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RESUMO

O estudo da cinética da transesterificacdo enzimadtica de triacilglicer6is em éster de
biodiesel na auséncia de co-solvente € proposto neste trabalho. Sistemas ausentes de co-
solventes vém sendo estudados, pois além de serem mais corretos do ponto de vista
ambiental, eliminam etapas de separacdo e recuperacdo do solvente. Entretanto, na literatura
sao encontrados diversos trabalhos que caracterizam a cinética da reacdo enziméatica de modo
superficial, sem a realizacdo de maiores estudos que relacionam as reacdes cinéticas
envolvidas. Dentre os modelos cinéticos encontrados, trés descrevem reagdo com dois
substratos e dois produtos; estes modelos foram testados e comparados a fim de selecionar o
que melhor representa os dados experimentais. Os dois primeiros modelos seguem o
mecanismo Ping Pong Bi Bi para explicar a cinética da reacdo de transesterificacdo na
producdo de biodiesel, com a incorporacdo de inibi¢do por um dos reagentes, o dlcool,
enquanto o terceiro modelo propde um mecanismo simples da reacdo de transesterificacdo no
qual € desconsiderado o efeito de inibicao do dlcool. A modelagem matematica foi realizada
utilizando dados experimentais encontrados na literatura. Os parametros cinéticos foram
otimizados utilizando o método de algoritmo genético como ferramenta de otimizagdo. A
modelagem dos mecanismos encontrados na literatura e a simulacdo dos dados experimentais
do sistema foram realizadas utilizando o software Matlab 7.0. Na escolha do modelo que
melhor representou os dados experimentais, foram considerados os erros calculados e o
coeficiente de correlagdo para cada conjunto de dados. O segundo modelo testado foi o que
forneceu o melhor ajuste, nesse modelo tem-se a formacdo de biodiesel a medida que a o
triacilglicerol € quebrado, entretanto novos ensaios sao necessdrios para que seja medida,
além do rendimento, a variacdo da concentragao das demais espécies envolvidas no sistema

ao longo do tempo de ensaio.

Palavras-chave: Biodiesel. Modelagem cinética. Ping Pong Bi Bi.



ABSTRACT

The current work analyzes the kinetics of the enzymatic transesterification of triacylglycerols,
in a solvent free system, for the production of biodiesel esters. Solvent-free transesterification
systems are more environmentally friendly, and eliminate the need for solvent separation and
recovery steps. However, the kinetics of the transesterification reaction in this system have
not been well characterized to date, with most studies simply limiting themselves to
determining the optimum conditions for the reaction. In the current work three kinetic models
that were recently proposed in the literature were tested against experimental results that were
also obtained from the literature. The first two models are based on the Ping Pong Bi Bi
mechanism and the third model proposes a mechanism that mimics simple chemical kinetics
for each reaction. The genetic algorithm was used as an optimization tool to determine the
parameters of the model that gave the best fit to the experimental results. The modeling and
simulation were performed using Matlab 7.0. An inspection of the errors and the correlation
coefficient for each data set showed that the second model tested gave the best fit. It is
recommended that during future studies of enzymatic transesterification of triacylglycerols in
solvent free systems the concentrations of all species in the system be determined, and not

simply the concentration of biodiesel esters.

Keywords: Biodiesel. Kinetic Modeling. Ping Pong Bi Bi.
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1. INTRODUCAO

A reacgdo de transesterificacdo corresponde a reagdo de um triacilglicerol e um élcool,
reacdo essa que pode ocorrer na presenca ou auséncia de um catalisador para produzir ésteres
de 4cidos graxos e glicerina.

SALUM (2010) realizou estudos, em escala de bancada, da transesterificacdo
enzimdtica do 6leo e dlcool para a producdo de éster de biodiesel. Este reacdo, que foi
realizada em auséncia de co-solvente em um reator sob agitacao, foi catalisada por um sélido
fermentado contendo a lipase produzida pela bactéria Burkholderia cepacia e obteve
rendimentos de aproximadamente 50%. Sistemas livres de co-solventes vém sendo estudados,
pois além de ser mais correto do ponto de vista ambiental, elimina etapas de separacdo e
recuperacgao do solvente.

Para o estudo cinético das reacdes de transesterificacdo, a literatura (CHEIRSILP et
al., 2008, AL-ZUHAIR et al., 2007, FIERBAEK et al., 2009) mostra trabalhos onde modelos
baseados no mecanismo de Ping Pong Bi Bi se ajustam. Os modelos consideram, entre outros
fendmenos, o efeito de inibicdo da enzima pelo dlcool.

KROUMOV et al. (2007) e CHEIRSILP et al. (2008) desenvolveram modelos
cinéticos aplicados a reacdo de transesterificacdo catalisada enzimaticamente para a producao
de biodiesel, em auséncia de co-solvente. O modelo proposto por KROUMOV et al. (2007),
parte de um mecanismo simples de reacdo com dois reagentes, sem considerar o efeito
inibitério de um dos reagentes. Os dois modelos propostos por CHEIRSILP et al. (2008),
consideram o efeito inibi¢do do dlcool, e eles diferem na rota da reacdo de formacao do
biodiesel.

O presente trabalho visa realizar a simulacdo cinética e otimizacdo dos parametros
cinéticos do sistema de SALUM (2010), utilizando os modelos cinéticos desenvolvidos por
KROUMOV et al. (2007) e CHEIRSILP et al. (2008).

Os dados experimentais apresentados sdo relativos ao rendimento em éster de
biodiesel para diferentes condicdes operacionais. Devido a restricao dos dados experimentais,
uma vez que nao foram realizados medidas das outras espécies presentes ao longo do tempo
reacional, tais como diacilglicerol, monoacilglicerol, dcido graxo e &lcool, optou-se por
utilizar a ferramenta de otimizacdo algoritmo genético, AG, para o ajuste dos parametros
cinéticos. Dessa forma, € realizada uma avaliacdo do modelo cinético que apresenta melhor

14



ajuste, avaliando os erros calculados para cada conjunto de dados e o coeficiente de

correlagdo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. BIODIESEL

O biodiesel € definido quimicamente como éster monoalquilico de 4cidos graxos
derivados de lipideos de ocorréncia natural (RAMOS, 1999; SCHUCHARDT et al., 1998;
ZAGONEL, 2001). No Brasil, a ANP (Agéncia Nacional do Petr6leo, Géds Natural e
Biocombustiveis), por meio da Lei de n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005, definiu o biodiesel
como combustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna
ou para outro tipo de geracdo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente os
combustiveis de origem féssil (BRASIL, 2005). O tnico tipo de biodiesel que foi
regulamentado no Brasil € o composto por ésteres alquilicos de dcidos graxos de cadeia longa
derivados de dleo vegetais ou gordura animal (BRASIL, 2008).

O biodiesel apresenta diversas vantagens em relacido ao diesel de petréleo, como por
exemplo, a reducdo da poluicdo do ar, além de ndo contribuir para aumento do efeito estufa
(PARENTE, 2003; VAN GERPEN, 2005). A reducdo da utilizacdo do diesel proveniente de
petréleo acarreta ainda na diminui¢do dos derramamentos de petréleo, bem como da geragao
de residuos toxicos. Outros fatores associados sdo: reducdo da dependéncia do diesel
importado e facilidade de transporte e armazenamento, por apresentar menor risco de
explosio (MAGALHAES, 2010).

Esse combustivel renovavel pode ser produzido a partir do O6leo de plantas
oleaginosas, de Oleos residuais e de gorduras animais, matérias-primas constituidas
principalmente de triacilglicerdis. A reacdo de transesterificacdo, atualmente a rota mais usada
para a producdo de biodiesel, leva a obtencdo de ésteres de dcidos graxos e glicerina a partir
de um triacilglicerol e um dalcool, geralmente na presenca de um catalisador. A Figura 1

mostra a reagdo de transesterificacao.

Catalisador T ,
Triglicerideo] + R'OH p———— Diglicerideo + R4-COO-R

Catalisador i .
Diglicerideo + ROH i 4 Monoglicerideo + R»-COO-R

Monoglicerideo + ROH  C2@lS3dr  Gjicerol +  Ry-COOR

FIGURA 1: REACAO GERAL DE TRANSESTERIFICACAO PARA PRODUCAO DE BIODIESEL

16



O metanol € o dlcool mais comumente utilizado na produgdo industrial de biodiesel,
devido a sua reatividade. No Brasil, a partir de 2002, a etandlise tem se mostrado promissora
(POUSA et al., 2007), uma vez que o pais € um dos maiores produtores do mundo de etanol
de cana-de-aguicar (UNICA, 2011).

Existem trés processos para a producdo de biodiesel por transesterificacdo: a catélise
quimica, a catdlise enzimatica e uso de condicdes especiais sem catalisador (por exemplo,
altas temperaturas e pressoes e fluidos supercriticos).

CANDEIA (2008) considera a catdlise quimica como o processo mais vidvel para a
producdo de biodiesel. Isso se deve ao fato de a reacdo catalisada quimicamente apresentar
maiores rendimentos em tempo reacionais inferiores. A Figura 2 mostra a reacdo de

transesterificacao utilizando a catélise alcalina.

