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Resumo

Neste trabalho pretendeu-se produzir esteres etilicos (biodiesel), a partir de um 6leo alimentar e etanol, por
catalise enzimatica — usou-se uma enzima suportada, Lipozyme TL IM, da Novozymes — tendo sido estudada a
influéncia de diversas variaveis, num total de 18 ensaios: pureza do alcool (etanol absoluto, etanol 96% v/v e
etanol 70% v/v), temperatura de reaccéo (35/38°C ou 50/55°C) e a razdo massica Oleo: catalisador (42,9:1 e
30:1). O produto da reacgéo foi submetido a um tratamento para remogéo do glicerol formado e secagem por
adsorgcéo em terras de diatomaceas.

Nos produtos analisados, o indice de acidez situou-se entre 0,8 e 12,3 mg KOH/g de amostra, para os 12
primeiros ensaios e entre 2,81e 1,07 mg KOH/g de amostra para os restantes 6 ensaios (tendo sido obtido o
valor de 1,6 mg KOH/g de amostra para um ensaio padrao por catalise homogénea com NaOH). Estes valores
sdo demasiado elevados face ao estipulado na norma de referéncia, EN 14214 (<0,5 mg KOH/g).

No que diz respeito ao indice de iodo, o 6leo apresentava um valor de 158,4 g iodo/100g de amostra. Nas
amostras de biodiesel produzido pela via enzimatica os valores do indice de iodo situaram-se entre 108 e 146 g
iodo/100g de amostra, e na amostra de biodiesel produzido por catélise homogénea foi de 133,7 g iodo/100g de
amostra. Nas ultimas amostras de biodiesel produzido a temperatura mais elevada, o indice de iodo encontrava-
se entre 102,8 e 137,05 g iodo/100g (o valor maximo de referéncia da EN 14214 é de 120 g iodo/100 g).

Refira-se que, em relagdo aos outros pardmetros estudados, a densidade a 20°C, determinada para o 6leo foi
de QOOg/cms, e para as amostras de biodiesel produzido por catalise enzimatica situava-se entre 892 e 917 g/cm3
sendo de 890 g/cm3 para o biodiesel produzido por catalise homogénea. Pode-se portanto concluir que, no que
diz respeito a densidade, ela apresenta alguns valores compativeis com a EN 14214 (< 120 g iodo/100g) e outros
fora das especificagoes.

Foi também avaliada a viscosidade (a 40°C? das diversas amostras de biodiesel, estando os valores de
viscosidade compreendidos entre 8,0 e 29,7 mm®/s. Ainda é necessario proceder a mais estudos para optimizar
a producao de biodiesel com qualidade compativel com o estipulado na norma EN 14214.
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1. Introdugao

Os biocombustiveis deverao exercer um papel muito importante mundialmente no futuro, motivada
principalmente por considera¢gdes de ordem ambiental, pela elevagdo dos pregos do petrdleo no mercado
internacional e pela incerteza na oferta de combustiveis fésseis num médio e longo prazo.
1.1 Biodiesel

O biodiesel € uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos de acidos gordos e pode ser produzido a partir de

uma grande variedade de o6leos vegetais e gorduras animais, pelo processo de transesterificagdo de
triglicerideos com um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol), tal como representado na Figura 1.
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Figura 1- Reacgao de Transesterificagdo de triglicerideos com alcool (Prof. MSc. Marcos Villela Barcza).

O biodiesel constitui uma alternativa ao diesel, ndo obrigando os motores a sofrer alteracdes significativas.
Pode ser utilizado na forma pura (B100) e, devido a ser um produto miscivel, em qualquer percentagem de
mistura com diesel (B50, B20, etc.). Com a sua utilizagdo, a vida util de um motor pode aumentar, visto o
biodiesel ser um 6ptimo lubrificante.

A cor e o odor do biodiesel variam um pouco em relagédo ao éleo vegetal escolhido como matéria-prima. Em
geral, o produto & amarelo podendo ser muito claro ou mesmo alaranjado. O odor é parecido com o do 6leo
vegetal de origem.

Actualmente, o método utilizado na producdo de biodiesel é a transesterificacdo de fontes bioldgicas
renovaveis tais como os dleos vegetais e as gorduras animais, com um alcool (metanol ou etanol), levando a
formacgé&o de glicerina e de ésteres.

A sua produgéo pode ser através de catalise homogénea ou heterogénea. A catalise homogénea divide-se em
catalise acida ou basica, a heterogénea utiliza catalisadores heterogéneos como as enzimas, silicato de titanio,
compostos de metais alcalino-terrosos, resinas permutadoras, entre outros.

