (aproximadamente 32
% em 25 horas). Isto é o que indica a Figura 4.
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Figura 2. Transesterificagio da trioleina (TG) utilizando
propanol (ROH) a uma razio molar 3:1 de ROH:TG;
temperatura de 50°C e enzima lipase imobilizada obtida de
Pseudomonas fluorescens.

(a)

3
o BD
‘sp 25
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Figura 3. Transesterificagio da trioleina (TG) utilizando butanol
(ROH) a uma razio molar 3:1 de ROH:TG; temperatura de 50°C
e enzima lipase imobilizada obtida de Pseudomonas fluorescens.
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MG

L 5 10 15 il 5
Tempo (h)
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Figura 4. Transesterificagio da trioleina (TG) utilizando
propanol (ROH) a uma razio molar 3:1 de ROH:TG;
temperatura de 50°C e enzima lipase imobilizada obtida de
Pseudomonas cepacia.
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Figura 5. Transesterificagio da trioleina (TG) utilizando propanol
(ROH) a uma razio molar 3:1 de ROH:TG; temperatura de 50°C e
enzima lipase imobilizada obtida de Pseudomonas fluorescens.
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Figura 6. Transesterificagio da trioleina (TG) utilizando propanol
(ROH) a uma razao molar 3:1 de ROH:TG; temperatura de 60°C e
enzima lipase imobilizada obtida de Pseudomonas fluorescens.

Podermos notar um fendmeno interessante
visualizando as Figuras 2 ¢ 5, que comparam o
processo no qual utiliza-se a enzima lipase no seu
estado livre e imobilizado. Para o mesmo substrato
(propanol) e as mesmas condigbes, a conversio de
TG a BD diminui 4,5 pontos percentuais e o tempo
de reagio aumenta em 18 horas.

Utilizando-se temperatura de 60°C e as demais
condigoes utilizadas no caso apresentado na Figura
2, observamos na Figura 6b que a conversio ¢
praticamente idéntica: em 7 horas de reagio temos
aproximadamente 98%.

As Figuras 7 ¢ 8 apresentam a influéncia da
temperatura como um parimetro crucial do
processo e a diminuigdo da atividade enzimitica
quando ela varia em aproximadamente 10°C da
temperatura 6tima, que estd entre 50 e 60°C.

Na Tabela 2, indicamos a estimativa dos valores das
constantes cinéticas que minimizam a diferenga entre o
modelo desenvolvido e os dados experimentais para
condigbes reacionais diferentes e enzima lipase (livre
ou imobilizada). Para todos os casos apresentados, da
Figura 1 a 8, a resposta do modelo ajusta bem o perfil
de conversio de triglicerideos 2 biodiesel. Esse fato nio
nos garante que as constantes cinéticas estio
rigorosamente corretas, pois para isto deverfamos obter
perfis experimentais de concentragio por tempo para
todas espécies presentes, em virias temperaturas e

Kroumov et al.
condi¢des operacionais.
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Figura 7. Transesterificagio da trioleina (TG) utilizando propanol
(ROH) a uma razio molar 3:1 de ROH:TG; temperatura de 70°C ¢
enzima lipase imobilizada obtida de Pseudomonas fluorescens.
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Figura 8. Transesterificagio da trioleina (TG) utilizando propanol
(ROH) a uma razio molar 3:1 de ROH:TG; temperatura de 40°C e
enzima lipase imobilizada obtida de Pseudomonas fluorescens.
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Tabela 2. Constantes cinéticas ajustadas aos respectivos casos de
cada Figura. K1, K3, K4, K6, K7 e K9 expressas em [kg gz' h''] e
K2, K5 e K8 em [mol gz ' h'].

Figura Figura Figura Figura Figura Figura Figura Figura
1 2 3 4 5 6 7 8

K1 00129 13902 09121 00330 04152 3.9105 0.0378 0.0877
K2 00073 22748 05067 00015 00903 0.6861 0.0228 0.0542
K3 00439 37913 33781 00650 05958 25384 0.1190 0.6340
K4 00379 14091 22521 00131 01805 82326 0.0131 0.0758
K5 00200 15797 22521 00279 01805 0.6861 0.0357 0.0542
K6 01317 11374 97965 00088 0.6499 4.1163 0.0422  3.8997
K7 00029 12638 03378 00069 0.1805 0.6174 0.0127 0.0555
K8 0.0020 0.6319 06351 00109 13992 05488 0.0307 0.0016
K9 00918 75827 0.6756 00012 09749 12349 0.0586 1.6284
R 00035 0.0043 0.0030 0.0256 0.0075 0.0021 0.0130 0.0230

Conclusao

Desenvolvemos um modelo da  cinética
enzimitica de transesterificagio de Oleos vegetais
aplicando o mecanismo das reacoes simples, trés
estdgios e trés sub-estigios que incluem a
transformagio de triglicerideo a diglicerideo,
diglicerideo a monoglicerideo ¢ monoglicerideo a
glicerol, e formagio de biodiesel para cada uma
delas. O resultado das simulagdes com o modelo
desenvolvido mostra a dinimica das concentra¢des
para diferentes conversdes i biodiesel ¢ condicoes
operacionais. A valida¢io do modelo ¢ identificagio
dos parimetros foram obtidas utilizando dados
experimentais em vdrias condigdes operacionais
(temperatura, dlcool e enzima). Analisando os
resultados das simulagcbes com o modelo
desenvolvido, acreditamos que este pode ser
aplicado no planejamento de experimentos para
verificagdo das hipdteses propostas e otimizagio do
processo de transesterificacio de dleos vegetais para
produgio de biodiesel.

Nomenclatura
TG Triglicerideo
DG Diglicerideo
MG Monoglicerideo
BD Biodiesel
GL Glicerol
ROH Alcool
E Enzima lipase
TGE Complexo enzima-triglicerideo
DGE Complexo enzima-diglicerideo
MG-E Complexo enzima-monoglicerideo
A Respectivo a reagio A
B Respectivo a reacio B
C Respectivo a reagio C
fij Taxa de reagio de i na reagio j (mol kg™ h™)
KLK3
K4 Ke  Constantes da velocidade das reagdes no sentido direto
! ’ k TRt
K7,K9 (kgge™ h7)
K2,K5,  Constantes da velocidade das reagées no sentido reverso
K8 (mol g;" h™)
G Concentragio de i (mol kg™)
Ce Concentragio de enzima ativa (g; kg'')
CItE Concentragio total de enzima (g kg™)

15

V max Velocidade especifica mixima da reagio j, definida pelas
equagdes de 3a 5 (mol kg h™')

Km Varidvel definida pelas equagdes de 6 a 8 (mol kg™

R Fungio objetivo dos minimos quadrados (adimensional)

X Conversio de TG a BD prevista pelo modelo, definida pela
equagio 22 (%)

Xa(p Conversio de TG 2 BD experimental (%)

t Tempo (h)
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