OH + R”OH ——R"”0 + H0

_ (A)
BO (0}
)\\ + R"0 —— R ——OR"
ORHI'
R’ OR"
T . (B)
O (0}
RJ‘ +ORH + RHJ‘OH ﬁ—\ R!+ O+HRH‘ + Ruro.
ORJH ORH‘
9 0 ]
R oHRY — )'\ + R'OH ©)
ORHJ‘ RJ‘ ORHJ‘

FIGURA 2: REPRESENTACAO DO MECANISMO DA REACAO DE TRANSESTERIFICACAO DE
OLEOS VEGETAIS VIA CATALISE ALCALINA. FONTE: KUCEK, 2004.

onde, R’ = grupo alquila de cadeia longa, R’>’OH = diacilglicerdis, e R’>> = CH3CH,;- ou CHj,

Na representacdo do mecanismo da reagdo de transesterificacdo utilizando a catélise
alcalina, na primeira reacdo (A) o dlcool, juntamente com a base, forma a espécie ativa, um
alcoxido, enquanto em uma segunda reacdo (B) ocorre o ataque nucleofilico do alc6xido no
atomo de carbono da molécula do triacilglicerol, levando a formag¢do de um produto

intermedidrio tetraédrico. A partir de um rearranjo do intermedidrio tetraédrico, formam-se o
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éster de mono-dlcool e o anion, o qual, apds a desprotonacdo do dcido conjugado da base
formada na reacdo (A), regenera a base de partida e produz, neste caso, um diacilglicerol (C).
Reagdes similares ocorrem com os diacilgliceréis formados, produzindo monoacilglicerdis,
que, em processos similares, levam a formagao da glicerina (CANDEIA, 2008; ZAGO, 2010).

Ja na transesterificacdo via catdlise dcida, Figura 3, tem-se a protonacdo do grupo
carbonila do acilglicerol, formando um carbocation, que sofre um ataque do nucledfilo,
produzindo um intermedidrio. O intermediério formado elimina o glicerol, formando um novo

éster (SCHUCHARDT et al., 1998).

O +0OH OH
H-
R"—C-0OR" - R"—C-OR” R'—C+—-0R"
OH
OH /R )—I -H-/R”OH 0
+ 0 — R o = l
r - r \\_ \\ r
R'—C—-0OR H R R"—C-0R
OR”
— O
R"- | - OH : glicerideo
L . OH

FIGURA 3: REPRESENTACAO DO MECANISMO DA REACAO DE TRANSESTERIFICACAO DE
OLEOS VEGETAIS VIA CATALISE ACIDA. FONTE: SCHUCHARDT et al.(1998).

No caso da rota quimica para producdo de biodiesel, € necessaria, posteriormente, a
purificacdo e neutralizacao do produto biodiesel. O outro produto, glicerina, apresenta-se com

um menor grau de pureza do que quando utilizada a catélise enzimatica.

2.2.  CATALISE ENZIMATICA

A catdlise enzimatica alcanga rendimentos de cerca de 90% na transesterificacdo para
a producdo de biodiesel, apresentando-se como uma alternativa mais atraente que o uso de
catalisadores quimicos (SHIEH, 2003), visto a possibilidade de reutilizacdo do catalisador,
auséncia de dcido e base no processo, além da simplificacdo da etapa posterior de separacdo

do biodiesel e glicerol formado. Além disso, o catalisador enzimdtico pode ser reutilizado,
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desde que imobilizado. As enzimas que catalisam a reacdo entre o triacilglicerol e o dlcool

para produzir éster sdo as lipases.

2.2.1. Lipases

Lipases (glicerol éster hidrolases E.C. 3.1.1.3) sdo hidrolases que atuam sobre as
ligacdes éster existentes nos triglicerideos, liberando dcidos graxos e glicerol como produtos.
Segundo Jaeger et al. (2002), constituem um grupo de carboxil éster hidrolases.

A quantidade de 4dgua presente no meio reacional pode deslocar a posicdo do
equilibrio na reagdo, no sentido da hidrdlise ou sentido da sintese (PANDEY et al., 1999). A

Figura 4 mostra a reacdo de transesterificagdao enzimatica do biodiesel.

o)

/

/_/O Lipases
CH—O0—C —R CH—OH + RCO.H
oo P ™
H,—O—C—R" H,—OH R"COzH
Triacilglicerol glicerol acidos graxos

FIGURA 4: REPRESENTACAO DA REACAO DE TRANSESTERIFICACAO ENZIMATICA DO
BIODIESEL.

O mecanismo de catélise das lipases é complexo e a estrutura do sitio ativo varia
significativamente de lipase para lipase. Contudo, a triade catalitica, constituida por residuos
de serina, histidina e aspartato, € comum em todas as lipases (JAEGER et al., 1994 apud.

SALUM, 2010). A Figura 5 apresenta a estrutura tridimensional da Burkholderia cepacia.
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FIGURA 5: ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA LIPASE PRODUZIDA PELA BACTERIA Burkholderia
cepacia. As fitas a e B sdo indicadas respectivamente pelas hélices em azul e pelas setas em verde. Em amarelo é
indicada a posi¢do do fon Ca*™ e os residuos da triade catalitica estdo mostrados em vermelho. FONTE:
SCHRAG et al., 1997.

O fendmeno de ativacdo interfacial, ou seja, a mudanga na estrutura tridimensional da
lipase em interfaces dgua-dleo, foi descrito em 1936 por Holwerda et al.; esse fendmeno se
caracteriza por uma maior atividade enzimadtica na presenca de substratos pouco soliveis. A
maioria das lipases apresenta uma tampa polipeptidica com uma curta a-hélice. O lado da
tampa que fica voltado para o sitio catalitico € composto principalmente por cadeias laterais
hidrofébicas. Em ambientes aquosos na auséncia de uma interface dgua-6leo, a tampa
polipeptidica cobre o sitio catalitico, tornando a lipase inativa. Quando na presenca de
substratos hidrofébicos, a tampa € aberta, dando a forma da enzima ativa. No entanto,
algumas lipases de origem microbiana (Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e
Candida antarctica B) e uma lipase pancredtica nao especifica apresentam a tampa anfifilica
cobrindo os sitios cataliticos, mas ndo mostraram ativa¢ado interfacial (CASTRO et al., 2004).
Esta observacao sugere que a presenga de uma tampa polipeptidica e a ativagdo interfacial nao

sao critérios adequados para classificar uma enzima como a lipase. Dessa forma, atualmente
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as lipases sdo definidas como carboxilesterases que catalisam a hidrélise de triacilglicerdis de
cadeia longa (JAEGER; REETZ, 1998).

As lipases t€m a capacidade de atuar em uma ampla faixa de pH, s@o relativamente
estdveis em altas temperaturas, e apresentam especificidade, regiosseletividade,

quimiosseletividade e enantioseletividade (PANDEY et al., 1999).

2.2.2. Producdo de Lipases

Embora lipases possam ser obtidas de fontes animais e vegetais, a producdo de lipases
em escala industrial € realizada convencionalmente por meio de microrganismos por estes
apresentarem relativa facilidade de produgao (LIMA, 2004).

As lipases podem ser produzidas por meio de fermentacdo submersa, que utiliza um
meio fermentativo liquido com nutrientes soliveis (ALONSO 2001). As lipases também
podem ser produzidas através de fermentacdo em estado sélido: nesse processo o
microrganismo cresce em substratos s6lidos umedecidos ou em suportes inertes, na auséncia
(ou quase auséncia) de dgua livre (FERNANDES, 2007).

Segundo Fernandes (2008) o processo de producao de lipases pode ser realizado por
diversos microorganismos, dentre eles os fungos se destacam por secretarem as lipases para o
meio extracelular, o que facilita a sua recuperac@o do meio de fermentacao.

A literatura também mostra varios estudos de producdo de lipase através de bactérias.
Dentre as bactérias produtoras de lipases, se destacam Pseudomonas sp., P. fluorescens,
Burkholderia cepacia, Burkholderia sp. e Arthrobacter sp. (SAAD, 2006). SAAD (2005)
empregou a lipase da B. cepacia, na produgao de ésteres etilicos a partir do 6leo de milho com
rendimentos préximos de 95%. BARON (2009) estudou o processo de producdo de ésteres
etilicos a partir do 6leo de mamona, empregando B. cepacia como catalisador; o melhor
rendimento em ésteres etilicos foi de 96%. CASTIGLIONI (2009) estudou a aplicacdo da
lipase B. cepacia na sintese enzimatica de biodiesel e verificou que os melhores rendimentos
foram encontrados quando se utilizou éter de petréleo como co-solvente, pH préximo de 6 e
concentracdo de etanol proxima da quantidade estequiométrica.

A lipase proveniente da bactéria Burkholderia cepacia vem sendo estudada e
empregada na sintese de biodiesel no Laboratério de Tecnologia Enzimética e Biocatdlise da
UFPR (FERNANDES, 2007; LIMA et al., 2002, 2004; SALUM, 2010; ZAGO, 2010).

Ensaios de atividade e estabilidade dessa lipase mostram que ela é estdvel em uma ampla
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faixa de pH (3 a 10) e mantém atividade em temperaturas relativamente altas (até 55°C)
(LIMA et al. 2002, 2004).
A Figura 6 apresenta o mecanismo de atuacdo das lipases na reagdo de

transesterificacdo enzimdtica para producdo de biodiesel, proposto por Al-Zuhair, Lig e Jun

(2007).
@\
[ S—H, [
i VR ‘ \ ], I
Z S A
> o |:‘l> H HuH i
Joe 1 iJr e T
4_ AV
&\_/ R /»Q )
Enzima Oleo Enzima T
COR
Complexo Enzima-Substrato {ES}
(B)
[ 3—rH R T 3—rH, R o
‘ . | AN I i LR
| i —r COR W =0 | |
e ST ]
HaH '
Ve = | ot —h,
//N H.io— — iH f“i ]
i
- i |
Enzima ‘ Enzima LR
(€S} R
©
—-_'_( H . T /& H . 3
‘ A o ——i \\\ |
;(' u—{| —0
|
\ - b :> \l_|1 URR‘“-‘.
M- T o ~ - H;
A s \H/\\T ek ' j—
Enzima Metanol Enzima
{E-Ac)
(D)

Enzima Enzima

Ester Metilico de

{E-AcB) Acido Graxo

FIGURA 6: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA REACAO DE TRANSESTERIFICACAO
CATALISADA POR LIPASES. FONTE: ZAGO, 2010.