A catélise heterogénea é mais vantajosa pois obtém-se uma glicerina de maior pureza, mas apresenta custos
mais elevados de investimento inicial, em virtude do elevado prego dos catalisadores, o que representa uma
grande desvantagem.

1.2 Vantagens e desvantagens do biodiesel

As principais vantagens do biodiesel sdo: apresenta baixo risco de exploséo (ponto de auto igni¢cdo 176°C) o
que permite facil transporte e armazenamento; € uma fonte de energia renovavel que pode dar um contributo
importante na redugdo do consumo dos combustiveis fosseis e decompde-se facilmente por via bioldgica em
caso de acidente.

As suas desvantagens sdo: aumento das emissdes de NO,; elevada quantidade de glicerina obtida como
subproduto da producdo de biodiesel (que s6 consegue ser introduzida no mercado a pregos inferiores aos
actuais).

2. Procedimento experimental
2.1 Reagentes e Materiais

No presente trabalho foi usado 6leo alimentar da marca ARO. Trata-se de um éleo alimentar que contém
milho transgénico. O &lcool usado no trabalho tinha trés especificagdes distintas: Etanol absoluto (99,6%, Carlos
Erba Reagents), Etanol a 96% (Carlos Erba Reagents) e Etanol a 70% (Carlos Erba Reagents) (% v/v). Também
foi usado NaOH em pastilhas (comercial, Laboratério MaiaLab, Lda) e glicerina (pura, Absolve - José Manuel dos
Santos Lda). O catalizador, era uma lipase suportada (Lipozyme TL IM), gentilmente oferecida pela Novozymes.
A enzima Lipozyme é obtida a partir de uma reacgao de transesterificagdo. Esta é produzida por imobilizagédo
microbiana de uma lipase a partir de um Thermomyces lanuginosus granulada silica transportadora. A lipase é
obtida por fermentacdo submersa do microrganismo Aspergillus oryzae geneticamente modificado. Tem como



caracteristicas de aspecto granulado castanho claro e como caracteristica quimica do componente activo
proteina enzimatica.

Nas caracterizagdes efectuadas foram usados diversos reagentes: ciclohexano (Merck), acido acético
glacial (Pronolab), reagente de Wijs (Panreac), solugdo de iodeto de potassio (100g/l), solugdo padréo de
tiossulfato de sodio pentahidratado (0,1 mol/l), cozimento de amido, éter dietilico (José M. Vaz Pereira S.A.),
tolueno (Panreac), etanol a 96% (Carlos Erba Reagents), solugdo indicadora de Fenolftlaina e solugdo padrao
hidroxido de potassio 0,1M.

Outros materiais incluem frascos de vidro autoclavaveis com tampa de roscar de 500 mL; barras magnéticas,
funis magnéticos, bomba de vacuo (KNF Neuberger, NO35AM.18), placa de aquecimento e agitagdo magnética
multiposi¢cdes (P-Selecta, Multimatic — 9N); balanga (Kern ALJ2204), goblés, ampolas de decantagéo, matrazes,
kitasato, viscosimetro (Schott Gerate, K300) com banho termostatico (P-Selecta, Unitronic OR), filtros de papel
qualitativo (Albet, DP400 07), densimetro (Instruments Doujardin Salleron, 800-900 e 900-1000 Kg/m®), etc.

2.2 Esquema de montagem

A transesterificacao foi efectuada em frascos de vidro fechados com tampa de roscar, sendo a agitacéo feita
por intermédio de placa de agitagdo magnética, com aquecimento, tal como se representa na Figura 2.

Figura 2- Sistema de agitagado da mistura reagente em frascos fechados a 55°C com agitagdo magnética e
aquecimento.

Figura 3- Frascos com produto da transesterificacdo apds agitagdo magnética a 55°C.

Apo6s o periodo de reacgédo os frascos eram retirados da agitagdo e aquecimento, deixava-se decantar a
mistura de modo a separar mais faciimente a Enzima suportada (figura 4), procedendo-se de seguida a filtragdo
para recuperacéo da enzima (figura 5).



Figura 4 - Produto de reacgéo ap0s agitagdo magnética em Figura 5- Separacdo da enzima, por filtragao.
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frasco fechado a 55°C.

De seguida, procedia-se a remog¢ao da glicerina formada. Para tal, misturava-se numa ampola de decantagédo
com o produto da reacgdo, cerca de 25% do dleo inicial (p/p) de glicerina pura. Procedia-se de seguida a
recuperagéo da glicerina adicionada, juntamente com a glicerina produzida na reacc¢ao, apés decantacao (figuras

7).
Figura 6- Aspecto do biodiesel bruto apés adi¢do Figura 7- Separagao das fases biodiesel:
de glicerina e agitagao glicerina.