22



Na etapa A da catdlise enzimadtica, o imidazol da histidina da enzima (base) desprotona
a hidroxila do &cido carboxilico da estrutura da proteina, j4 na etapa B tem-se a adicdo
nucleofilica, levando a formag¢do do complexo enzima-substrato e, em seguida, a molécula de
diacilglicerol é formada. Na etapa C, o dlcool é desprotonado pelo grupo amino da enzima,
levando a formacdo do intermediério e, por fim, na etapa D o préton € transferido do acido
conjugado do grupo amino da enzima, para o &tomo de oxigénio do complexo enzima-alcool,
tendo como resultado o éster alquilico do dcido graxo e glicerol (JAEGER e REETZ, 1998).

Para obten¢ao de biodiesel por catdlise enzimatica, alguns fatores devem ser levados
em consideracdo, tais como a quantidade de enzima, a razao molar entre os reagentes 6leo e
alcool, o tipo de dleo e dlcool, o uso ou ndo de solvente organico na reacdo, a temperatura da
reacdo, a quantidade de dgua adicionada na mistura e o reuso da enzima (RODRIGUES,
2009).

A quantidade de enzima utilizada pode ser limitada em funcdo do tipo de reator
utilizado nos ensaios, em reatores perfeitamente agitados quantidades elevadas de enzimas
podem dificultar a agitacdo, limitando a quantidade de enzima utilizada no reator. Isto pode
reduzir o rendimento da reacdo, considerando o mesmo tempo reacional, jd que quanto maior
a quantidade de catalisador maior € a velocidade da reacao.

Ensaios preliminares podem ser realizados para se determinar as melhores razdes entre
os reagentes, a fim de obter maiores conversdes de 6leo e adlcool em éster de biodiesel. O
alcool € utilizado em excesso para assegurar o deslocamento do equilibrio da reacdo em
funcdo da sintese, mas o excesso de dlcool pode inibir a enzima e, com isso, reduzir o
rendimento da reag@o ao invés de favorecé-lo. SAAD et al. (2005) testaram razdes de alcool-
o0leo de 3:1, 4,5:1 e 6:1 na etandlise do 6leo de milho, sendo maior o rendimento
correspondente a este ultimo (aproximadamente 95%). MORAIS et al. (2011) também
testaram a influencia de razdes molares na conversao de 6leo de soja e dlcool metilico em
ésteres. Para a razdo de 12:1 foi alcancada uma conversao de 99%. Com relacdo aos
substratos, o dlcool mais empregado em pesquisas é o metanol, sendo também bastante
utilizados o etanol, o n-propanol e o n-butanol (SALUM, 2010).

O uso de solventes em reacgdes de transesterificacdo é comum, uma vez que ele
contribui para a ndo desnaturacdo da enzima, podendo levar a maiores rendimentos e
favorecendo a reutilizacdo da enzima quando imobilizada. No entanto, a utilizacdo de
solventes apresenta adicdo de custos, devido a necessidade de uma etapa adicional no

processo para a recuperacdo do solvente. Sistemas em ausé€ncia de co-solvente vém sendo
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estudados, pois além de serem mais corretos do ponto de vista ambiental, eliminam etapas de
separacdo e recuperacdo do solvente. Este tipo de sistema tem sido empregado com bons
rendimentos (acima de 92%) para reacdes de transesterificagdo para produgdo de biodiesel,
entretanto, o tempo reacional € superior (HAJAR et al., 2009 apud SALUM, 2010; ISO et al.,
2001; SALIS et al., 2005).

A temperatura que favorece o maior rendimento da rea¢do pode ser determinada pela
realizagdo de ensaios em temperaturas diferentes, observando o rendimento obtido para o
sistema em cada uma das temperaturas estudadas. MORALIS et al. (2011) estudaram a reacdo
de transesterificacdo do 6leo de soja a 40 °C, 60 °C e 80 °C. As maiores conversoes (99%)
foram encontradas na temperatura de 40 °C. A 60 e 80 °C foi reportado a vaporizacdo do
alcool, principalmente nesta dltima, e os rendimentos de éster foram afetados. Além disso, em
temperaturas elevadas a enzima pode ser desnaturada.

A presenca de dgua no meio reacional € necessdria para promover a conformacio
correta para a enzima, permitindo que o sitio catalitico fique ativo. Entretanto, em uma reacao
de sintese, a 4gua em grande quantidade na mistura reacional pode causar o deslocamento do
equilibrio da reac@o no sentido da hidrélise do éster (VILLENEUVE, 2007).

A imobilizacdo enzimitica é bastante reportada na literatura (AMERICO et al., 2007;
BRAGA et al., 2005; BRANCO et al., 2004; MENONCIN et al., 2009). A utilizagdo de
suportes permite que a enzima possa ser reutilizada em outros ciclos cataliticos, por facilitar
sua recuperacao ao final da reacdo. CAVARLHO et al. (2006) relataram que quando a enzima
estd imobilizada ela € mais estdvel e fica menos sujeita a agentes desnaturantes. Além disso,
as enzimas imobilizadas ficam menos sujeitas a desativagdo ocasionadas por alteracdes de pH

e temperatura.

2.2.3.1. Trabalho experimental realizado por SALUM (2010)

Os experimentos de SALUM (2010) considerados no presente trabalho foram
realizados em escala de bancada e consistiram na utilizacdo de reator sob agitacdo contendo
inicialmente lipase imobilizada, dlcool e 6leo.

Em seus ensaios, o microrganismo utilizado foi a cepa de Burkholderia cepacia
LTEBI11 que secreta a lipase, deixando-a livre no solido fermentado. Este microrganismo foi
cultivado por fermentacdo de uma mistura de bagaco de cana-de-acucar e farelo de semente

de girassol (50:50 m/m) com umidade de 75% (base seca), a 29°C durante 96 h, e apresentou
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uma atividade de hidrélise de 234 + 11 U.gSS'l, determinada pelo método pNPP em meio
aquoso.

O ¢leo de soja e o etanol foram utilizados como substratos da reacdo. A composicao
do 6leo apresentou como acidos graxos (em percentagem m/m): palmitico 11,5; estedrico 3,6;
oleico 27,2; linoleico 52,5 e linolénico 5,2; tendo uma massa molecular calculada de 871,34
g/mol (SALUM, 2010).

SALUM (2010) estudou, ainda, o efeito do etanol na atividade lipolitica do s6lido
fermentado, pois € reportado na literatura referente a transesterificacdo enzimatica o efeito de
inibicdo de lipases pelo dlcool. A atividade lipolitica sofreu influéncia do etanol: com o
aumento da razdo molar de dlcool:6leo a conversdo foi reduzida, atingindo somente 7,7% de
conversdo quando se utilizou a razao molar alcool:6leo 12:1.

Os ensaios foram realizados em auséncia de co-solvente, apresentando conversao
maxima de aproximadamente 50% apds 96 h de ensaio. Diferentes razdes molares foram
testadas, conforme mostra a Tabela 1. Pode-se observar que a melhor conversado foi obtida na
razdo molar alcool: 6leo de 3:1, esse dado revela que o dlcool, quando utilizado em excesso,
reduz o rendimento da reacdo pelo processo de desnaturacdo da enzima e, portanto, que o
alcool em excesso na catdlise enzimdtica pode ndo ser vantajoso. Conforme esperado, na
proporcdo de 12:1 foi obtido o menor rendimento em ésteres de biodiesel, devida a maior
inibicdo pelo substrato dlcool.

TABELA 1: INFLUENCIA DA RAZAO MOLAR ALCOOL:OLEO NA REACAO DE

TRANSESTERIFICACAO EM REATOR SOB AGITACAO CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO
PRODUZIDO POR Burkholderia cepacia LTEB11.

Tempo (h) Conversao em Conversao em Conversao em Conversio em
ésteres (%), 3:1  ésteres (%), 6:1  ésteres (%), 9:1  ésteres (%), 12:1
24 8.4 4,5 30 1.9
48 29,1 10,3 5.8 3.9
72 442 15,3 9.1 6.0
96 49,2 21,8 12,1 7.7

DADOS EXTRAIDOS DOS E}RAFICOS DO TRABALHO ORIGINAL DE SALUM (2010) UTILIZANDO O
SOFTWARE ORIGIN VERSAO 8.5.1. FONTE: SALUM (2010).

Outra varidvel testada foi a quantidade de dgua adicionada nos ensaios, conforme
mostra a Tabela 2. As condi¢des experimentais foram assim mantidas: razdo molar

alcool:6leo 3:1, temperatura de 37°C, orbital de 180 rpm.

25



TABELA 2: INFLUENCIA DO TEOR DE AGUA NO MEIO REACIONAL NA REACAQ DE
TRANSESTERIFICACAO EM REATOR SOB AGITACAO, CATALISADA PELO SOLIDO
FERMENTADO PRODUZIDO POR Burkholderia cepacia LTEB11.

Tempo Conversdo (%) na concentragdo (massa de dgua / massa total de substrato)

(h) Auséncia de dgua 0,5 1 5 10%
0 0 0 0 0 1,3
24 3,2 6,7 8,2 5,4 1,3
48 7,3 21 24,5 9,2 1,5
72 13,3 36,2 40,8 10,9 1,5

DADOS EXTRAIDOS DOS E}RAFICOS DO TRABALHO ORIGINAL DE SALUM (2010) UTILIZANDO O
SOFTWARE ORIGIN VERSAO 8.5.1. FONTE: SALUM (2010).

Foram observados maiores conversdes quando adicionado 0,5% e 1% (m/m total de
substratos) de dgua no meio reacional. Ao acrescentar 10% de dgua, a conversdo ficou em

torno de 2% apenas.
2.3. CINETICA ENZIMATICA NA PRODUCAO DE BIODIESEL

O objetivo de estudos de cinética enzimdtica é desenvolver expressdes matematicas
que descrevam a dependéncia da velocidade da reacdo nos vérios fatores, tais como a
concentracdo da enzima, a presenca ou auséncia de inibidores, o pH e a temperatura.

Alguns trabalhos (AL-ZUHAIR et al., 2007; CHEIRSILP et al., 2008; FJERBAEK et
al., 2009) mostram estudos onde modelos baseados no mecanismo de Ping Pong Bi Bi se
ajustam para explicar a cinética de reacOes de transesterificagdo para a produgdo de biodiesel.
Eeste mecanismo envolve dois substratos (6leo e dlcool) e dois produtos (um éster € um grupo

alcool livre no glicerol), Figura 7.

A P B Q

E EA-FP F FB - EQ E
FIGURA 7: REPRESENTACAO GERAL DO FUNCIONAMENTO DO MODELO DE PING PONG BI BI

Na representacdo do mecanismo Ping Pong Bi Bi, A e B s@o os substratos, P e Q sdo
os produtos, E € enzima livre, F é enzima substituida, e EA-FP e FB-EQ sdo complexos de
transi¢do. No caso especifico da reacdo de transesterificagdo enzimdtica de 6leos vegetais,
ocorre o ataque da lipase ao triacilglicerol, formando um complexo enzimatico acilado e

liberando o diacilglicerol. O complexo € atacado pela espécie dlcool, dando origem ao éster e
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liberando a enzima para o inicio do novo ciclo. Essa mesma reacdo acontece com o
diacilglicerol e o monoacilglicerol.

AL-ZUHAIR et al. (2009) utilizaram o mecanismo Ping Pong Bi Bi, com inibicao
competitiva, para simular o sistema de producdo de biodiesel composto por lipase imobilizada
em ceramica, Oleos residuais de cozinha, solvente organico e metanol, considerando as
resisténcias de transferéncia de massa dos reagentes.

KROUMOV et al. (2007) e CHEIRSILP et al. (2008) desenvolveram modelos
matematicos para a cinética de reacdes catalisadas enzimaticamente para producdo de
biodiesel. No primeiro trabalho, foram utilizados trés tipos de alcodis diferentes na presenca e
auséncia de co-solvente. O segundo trabalho, partindo do mecanismo Ping Pong Bi Bi,
descreve a cinética enzimatica de um sistema de 6leo de palma e etanol, livre de co-solvente,

e propde dois modelos diferentes.

2.3.1. Primeiro modelo proposto por CHEIRSILP et al., 2008.

O primeiro modelo de CHEIRSILP et al. (2008) considera o complexo de reagdes
mostrado na Figura 8. No destaque da figura a enzima, E, pode sofrer duas reacdes distintas.

Elas sdo mostradas nas reacoes 01 e 02:

ST
TE-D
D
°l 7
: .
K ¢
W <t \4 T ™M
F M\ /
Kys| | Koy
Kis
ke 7 E.M

FIGURA 8: COMPLEXO DE REACOES PARA O PRIMEIRO MODELO PROPOSTO POR CHEIRSILP et
al., 2008. Adaptado de CHEIRSILP et al. (2008).
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k23

E o AIE
k22 (01)
kq
EoTE
k2 (02)

onde Al corresponde ao dlcool, k3 e ky; as constantes de velocidade do sentido direto e
inverso, T ao triacilglicerol, e k; e k; as constantes de velocidade do sentido direto e inverso,

respectivamente.

A reacdo 01 mostra o efeito inibitério do etanol, que ocorre se a enzima forma
complexo com o dlcool. A outra reacdo, em destaque na figura 8, mostra a formacao do
complexo enzima-triacilglicerol. Esse triacilglicerol € quebrado em diacilglicerol, D,
formando o complexo enzima-diacilglicerol-dcido graxo livre, EDF, conforme mostra a

reacdo 03:

k4
ET & EDF
k3 (03)
onde k4 € k3 s@o constantes de velocidade no sentido direto e inverso, respectivamente, da

reacdo 03.

O complexo EDF formado é quebrado para formar o complexo EF, conforme mostra a

reacdo 04:

ks
EDF « EF
ke (04)
onde ks e ks s@o constantes de velocidade no sentido direto e inverso, respectivamente, da

reacdo 04.

O complexo EF formado, ap6s quebra do diacilglicerol, poderd seguir rotas distintas,

destaque da Figura 9.

28



16
ET - TR E.D
k.| |k, D fD
T T kil | ks
k Al .
225?I /
E.Al RN E K - E
23 AI 20 \ ’ M
F M‘\ /.«"
k13 Jkl-l
kg

-
EGF T k. EM

FIGURA 9: DESTAQUE PARA O COMPLEXO EF E AS POSSIVEIS ROTAS DE REACOES POSSIVEIS.
Adaptado de CHEIRSILP et al. (2008).

A reacdo 05 mostra a rota onde o monoacilglicerol se junta ao complexo EF,

formando um novo complexo enzima-monoacilglicerol-4cido graxo livre, EMF:

k12
EF « EMF
ki1 (05)

onde kj, e ki1 s@o constantes de velocidade no sentido direto e inverso, respectivamente.

A reacdo 06 mostra a formac¢do do complexo enzima-diacilglicerol, ED:

k10
EMF < ED
k9 (06)

onde ko € ko s@o constantes de velocidade no sentido direto e inverso, respectivamente-

A enzima libera o acil, ficando em sua forma livre, conforme mostra a reagao 07:

kg
ED S E
k7 (07)

onde kg e k7 sdo constantes de velocidade no sentido direto e inverso, respectivamente.
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A reagdo 03 mostrou a formacdo do complexo EF. Outra rota possivel para esse

complexo seria a hidrélise do dcido graxo livre, conforme mostra a reacao 08:

k21
EF « E
ko0 (08)

onde ky; € kyo s@o constantes de velocidade no sentido direto e inverso, respectivamente.

A enzima livre formard um novo complexo da enzima com o monoacilglicerol, EM,

conforme reacgdo 09:

k13
E o EM
k14 (09)
onde k3 e ki4 s@o constantes de velocidade no sentido direto e inverso, respectivamente.

A reacdo 10 mostra a formag¢do do complexo EGF, enzima-glicerol-acido graxo:

k15
EM  EGF
k16 (10)

onde k5 € ki s@o constantes de velocidade no sentido direto e inverso, respectivamente.

O glicerol € entdo liberado, voltando a formacao do complexo EF, de acordo com a

reacdo 11:

k17
EGF  EF
kig (11)

onde k7 e ki3 s@o constantes de velocidade no sentido direto e inverso, respectivamente.

O éster é formado e liberado, assim com o alcool, e a enzima fica em sua forma livre,

onde podera ser iniciado um novo ciclo, reacdo 12:

19
EF——E (12)

onde k9 € constante de velocidade no sentido direto.
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2.3.2. Segundo modelo proposto por CHEIRSILP et al., 2008.

A Figura 10 mostra o sistema de reacdes pressupostas para o segundo modelo:

EAl —  —
kig Al

/Es

F F Nx D
F k W al )k M
10
F o EM — / E
GU ke >
FIGURA 10: SEGUNDO MODELO PROPOSTO POR CHEIRSILP ef al. (2008). Destaque para a enzima

formando complexo com o triacilglicerol, diacilglicerol, monoacilglicerol e 4cido graxo livre. Adaptado de
CHEIRSILP et al. (2008).

=
L
=
-1

ol

A enzima forma o complexo com o triacilglicerol, diacilglicerol, monoacilglicerol e
acido graxo livre, ET, ED, EM e EF, respectivamente. O complexo EF podera liberar o acil e
ficar livre novamente para catalisar outra rea¢ao de sintese, ou uma reacao de hidrélise. Se o
alcool entrar na reacao, € liberado éster e a enzima fica livre para um novo ciclo. O complexo
ET pode ainda liberar o acil, deixando a enzima livre, que poderd sofrer inibi¢do pelo dlcool.

No trabalho de CHEIRSILP et al. (2008), foi mostrado que os modelos desenvolvidos
apresentam equagdes com flexibilidade matemadtica para se ajustar aos resultados obtidos na

reacdo de transesterificagdo enzimatica.

2.3.3. Modelo proposto por KROUMOV et al., 2007.

Este modelo tem por base um mecanismo simples de transesterificacdo. As reacdes

elementares 13 a 15 foram consideradas:

T+Al—E 5 D+Es (13)

D+ Al—5>M +Es (14)
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M+ Al——>G+Es (15)

onde 7, D e M correspondem ao triacilglicerol, diacilglicerol e monoacilglicerol,
respectivamente; G e Es correspondem aos produtos glicerol e o éster de biodiesel,

respectivamente; Al corresponde ao dlcool utilizado nas reagdes e E corresponde a enzima.

Para descrever a cinética, KROUMOV et al. (2007) consideraram que o triacilglicerol
forma complexo com a enzima, formando o complexo TE. O &lcool interage com esse
complexo formando éster, quebrando o triacilglicerol em diacilglicerol. A enzima fica livre e
forma um novo complexo com o diacilglicerol, ED. O dlcool também interage com esse novo
complexo, levando a formacgdo do éster, a liberacdo do monoacilglicerol e a liberagdo da
enzima. O monoacilglicerol também forma complexo com a enzima € com o &lcool,
formando, posteriormente, o éster, o glicerol e a enzima livre, que pode iniciar um novo ciclo.