Producao laboratorial de biodiesel a partir de etanol e 6leo vegetal por catalise enzimatica

1- Pesar 300g de 6leo para um frasco de 500 mL;

2- Colocar o frasco fechado num banho termostatizado a 35/38°C ou 50/55%C com agitag&o (= 70rpm);

3- Pesar 7g/10g de uma enzima em estudo num gobelé de 400mL;

4- Pesar 52g de etanol, adicionar a enzima e dissolver;

5- Retirar o frasco do banho termostatizado e adicionar a mistura etanol/enzima ao dleo e agitar bem;

6- Recolocar o frasco bem fechado numa placa de aquecimento e deixar reagir cerca de 24horas, a
35/38°C ou 50/552C com agitagao;

7- Apos a reacgao, retirar o frasco, filtrar a enzima, deixar arrefecer e guardar a mistura enzima/glicerina
num gobelé para posterior recuperagéo da enzima;

8- Colocar a mistura de reacgdo numa ampola de decantagao, juntar 75ml de glicerina, agitar e aguardar
algum tempo para se dar a separagado completa das fases;

9- Retirar, com a ajuda de um gobelé, a fase mais densa (glicerina) e guardar num frasco de residuos,
para posterior recuperagao;

10- Adicionar 2g de terra de diatomaceas ao biodisel, aguardar cerca de 30min e de seguida efectuar uma
filtragdo em vacuo;

11- Guardar o biodiesel num frasco fechado.



2.4 Determinacio do indice de lodo.

A determinagao do indice de lodo foi feita pelo método de Wijs — usando os procedimentos da norma EN
14111:2003

2.5 Determinagao do indice de Acidez
A determinacao do indice de Acidez foi feita de acordo com os procedimentos da norma EN 14104:2003.
2.6 Determinacgao da Viscosidade Dinamica

A determinacgao da viscosidade foi feita de acordo com os procedimentos da norma EN ISO 3104.
Material:
Viscosimetro capilar (marca: Cannon Fenske), Gobelés, Cronémetro

Reagentes:
Agua, Acetona pura (José M. Vaz Pereira S.A.) para lavagem, Amostra problema

Preparagcao da amostra:

Amostras de baixa viscosidade deverdo atravessar um filtro de vidro de porosidade 2-4 (10 — 100 um), antes
de ser efectuada a medigao.

Liquidos de elevada viscosidade, deverdo passar através de um filtro de 0,3 mm de poro.

Amostras cuja temperatura minima a qual ainda escoam (pour point) ndo for pelo menos igual a 30 °C abaixo
da temperatura do teste, deverdo ser aquecidas até 50°C, antes de ser efectuada a medicao.

Selecgao do Capilar

O didmetro do capilar devera ser seleccionado, para que a incerteza inerente a correc¢cado de Hagenbach nao
exceda o erro permitido para a medigdo do tempo (ver tabela).

Para medicdes precisas, um tempo de refluxo cuja correcgdo em segundos se encontra entre paréntesis, ndo
se devera aplicar. Alternativamente sugere-se seleccionar um viscosimetro com um diametro de capilar inferior.

Limpeza do viscosimetro
Antes de usar pela primeira vez, lavar com acetona pura.
Devera estar completamente seco e livre de p6 antes de ser utilizado.

Determinagao da viscosidade
a) Liquidos transparentes

i Enchimento do viscosimetro e condicionamento da amostra

- Posicionar o viscosimetro em posi¢ao invertida.
- Mergulhar o tubo (1) no liquido a ser ensaiado, enquanto se aplica sucgao no tubo (2): esperar até
que o liquido atinja a marca (4).
- Montar o viscosimetro na posi¢cdo apropriada, imerso num banho de agua com controlo de
temperatura.
Nota: Para obter o grau de precisdao de medi¢do do viscosimetro, o banho devera ser capaz de manter a
temperatura até 0,01 °C. A medigdo devera ser realizada apdés um tempo de equilibrio de aproximadamente 10
minutos.

-2

Figura 8 - Viscosimetro capilar (marca: Cannon Fenske) usado para determinagao da viscosidade.



ii. Medi¢cado manual
- Com o auxilio de um sugador, trazer o liquido que esta no bolbo (3) de volta ao bolbo (6).