As reacdes de 16 a 21 mostram essas reacdes intermedidrias:

k1
T+E&TE
k2 (16)
TE+Al—3 sD+ Es+E
(17)
k4
D+E < DE
ks (18)
k
DE+Al—>sM + Es+E (19)
k7
M+ E < ME
k8 (20)
k
ME+ Al—>G+Es+E 1)

onde TE, DE e ME correspondem, respectivamente, ao complexo triacilglicerol-enzima,
diacilglicerol-enzima e monoacilglicerol-enzima; Al corresponde ao dlcool; Es corresponde ao
éster formado; k; e ky, ks e ks, e ky e kg correspondem, respectivamente, as constantes de
velocidade da reacdo 16, 18 e 20; k3. ke € ko correspondem as constantes de velocidade no

sentido direto das reagdes 17, 19 e 21, respectivamente.
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2.4  MODELAGEM MATEMATICA, SIMULACAO E OTIMIZACAO

As ferramentas de modelagem e simulagc@o ajudam no entendimento do funcionamento
dos reatores e das reacdes, pois o comportamento do sistema pode ser avaliado sem que para
1SS0 sejam necessdrios ensaios experimentais. Nesse contexto, a modelagem pode ser usada
como uma ferramenta para avaliar o potencial de novas configuragdes para o reator.

Pelo fato da funcdo objetivo para estudos de cinética de processos quimicos
geralmente apresentar varios pontos de minimo local, é necessdrio aplicar uma técnica de
otimizagdo que busque o minimo global e, dentre as técnicas robustas, o0 método de algoritmo

genético € considerado um método heuristico de otimizacao razoavel (CARVALHO, 2009).

2.4.1. Algoritmo Genético

O algoritmo genético, AG, é um método de otimizagdo e busca inspirado nos mecanismos de
evolugio de populacdes de seres vivos (GALVAO et al., 1999). Foi introduzido por John Holland
(HOLLAND, 1975) e popularizado por um dos seus alunos, David Goldberg (GOLDBERG,
1989). Este algoritmo segue o principio da selecdo natural e sobrevivéncia do mais apto, declarado
em 1859 pelo naturalista e fisiologista inglés Charles Darwin em seu livro A Origem das Espécies. De
acordo com Charles Darwin, "Quanto melhor um individuo se adaptar ao seu meio ambiente,
maior serd sua chance de sobreviver e gerar genes parentais" (DARWIN apud CARVALHO ,
2009).

FERREIRA (2006) descreve o AG através dos seguintes passos: primeiro € criada uma
populacdo de solugdes potenciais, chamadas cromossomos, geralmente aleatoriamente, em
que cada cromossomo representa um ponto dentro do espaco de solucdes. Eles sdo
codificados por sequéncias de valores bindrios, inteiros ou reais, que guardam sua informac¢do
e permitem que lhes sejam atribuidos valores de aptiddo, através dos quais 0s cromossomos
serdo selecionados ou para constituirem uma populacdo intermedidria ou para serem
descartados.

Segundo vem o processo de reproducdo. Este processo consiste em alocar os
cromossomos aptos na populagdo intermedidria, ou seja, abriga um percentual dos melhores
cromossomos da populagdo inicial que dardo origem a uma nova geragao.

Os operadores de crossover e a mutacao sdo introduzidos na reproducdo. Eles sdo os
principais mecanismos de busca do AG para explorar regides desconhecidas do espago de

busca. O operador crossover é aplicado a um par de cromossomos retirados da populagdo
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intermedidria, gerando dois cromossomos filhos. Cada um dos cromossomos parentais tem
sua cadeia de bits cortada em uma posic¢ao aleatéria. Nao ocorrendo o crossover, os filhos
serdo iguais aos parentais, permitindo que algumas solucdes sejam preservadas. O outro
operador aplicado € a mutacdo que inverte os valores dos bits, de 1 para 0 ou de O para 1,
melhorando a diversidade dos cromossomos na populacio (GALVAO et al., 1999).

Cada membro formado € avaliado e recebe um valor de aptiddao. A funcdo objetivo
resulta em uma medida de performance com respeito a um conjunto particular de parametros
e a aptidao transforma esta medida em alocacao de oportunidades reprodutivas.

Muitos algoritmos utilizam a estratégia do elitismo. Essa estratégia consiste em
‘copiar’ um ou mais individuos mais aptos de uma geragdo para a geracdo seguinte,
objetivando a eliminagdo do risco de serem perdidos durante a fase de reproducado
(MAGALHAES, 2006).

Ao final da reprodugdo, verifica-se uma populacdo de mesmo tamanho da inicial, mas,
quase sempre, com individuos mais aptos que os da anterior. Entdo, o processo € repetido até
que um critério de parada seja satisfeito.

A grande vantagem do algoritmo genético em relagdo a outros métodos de otimizacao
€ o0 uso de uma populagdo de solu¢des potenciais no inicio do processo, ao invés de um tnico
ponto de partida. Dessa forma, as solu¢des sdo direcionadas para convergir para 6timos locais

tornando o método mais robusto (FERREIRA, 2006).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As pesquisas sobre a cinética da transesterificacdo de dleos vegetais com enzimas
como catalisadores nio tratam, em sua grande maioria, sobre meios livres de solventes
durante a reacdo. A proposta deste trabalho é o estudo da cinética de um sistema de
transesterificacdo enzimdtica livre de co-solventes. Para isso, foram utilizados os dados
extraidos da tese de doutorado de SALUM (2010).

SALUM (2010) utilizou um tanque sob agitacdo contendo inicialmente lipase
imobilizada, etanol e 6leo. A abordagem cinética serd realizada tomando como base trés
modelos propostos pela literatura: dois modelos propostos por CHEIRSILP et al. (2008) e um
modelo proposto por KROUMOV et al. (2007).

3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo comparativo entre trés diferentes modelos, obtidos na literatura, da
cinética da transesterificacdo enzimdtica em auséncia de co-solventes, utilizando dados

experimentais obtidos por SALUM (2010) para obten¢do dos parametros cinéticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar a cinética de lipases em reacOes de transesterificacdo em sistemas livres de
co-solvente. Para isto serdo utilizados os modelos propostos por CHEIRSILP er al. (2008) e
KROUMOV et al. (2007);

- Obter os parametros cinéticos de cada modelo usando o método de otimizacdo do
Algoritmo Genético (dados experimentais provenientes de SALUM, 2010);

- Comparar os diferentes modelos, visando obter aquele que melhor se adéqua aos

dados experimentais de SALUM (2010).
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4. MODELAGEM DO PROCESSO

4.1.  MODELOS CINETICOS

Os modelos para descricdo cinética da transesterificagdo enzimatica de 6leo de soja e
etanol em éster de biodiesel foram obtidos a partir de CHEIRSILP et al. (2008) e
KROUMOV et al. (2007). A seguir, serdo apresentadas as equagdes obtidas dos sistemas de

reacOes mostrados no item 2.3 do presente trabalho.

4.1.1. Modelo 01
A representacdo do modelo € apresentada na Figura 11, proposto por CHEIRSILP et
al. (2008).

-
k.~ EM

FIGURA 11: APRESENTA O COMPLEXO DE REACOES PARA O PRIMEIRO MODELO PROPOSTO
POR CHEIRSILP et al. (2008).

O modelo € baseado no pressuposto de equilibrio rdpido da formacdo do complexo
enzima-substrato nas reagdes 02, 07, 08 e 09, da subsecao 2.3.1. Em cada caso, isto faz com
que a velocidade de consumo do substrato seja diretamente proporcional a concentracdo do
complexo. O pressuposto de equilibrio rdpido sugere que a formagdo dos complexos ET, ED,
EF e EM acontece de forma rdpida nao aparecendo nas equagdes de velocidade. Assumindo
isto as equacOes 22 a 28 representam a variagdo dos reagentes e produtos consumidos e

formados ao longo do tempo:
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% =—k,[ET]+k,[EDF]

% = k3[ET1—k,[EDF]+ ko[ ED]+ kyo[ EMF]

aim] g‘f] = ko[ED]—ko[EMF]—k;s[EM]+k ;[ EGF]

dl6] _ ks[EM—k,;|[EGF]

dlF]__aw]
dt dt

= k3[ET] —k4[EDF]+ k9[ED] _kIO[EMF] +k15[EM] -

_k16 [EGF] - k19 [EF]

d [Es]
dt

=ko[EF][Al]

d|Al
% =k, [EN[Al)+ k[ EAll—kyo[EF|[Al]

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

onde E € a enzima livre e ET, ED, EM, EF, EDF, EMF, EGF e EAl siao os diferentes
complexos entre a enzima e as espécies Triacilglicerol (T), Diacilglicerol (D),

Monoacilglicerol (M), Acido Graxo Livre (F) e Alcool (AD).

Equacdes 29 a 33 mostram as relacdes entre as concentragdes dos complexos enzima-

substrato e seus respectivos componentes, conforme o pressuposto de equilibrio répido:

[ET]= ]’:—I[E] 7]

2

(29)
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k7
[lﬂ9]=*z—[lﬂ[lﬂ
8 (30)

k
[EM]=-2[E][M]
kia (31)

kyo [ENIM]

[EF]=
ko W]

(32)

[li4l]==£2§5[l?]b4l]
ks (33)

Equacao 34 mostra a relacdo entre a concentragdo total da enzima, a concentragdo da enzima

livre e as concentracdes desses complexos:

=[E|+[ET]|+|[ED]+[EM]+[EF]+[EDF]+[EMF]+[EGF]+|[EAI]
(34)

onde E7 corresponde a concentracdo total da enzima (nas formas livre e complexada).

Pela substituicdo das equagdes 29 a 33 nas equacdes 22 a 28 e através de

manipulacdes algébricas, sdo obtidas as equagdes de 35 a 42:

dlr] = (— V - [T]+VrT mj{}i %] (35)

dt W]

d[D] ([T]V v, [F][D] —v_[p]+v, [F‘]LM]j[E*]

i0) ] 0
% ) ([D]Vmb -V, [?[Vﬂf] BCAC %jw ! (37)
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dlG] _y [FIGIY ...,
(b v N
d[F] +V +V 7] + + +V . [Al *
(b v Dl -, Db vl D ) N
dw]__dlF]
dt  dt (40)
d[E ] <] .
Casl v, i "
dad_ (, Fle g
(v oy e N
onde [T], [D], [M], [F], [G], [W], e [Al] correspondem as concentra¢cdes molares de

triacilglicerol, diacilglicerol, monoacilglicerol, dcidos graxos livres, glicerol, dgua, e dlcool,

respectivamente, V1, Viup, € Vi s30 as razdes entre as constantes de hidrélise do 7, D e M,

Vry, Vrp, € V) representam as razdes entre as constantes de re-esterificacdo de 7, D e M,

respectivamente; V,gs € a razdo entre as constantes de esterificacdo dos etil ésteres.

As Equacdes de (43) a (49) mostram a defini¢do das razdes entre essas constantes.

k k

mT = — (43)
k2
k. k

mD = _— (44)
kS
k.k

Vi = (45)
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V’ — 207719 (46)

VrT — k4k6k20 (47)
k5k21
— klOkIZkZO (48)
® kllkZI
— kl()lekZO (49)
™ k17k21
A equagdo 50 define [E*]:
[ 4] £, ] (50)

1+K,,[r]+k,,[D]+K,, [M]+K,, ([F%/)( 14K, [D]+ K e M ]+ K [G]+ (%1 D

onde [E7] € a concentracdo molar total de enzima; K7, Kyup, Kny, Kinr, Knpr, Kmmr, € Kncr
sdo as razdes das constantes de equilibrio das reacdes contendo as espécies T, D, M, F, DF,

MF, e GF, respectivamente e K; € a constante de inibicao do dlcool.

As razdes entre as constantes de equilibrio, K1, Kinp, Ky, Kinr, Kmpr, Knmr, € Kincr,

sdo definidas a seguir, respectivamente, pelas Equacdes (51) a (57):

k
K ==L 51
mT k2 ( )
k
K == 52
mD k8 ( )
k
K,y =-2 (53)
" k14
k
K, =2 (54)
" k21
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K .= 55

"o k5k21 ( )
k,,k

K — 127420 56

i k11k21 ( )

KmGF — k18k20 (57)
kl7k21

onde k; a k3 sdo constantes de velocidade do complexo de reacdes do primeiro modelo

mostrado no item 2.3.

A constante de inibicao é definida pela Equacao (58):

k
K =2 (58)
k22

onde K; relaciona as constantes de equilibrio da equagao 0O1.

4.1.2. Modelo 02

O sistema de reacdes do modelo € apresentado na Figura 12.

Al
o kiz A e T‘-a-_ k1m ks /'I-:-
BRI VAL
D

ks

Eg/ ﬁ
Es

b AI
N T . N _
13| ™14

k
F/||YF ﬁd\
F k W al )k M
RN EM —f— / E
GU ks -

FIGURA 12: REPRESENTACAO DO SEGUNDO MODELO PROPOSTO POR CHEIRSILP et al. (2008).
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No segundo modelo proposto por CHEIRSILP et al. (2008) é apresentada, em
destaque, a enzima formando complexo com o tri, di, monoacilglicerol e 4cido graxo livre. As
equacgoes de 59 a 65 sdo obtidas a partir do complexo de reacdes para o modelo 02, proposto

por CHEIRSILP et al. (2008):

dlr] *
=Wy Wl+v . [aDlr]E] (59)
@ = ((V,,r W1+ V. [ADIT]- v, p W]+ V., [ADDDIET
1 (60)

dm] _ (V,p W]+ V. [AIDID] -V, W]+ V., [ALDIM DIET

dt (61)
Q;L4nqu+anmuuwr
t (62)
@ =V, [T1+V,  [D)+V,p [M YW -V, [FTAIDIET
t (63)
daw] _

o=V 114V, [D]+V,,, [M DIW]ET
t (64)

B AL v DV Vo D V. [FIATLET (65)

onde [T7], [D], [M], [F], [G], [W], e [Al] correspondem as concentracdes molares de
triacilglicerol, diacilglicerol, monoacilglicerol, dcidos graxos livres, glicerol, dgua, e dlcool,

respectivamente, Viyr, Vip, Vimm € Vegs s30 as constantes de hidrdlise do 7, D e M.

As Equagdes (66) a (69) mostram a defini¢ao de V5, Viup, Viam, € Vers:

y Kk (66)
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_ k11k19

VmD -
klO
_ k5k7
mM k6
VeEs — k15k13
k14

As constantes de etandlise Ver, Vep, € Veum sdo dadas pelas Equagdes (70) a (72):

v, = kiks
k2

VeD = k7k8
k6

VeM — k9k12
kl()

A expressdo que define [E*] é dada pela Equacao (73) mostrada a seguir:

) 1-l_I(mT[T]—i_I{mD[l)]-l_I(mM [M]+KmF [F]+(AZ/K1)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)

onde [Er] € a concentracdo molar total de enzima (incluindo as formas livre e complexada);

Kur, Kup, Ky, Kinr, € Kpsdo as razdes das constantes de equilibrio das reagdes contendo as

espécies T, D, M e F, respectivamente.

As equacdes (74) a (77) definem as constantes K, Kyup, Kuy, Knr, € K.
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K, =—L 74
mT k2 ( )
k
K . =— 75
mD k6 ( )
k
K,,=-"2 (76)
d k14
K, = kiy 7
k16

onde k; a kj7 sdo constantes de velocidade do complexo de reacdes do segundo modelo

mostrado no item 2.3.

4.1.3. Modelo 03

KROUMOV et al. (2007) consideraram as seguintes hipdteses, 78 e 79, no

desenvolvimento do modelo:

r[TE](t) ZT[DE](I) ZT[ME](I): 0 (78)

Ch =C.,()+ Cyy(6) + iy () +C e (0) (79)

onde r corresponde a velocidade de cada reacdo considerada e C,, corresponde a concentracido
total de enzima, C () corresponde a concentragio de enzima ativa e
Clre) (1), Crpp(2) € C[ME](t) sdo as concentracOes dos complexos enzimdticos [TE], [DE] e

[ME], respectivamente.

A hipétese mostrada pela equacdo 78 mostra que para cada complexo, a velocidade de
formacgdo € igual a velocidade de consumo, fazendo com que a concentracdo do complexo
permanega constante ao longo do tempo. A equacdo 79 relaciona que a soma de todas as

formas da enzima € constante.
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As equagdes de 80 a 82 representam as velocidades médximas das reacdes 16, 18 e 20,

da secao 2.3.3. e foram utilizadas como simplificacdes para o modelo:

Vi a (1) = k,C (I)Cg

(30)
VmaxB (t) = k6CAl (t)C;

1)
Ve () = k3C (t)CA’E

(32)

As equacdes de 83 a 85 representam relagdes matemadticas estabelecidas pelo autor e

utilizadas como simplifica¢cdes no modelo:

(k, +k,C,, (1))

KmA (t) =

k (83)
K =% TkCu®)

ky (84)
K (0= Ktk Cu®)

ks (85)

Ap6s as simplificagdes, e conhecendo-se as concentracdes, as velocidades de reagdo

de T, D e M nas equacdes 12, 13 e 14 foram descritas pelas equacdes 86 a 88:

()= — k5 (¢ Jlom, , (1) max , C,. (1)
TS kg, (O kmy, (Okm,, (6) + Cy (0kmy (1)kmy, (1) + C p, (0)kimy, (£)kimy, (£) + C,, (1) kmy, (1)kmy(1)] (86)

()= — ki, (¢ Jkm,, (¢ )V max, C, ()
DS amy, (O, (D, (8) + Cp 8k (8)kimy (£) + C ) (6 ki (¢)km, , (1) + C,, (0, (), (1)) 87)
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(t) = — kmy, (t)kmm (t)V max,, C, (1)
I Ty (ko (1 kom (1) + C (0)kamy (6K (1) + Co (kg (6K (1) + Cy (ki (ks (0] (gg)

Através das simplificacdes provenientes da aplicacdo das hipdteses ja mostradas e

aplicando o balanco molar para cada espécie, sao obtidas as equacdes 89 a 94:

d(C, (1))

=l (1)

dt (52)

d(Cyt) Ipys(0) =7, 1, (1)
dt 0

M = rM,14 (t) — rD,13(t)
dt oD

M =1 () + 1y O + 1 15(0)
dt .
dCt)__,.
dt ’ ©3)
M =1y (O) =1y 14 () = 7 15 (1)

dt oY

onde r,,(t), ry;;()e r, ,(t)correspondem as velocidades para reagbes 12, 13 e 14,

respectivamente, da subsegdo 2.3.3.; C,, (1), C, (r) e C., (t)correspondem s concentragdes de

alcool, glicerol e éster formado, respectivamente.

4.2.  OBTENCAO DOS PARAMETROS CINETICOS DOS MODELOS

A descricdo do modelo matemadtico para o reator em batelada contendo enzima
imobilizada foi realizada partindo do balan¢o de massa do sistema em questdo. Considerando
que a concentracdo das espécies reagentes € espacialmente uniforme, € como o volume do

reator permanece constante, o balanco de massa € expresso pela equagdo 95:

lﬂ;ﬂ:]g 95)
V dt dt
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onde V € o volume do reator (considerado constante); N; corresponde ao nimero de moles da
espécie i; C; corresponde a concentracdo da espécie i no sistema; R representa a cinética do

sistema.

Para a modelagem e otimizacdo do sistema foi considerado que o sistema era
1sotérmico e perfeitamente agitado.

No presente trabalho, os parametros cinéticos associados aos modelos cinéticos foram
obtidos utilizando a ferramenta do algoritmo genético na otimizacao dos dados experimentais.