- Entdo, medir o tempo de escoamento entre as marcas (5) e (4). A medigdo podera ser repetida varias
vezes.

2.7 Determinagao do rendimento por diferenga de massas

O caélculo do rendimento foi determinado pela razdo entre a massa de biodiesel obtido experimentalmente e a
massa de biodiesel que se deveria obter teoricamente (estequiométrica).

2.8 Leitura do pH

A leitura de pH foi realizada directamente na amostra com um medidor de pH (Metrohm, 632 pH_meter).
3. Resultados experimentais
3.1 Caracterizagdo do 6leo para producao de biodiesel

Na tabela seguinte apresenta-se a caracterizacao do dleo vegetal usado nos ensaios.

Tabela 1- Caracteristicas do 6leo para a producgao de biodiesel.

Parametro Densidade NCacidez Indice de lodo
(Kg/m®) (KOH/g) (g iodo/100g
920 0,33 158,4

De seguida vao ser apresentadas as condigbes usadas nos diversos ensaios.

Ap6s uma andlise dos resultados para identificacdo das condi¢gdes mais favoraveis procedeu-se novamente a
realizagdo de mais ensaios.

Na tabela seguinte encontram-se resumidas as varias condi¢gdes de ensaio para a produgéo de biodiesel.

Tabela 2- Condigdes experimentais usadas nos varios ensaios efectuados para produgao de biodiesel.

Ensaio 1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 [10 |11 |12 |13 |14 |15' |16 | 17 | 182

Massade |, 17 149 |10 |10 |10]|7 |7 |7 |7 [10]10|10]10|7 |7 |7 |10
enzima (g)

Pureza  dol 444 | 109 | 100 | 100 | 96 |96 |96 |96 |70 |70 |70 |70 |96 |96 | 96 |96 | 96 | 96
Etanol(%v/v)

Raz&o molar

P 1:3 1.5 1:3 1:5 1315131513 (1513|115 13]|15] 13 15| 1:3 ] 1:3
Oleo: etanol

(TO%Tperat”ra 37 |37 |36 |37 |36 |37 |37 |37 |37 |37 |37 |37 |54 |55 |54 |54 |54 |54

3.2 Caracterizagdo do biodiesel produzido

O produto final obtido apds a lavagem com glicerina e a secagem com adsorvente (terras de diatomaceas) foi
filtrado num sistema de vacuo. Apds a purificagdo do biodiesel, procedeu-se a sua caracterizagao

Tabela 3- Valores obtidos para os parametros analisados no biodiesel resultante dos primeiros 12 ensaios

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
i
N*acidez | 35 | 086 | 1,06 | 222 | 076 | 888 | 833 | 928 | 534 | 381 | 272 | 12,13
(mg KOH/g)
Densidade | ) | g95 | go2 | 900 | 915 | 900 | 900 | 895 | 915 | 916 | 917 | 906
(kg/m”)
pH 6,79 | 6,66 | 627 | 617 | 6,48 | 6,53 | 564 | 502 | 6,82 | 6,71 | 6,97 | 7,22
M 996 | 105 | 7,99 | 943 | 249 | 189 | 183 | 221 | 23,9 | 253 | 288 | 22,6
(mm’/s)
'“ig':g ge 1456 | 108,7 | 115,1 | 127,2 | 133,6 | 136,6 | 125,5 | 140,0 | 140,2 | 113,5 | 130,5 | 144,6
iodo/100g

' Com Enzima reutilizada



Apbs a andlise aos resultados experimentais dos primeiros 12 ensaios, concluiu-se que os melhores
resultados foram obtidos para os ensaios em que foi usado etanol a 96% (v/v).

Em seguida s&o representados os valores obtidos nos 6 ensaios realizados posteriormente com etanol a 96%
e uma temperatura de reacgéo de 55°C.

3.3 Caracterizacdo do biodiesel produzido com etanol a 96% e a temperatura de cerca de 55°C

Na tabela seguinte apresentam-se os valores obtidos para os pardmetros analisados na caracterizacao do
biodiesel produzido com etanol a 96%, a temperatura de 55 °C.

Tabela 4- Valores obtidos para os pardmetros analisados no biodiesel resultante dos ultimos 6 ensaios.