O algoritmo genético utilizado foi o Toolbox Genetic Algorithm and Direct Search
versao 2.3 do Matlab versao 7.6 (R2008a). O algoritmo foi executado com uma populagdo de
100 individuos ao longo de 500 geracdes. O crosssover escolhido foi o crossover uniforme
implementado através da funcdo crossoverscattered. Por padrdo, o Matlab gera 80% da
geracdo seguinte através de crossover. Mutagdo, por sua vez, foi implementada através da
funcdo mutationadaptfeasible, que gera direcdes randomicas que sdo adaptativas com respeito
a dltima geracdo. Outra configuracdo utilizada foi o elitismo, com a manutencdo dos dois
melhores individuos de uma geragdo para a geracdo seguinte. O método de selecdo utilizado
foi amostragem estocdstica uniforme.

A funcdo objetivo utilizada foi a soma dos quadrados das diferencas entre os dados

experimentais e as varidveis simuladas, conforme equagdo 96:

fo= ZZ(EWM - ESJ.!J.)Z
i (96)

onde i corresponde ao nimero da amostra do ensaio j e E,,, € a concentra¢do de éster etilico
obtida e E; corresponde a concentracdo de éster etilico calculada pelo modelo. A busca foi

feita para o minimo desta soma.

A estimativa inicial dos parametros foi retirada de CHEIRSILP et al. (2008),
considerando uma margem de +50% para os dois primeiros modelos testados e KROUMOV

et al. (2007), considerando uma margem de +50% para o terceiro modelo testado.
4.3. MODELAGEM E SIMULACAO DA CINETICA ENZIMATICA

Os dados experimentais utilizados para a modelagem e otimizacdo foram extraidos do

trabalho de SALUM (2010). Nestes experimentos, realizados em um reator sob agitacao
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orbital de 180 rpm, o maior rendimento alcancado em um tempo reacional de 96 horas, 52%,
conforme mostra a tabela 1, foi obtido quando foram utilizados 30 mmol de dlcool e 10 mmol
de 6leo de soja (que representa, portanto, uma razao molar — RM — de dlcool:6leo de 3:1 e 1%
(m/m) de dgua no meio reacional. Para todos os ensaios a temperatura foi mantida constante e
igual a 37°C e foram utilizados 1,5 g de sélido fermentado.

Todos os dados experimentais foram utilizados simultaneamente na obtencdo dos

parametros cinéticos.

TABELA 3: DADOS OBTIDOS EXPERIMENTALMENTE POR SALUM (2010) UTILIZADOS NA
OTIMIZACAO E SIMULACAO DO PRESENTE TRABALHO.

CONJUNTODE | ) RM % AGUA  CONVERSAO
ALCOOL OLEO ) T (°C) ) TEMPO (h)

TREINAMENTO ALCOOL: OLEO (m/m) MAXIMA (%)

T Etanol Soja 3:1 37 1 52 96

T, Etanol Soja 3:1 37 0,5 49,6 96

T3 Etanol Soja 3:1 37 0 18,9 96

Ty Etanol Soja 9:1 37 1 12,1 96

Ts Etanol Soja 3:1 37 5 11,7 96

Fonte: SALUM (2010).

O erro, E, e o rendimento, X (¢), foram calculados segundo proposto por KROUMOV
et al. (2007), equacdes 97 e 98, respectivamente:

=

. {Xﬂp(r)—X(r)T

o | max(X, ) 97)
3C, (t =0) 98)

onde X,,, (t) € o rendimento experimental no tempo #; Cp (t) corresponde a concentragdo de
biodiesel no tempo t; e Cp (t = 0) e Cr (¢t = 0) corresponde a concentracdo de biodiesel e

triacilglicerol, respectivamente, no tempo ¢ = 0.

O sistema de equagdes diferenciais ordindrias foi integrado utilizando a ferramenta
odel5s do Matlab, a qual € uma ferramenta apropriada para resolver equagdes diferenciais
ordindrias com tolerdncia de erro relativo 10 e tolerancia de erro absoluto 107.
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O modelo foi validado utilizando os dados experimentais obtidos nas condi¢des

mostradas na tabela 4.

TABELA 4: DADOS OBTIDOS EXPERIMENTALMENTE POR SALUM (2010) UTILIZADOS NA
VALIDACAO DOS MODELOS APRESENTADOS.

CONJUNTO h
. , RM: % AGUA  CONVERSAO  TEMPO
DE ALCOOL OLEO | . T (°C) .
5 ALCOOL:OLEO (m/m)  MAXIMA (%) (h)
VALIDACAO
Vi Etanol Soja 3:1 37 1 49,2 96
V, Etanol Soja 6:1 37 1 21,8 96

Fonte: SALUM (2010).

No préximo capitulo serdo mostrados os resultados obtidos para os conjuntos de dados

de treinamento, T;, T, T3 € T4, € os dois conjuntos de validacdo V; e V,.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi desenvolvida uma estratégia de simulacio e otimizacdo para determinar qual dos
trés modelos conseguiu se ajustar melhor aos dados de SALUM (2010). A ferramenta de
otimizagdo de algoritmo genético foi utilizada para determinar os parametros que deram o
melhor ajuste para cada um dos modelos e, com base no menor somatério dos erros, o melhor
modelo foi selecionado.

Neste capitulo, serdo mostrados os resultados obtidos a partir do ajuste dos modelos

aos dados experimentais.

5.1 OBTENCAO DOS PARAMETROS CINETICOS

A tabela 05 mostra os valores obtidos dos parametros ajustados para o modelo 01,
mostrado na se¢do 4.1.1.

A concentragdo de enzima total, C,.r, também foi otimizada. A faixa de busca, baseada
na literatura, foi entre 0,02 g e 0,5 g. O valor obtido apds o ajuste foi de 0,06 g.

A tabela 06 mostra os valores obtidos dos parametros ajustados para o modelo 02,
mostrado na secdo 4.1.2. O valor obtido da C,r ap6s o ajuste foi de 0,39 g.

A tabela 07 mostra os valores obtidos dos parametros ajustados para o modelo 03,

mostrado na se¢do 4.1.3. O valor obtido da C,r apds o ajuste foi de 0,90 g.

5.2 COMPARACAO ENTRE OS MODELOS CINETICOS

Com os parametros cinéticos otimizados pelo algoritmo genético, a etapa seguinte
consistiu em usar estes parametros nos modelos cinéticos para calcular a quantidade tedrica de
biodiesel formada ao longo do tempo, considerando as condi¢des operacionais dos
experimentos de SALUM (2010). Além disso, foi possivel prever os perfis das espécies
triacilglicerol, diacilglicerol, monoacilglicerol e dlcool.

De posse do perfil da quantidade de biodiesel formado ao longo do tempo, foi
determinado o rendimento da reacdo calculado pelo modelo usando a Equagdo 98. Em

seguida, o rendimento calculado foi comparado com o rendimento experimental obtido de
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SALUM (2010) e assim, através da Equacdo 97, foi calculado o erro do modelo cinético,

tabela 08, numa dada condi¢do experimental.

TABELA 5: PARAMETROS AJUSTADOS ATRAVES DO ALGORITMO GENETICO PARA O MODELO
01.

PARAMETROS MODELO 01

Razdo das constantes de velocidade (mmol” h™)

Vinr 11,90
Vb 1,94
Vit 5,1.107
Vs 12,07
Vir 10,16
Vip 6,41
Vyu 3,13

Razao das constantes de equilibrio

kit 0,09
kmp 0,19
K 0,06
kir 0,06
kmpr 0,07
Kmmr 0,06
kG 0,03

Constante de Inibicao

ki 0,02
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TABELA 6: PARAMETROS AJUSTADOS ATRAVES DO ALGORITMO GENETICO PARA O MODELO 02.

PARAMETROS MODELO 02

Razao das constantes de velocidade (mmol'1 h'l)

Vinr 0,15
Vinp 0,60
Vinm 0,90
Ver 0,01
Ven 0,02
Vem 0,03
VeEs 0,04

Razao das constantes de equilibrio

kmr 0,02
kmp 0,05
Kimm 0,005
kmr 0,01

Constante de Inibicao

ki 0,55

TABELA 7: PARAMETROS AJUSTADOS ATRAVES DO ALGORITMO GENETICO PARA O MODELO 03.

PARAMETROS MODELO 03

Constantes de Velocidade no sentido direto da

reacao (kg gg 1 h'l)

ki 0,03
k3 0,01
ky 0,04
ke 1,3.10*

Constantes de Velocidade no sentido inverso da

reacao (mol gg 1 h'l)

ka 1,24
ks 1,42
ks 2,9.107
ks 1,00
ko 1,3.10°
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TABELA 8: COMPARATIVO ENTRE OS ERROS CALCULADOS PARA OS MODELOS TESTADOS*

MODELO CINETICO
CONJUNTOS 01 02 03
Treinamento
Y 0,89 0,01 1,17
T, 0,54 0,02 0,96
T3 3,92 0,58 1,26
Ty 7,04 0,05 14,40
Ts 3,09 0,20 4,44
Validacao

CONJUNTOS 01 02 03
Vi 0,99 0,05 1,27
V, 0,46 0,07 1,34

*Equacdo (97) foi utilizada para o célculo do erro

Ao avaliar os valores dos erros calculados para os trés modelos, o segundo modelo
apresenta 0s menores erros tanto no conjunto de treinamento quanto no de validagdo.

O primeiro conjunto de dados, T, testado considera uma razdo molar de 3:1, 1%
(m/m) de d4gua, a temperatura constante de 37°C. Foram modelados rendimentos
experimentais e predito pelo modelo 02 ao longo do tempo reacional de 96 horas. O
comportamento obtido pode ser visualizado na Figura 13. O rendimento médximo obtido
experimentalmente no tempo reacional de 96 horas foi de 51,9 %, frente ao valor de 51,7%
calculado pelo modelo. Conforme mostrado na tabela 06, o erro calculado para este conjunto
de dados foi de 0,01. Considerando esses mesmos dados, foram simulados os perfis de
reagentes e produtos, Figura 14.