Ensaio 13 14 15 16 17 18
N° acidez
(mg KOHg) | 281 | 168 | 107 | 114 | 184 | 1,16
Densidade | 15 | o915 | 020 | 917 | 912 | 920
(kg/m”)
pH 520 | 667 | 667 | 7,05 | 7,00 | 638
M, 256 | 19.4 | 291 | 230 | 174 | 297
) (mm°©/s)
indice de iodo | 107.2 | 116,6 | 102,8 | 1135 | 123.2 | 1371
| g iodo/100g
n (%) 895 | 900 | 898 | 90,5 | 904 | 90,6

4. Conclusodes

Este trabalho teve como objectivo a produgdo de biodiesel a partir de éleo vegetal e etanol, por catalise
heterogénea usando a enzima suportada Lipozyme TL IM, da Novozymes.

Durante o trabalho experimental realizaram-se varios ensaios com etanol nos quais se fez variar a
temperatura de operacao (35/38°C e 50/55°C), a pureza do alcool (expressa pelo teor de alcool em percentagem
em volume, 99,6%, 96% e 70%), a quantidade de enzima (7g e 10 g) e a razdo molar éleo: alcool (1:3 e 1:5) e,
para um tempo de reacgdo de 24h. Também se realizaram dois ensaios em que a enzima ja tinha sido usada em
testes anteriores

Inicialmente realizaram-se varios ensaios, obtendo-se diferentes amostras de biodiesel. Em seguida
procedeu-se a sua analise para identificagdo dos melhores resultados e voltou-se a repeti-los novamente. Pode-
se assim concluir que os melhores resultados foram obtidos quando o alcool usado foi o etanol a 96% (v/v).

O ndmero de acidez, para os doze primeiros ensaios, situou-se entre 0,8 e 12,3 mg KOH/g de amostra e para
os restantes entre 2,81e 1,07 mg KOH/g de amostra. De acordo com a legislacdo o niumero de acidez tem como
limite maximo 0,50 mg KOH/g, o que nado se verificou para nenhuma das amostras. Tal facto deve ter sido
causado por se usar agua desmineralizada e ndo agua destilada para a obtengéo do alcool a 70%. Os ides
contidos na agua destilada podem ter interferido na acidez das amostras do biodiesel.

No que diz respeito ao indice de iodo, o 6leo apresentava um valor de 158,4g iodo/100g de amostra.

Nas amostras de biodiesel produzido pela via enzimatica os valores para o indice de iodo situaram-se entre
108 e 1469 iodo/100g de amostra, e na amostra de biodiesel produzido por catalise homogénea foi de 133,79
iodo/100g de amostra. Nas Ultimas amostras de biodiesel o indice de iodo encontrou-se entre 102,8 e 137,1 g
iodo/100g. De acordo com a norma em vigor (EN 14124) quase todas as amostras de biodiesel se encontram
fora dos limites uma vez que o méaximo é de 120g iodo/100g amostra.

Quanto a densidade, foi determinada a uma temperatura ambiente de cerca de 20°C, e relativamente a
norma em vigor (EN 14214) que indica uma temperatura de referéncia de 15°C tem, de se efectuar uma
correlagédo para 20°C. Face a esta correcgdo, todas as amostras se situam dentro dos parametros da referida
norma, estando compreendido entre 895 e 900 kg/m3. Analisando todos os valores da densidade, conclui-se que
aqueles em que se obtém densidade mais elevada sdo os correspondentes aos ensaios em que a enzima era
reutilizada; os restantes situam-se abaixo. Relativamente aos Ultimos 6 ensaios efectuados, o biodiesel
resultante destes tem uma densidade maior que a dos restantes.

A viscosidade de todas as amostras de biodiesel situava-se entre os 8,0 até aos 29,7mm2/s, sendo os
ensaios efectuados com enzima reutilizada os que apresentam viscosidade mais elevada, e todos se encontram
fora dos valores permitidos pela norma EN 14214, que diz que devem estar entre 3,50 e 5,00 mm?/s.

Relativamente ao pH do biodiesel, a maioria dos valores situa-se pelos 6 e 7, com a excepgao dos ensaios 7,
8 e 13 que se situam abaixo.

O rendimento foi determinado para os ensaios que do ponto de vista econémico, uma vés que o alcool a 96%
€ mais barato e de acordo com os resultados anteriores sdo os melhores. Entado pode ser considerado como bom
o rendimento pois encontra-se na casa dos 90%, o que significa que é grande a converséo de éleo em biodiesel,
e que temos poucas perdas. No entanto, para confirmar os valores do rendimento, seria necessario efectuar uma
caracterizagdo mais completa do biodiesel, nomeadamente no que diz respeito ao teor de esteres etilicos.



5. Sugestdes para Trabalhos Futuros

Futuramente pode-se estudar mais parametros do biodiesel, testar com agua destilada quando se faz a
diluicao do alcool a 100% para 70% para eliminar que altere valores paramétricos.
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