Para o segundo conjunto de dados, T,, a Figura 15 compara o perfil calculado com os
dados experimentais. Esse conjunto de dados considera uma razao molar dlcool: dleo de 3:1,
0,5% (m/m) de 4gua, a temperatura constante de 37°C. O rendimento maximo medido
experimentalmente nas 96 horas de ensaio foi de 49,6%, enquanto o tedrico foi de 50,9%,
obtendo perfis muito préximos. O erro calculado para esse modelo foi de 0,02. A Figura 16
mostra os perfis de reagentes e produto simulados pelo modelo para 0 mesmo conjunto de

dados, Ts.
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FIGURA 13: PERFIS COMPARATIVOS ONDE (—) CORRESPONDE AO RENDIMENTO TEORICO E O
(m) CORRESPONDE AO RENDIMENTO EXPERIMENTAL PARA O CONJUNTO DE DADOS T;.
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FIGURA 14: PERFIS CALCULADOS DE TRIACILGLICEROL (---), DIACILGLICEROL (%),
MONOACILGLICEROL (o), ALCOOL (—) E BIODIESEL (+) FORMADO CONSIDERANDO O
CONJUNTO DE DADOS T;.
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FIGURA 15: PERFIS COMPARATIVOS ONDE (—) CORRESPONDE AO RENDIMENTO TEORICO E O
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FIGURA 16: PERFIS CALCULADOS DE TRIACILGLICEROL (---), DIACILGLICEROL (*),
MONOACILGLICEROL (o), ALCOOL (—) E BIODIESEL (+) EM 96 HORAS DE ENSAIO PARA O
CONJUNTO DE DADOS T,.
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O conjunto de dados T; considera uma razdo molar de 3:1, auséncia de 4gua, a
temperatura constante de 37°C. A melhor comparacao do perfil calculado com estes dados é
mostrada em Figura 17. Pode-se observar que o rendimento méaximo obtido
experimentalmente no tempo reacional de 96 horas foi de 7,7% frente o calculado pelo
modelo de 11,7%. O baixo rendimento observado pode ser explicado pela desnaturacdo da
enzima, uma vez que o sistema reacional esteve em auséncia de dgua durante todo o tempo
reacional. O modelo 02 nao descreve o fendmeno de desnaturacdo enzimatica, o que pode
justificar a distancia entre o perfil simulado e os dados experimentais. O erro calculado para
este conjunto de dados, T3, foi de 0,57. A simulacdo realizada com esses dados pode ser vista
na Figura 18, onde sdo mostrados os reagentes e o biodiesel formado.

O conjunto de dados T4 considera uma razao molar de dlcool:6leo de 9:1, 1%
(m/m) de 4gua, a temperatura constante de 37°C. A Figura 19 mostra o perfil tedrico
calculado pelo modelo 02 versus os dados obtidos experimentalmente. O rendimento
experimental obtido por SALUM (2010) no tempo reacional de 96 horas foi de 12,1%, versus
o tedrico de 12,3%. Tem uma boa concordancia entre os resultados preditos e experimentais.
O erro calculado para esse modelo foi de 0,04. A Figura 20 mostra os perfis obtidos pela
simulacdo para os reagentes e produtos considerando o conjunto de dados Tj.

O conjunto de dados Ts considera uma razdo molar de dlcool:6leo de 3:1, 5% (m/m)
de agua, a temperatura constante de 37°C. A Figura 21 mostra uma comparagdo do perfil
calculado com os perfil obtido experimentalmente para o conjunto de dados Ts. O rendimento
tedrico calculado para esse conjunto de dados foi de 11,7, frente o calculado pelo modelo de
15,12. O perfil dos dados calculados pelo modelo se distancia dos dados experimentais. O
erro nesse caso foi de 0,2. Uma possibilidade € que o percentual de dgua utilizado desfavorece
a atividade enzimadtica, um efeito ndo prevista pelo modelo 02. A simulacdo desses dados é
mostrada na Figura 22, onde os perfis para os reagentes e produtos podem ser visualizados.

O conjunto de dados de validacdo V; considera uma razdo molar de 3:1, 1% (m/m) de
dgua, a temperatura constante de 37°C. As curvas de rendimento experimental e rendimento
calculado pelo modelo ao longo do tempo, correspondente a esse conjunto de dados, sao
mostradas na Figura 23. Houve uma boa concordancia nos rendimentos preditos pelo modelo
em relacdo aos rendimentos experimentais. O erro correspondente a esse conjunto de dados de
validacdo, V;, foi de 0,05. Os perfis obtidos na simulacdo para reagentes e produtos

considerando o tempo de ensaio de 96 horas sdo mostrados na Figura 24.
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FIGURA 21: PERFIS COMPARATIVOS ONDE (—) CORRESPONDE AO RENDIMENTO TEORICO E O
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FIGURA 22: PERFIS CALCULADOS DE TRIACILGLICEROL (---), DIACILGLICEROL (%),
MONOACILGLICEROL (o), ALCOOL (—) E BIODIESEL (+) EM 96 HORAS DE ENSAIO PARA O
CONJUNTO DE DADOS Ts.
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FIGURA 24: PERFIS CALCULADOS DE TRIACILGLICEROL (---), DIACILGLICEROL (*),
MONOACILGLICEROL (o), ALCOOL (—) E BIODIESEL (+) EM 96 HORAS DE ENSAIO PARA O
CONJUNTO DE DADOS V.

60



A Figura 25 mostra o perfil calculado pelo modelo e o tedrico para o conjunto de
dados V. Esse conjunto de dados considera uma razao molar de dlcool:6leo de 6:1, 1% (m/m)
de dgua, a temperatura constante de 37°C. Na Figura 25 pode-se observar o rendimento
maximo obtido experimentalmente no tempo reacional de 96 horas foi de 21,7%, frente o
calculado pelo modelo de 22,3%. Conforme mostrado na tabela 06, o erro calculado para este
conjunto de dados foi de 0,07.

Os dados obtidos na otimizac¢ao utilizando o modelo 02 foram submetidos a andlise de
variancia, ANOVA. Tanto para os conjuntos de treinamento quanto de validacdo, os
resultados da andlise sdo apresentados na tabela 09. A Tabela 9 mostra que o modelo foi
capaz de explicar 97,8% da variacdo em torno da média (Variancia Explicada), sendo 99,13%
o maximo explicdvel para os dados de treinamento. O teste F de significancia do modelo
mostrou, com 95% de confianga, que a regressdo foi significativa (o valor calculado foi 40
vezes maior do que o valor tabelado). Resultados semelhantes foram obtidos para os
conjuntos de validag@o, os quais apresentaram uma regressao nao tdo significativa como a que
foi obtida para o conjunto de treinamento. No entanto, o modelo ndo apresentou falta de ajuste
aos dados dos conjuntos de validagdo, no nivel de confianga considerado. O valor obtido pela
razdo MQfaj/MQep foi inferior ao valor tabelado para o teste F, indicando que o modelo

cinético 2 nao possui falta de ajuste, com 95% de confianca.
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FIGURA 25: PERFIS COMPARATIVOS ONDE (—) CORRESPONDE AO RENDIMENTO TEORICO E O
(m) CORRESPONDE AO RENDIMENTO EXPERIMENTAL CONSIDERANDO O CONJUNTO DE DADOS
V,.
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TABELA 9: ANALISE DE VARIANCIA - ANOVA - PARA OS CONJUNTOS DE TREINAMENTO E VALIDACAO

CONJUNTOS DE TREINAMENTO CONJUNTOS DE VALIDACAO
SOMA MEDIA SOMA MEDIA
QUADRATICA QUADRATICA QUADRATICA QUADRATICA
REGRESSAO 22782 569,55 1236,10 309,02
RESIDUOS 51,53 3,44 59,31 19,77
FALTA DE AJUSTE 31,24 15,62 39,03 19,52
ERRO PURO 20,28 10,14 20,28 10,14
VARIACAO EXPLICADA 97,19% 95,42%
MAXIMA DE VARIACAO 99.13% 98.43%
EXPLICAVEL
TESTE F PARA A
SIGNIFICANCIA DO MODELO 165,8 15,63
MQR/MQr
TESTE F PARA VERIFICAR A
FALTA DE AJUSTE 1,54 1,92
MQfaj/MQep

62



6. CONCLUSAO E SUGESTOES

6.1. CONCLUSAO

Através da estimacdo de parametros realizada pela ferramenta de otimizacdo
Algoritmo Genético, foram calculados pelo modelo dados de rendimento em biodiesel, e as
concentracdes das espécies envolvidas no sistema.

Para o segundo modelo foram otimizados 15 parametros necessdrios para resolucdo
das equacgdes. Informacdes ao longo do tempo de ensaio de oito espécies (tri, di,
monoacilglicerol, dcido graxo livre, etanol, dgua, glicerol e éster) seriam necessdrias para a
estimagdo desses parametros se fossem utilizados métodos cldssicos de otimizagdo visto que
tenderiam a convergir para um minimo local. A ferramenta de otimizacdo Algoritimo
Genético mostrou ser util, visto que foi capaz de fornecer parametros cinéticos que se
adequaram aos dados experimentais, tanto para conjunto de treinamento quanto de validagao.

Esse modelo propde que a reacdo de sintese ocorre desde que o dlcool se junte a
enzima substituida.

Em auséncia de dgua, o modelo ndo foi capaz de descrever o fendmeno de
desnaturacdo, ocasionando em perfis distantes de rendimentos calculados e tedricos (7,7
versus 11,7%, respectivamente), conforme foi visualizado na Figura 17.

Através da andlise de varidncia ANOVA, o teste F de significincia do modelo
mostrou, com 95% de confianga, que a regressdo foi significativa (o valor calculado foi 40
vezes maior do que o valor tabelado).

Novos experimentos devem ser realizados, nos quais deve ser analisada a variagdo ao
longo do tempo reacional das demais espécies envolvidas na reagcdo. Outras condig¢des
operacionais, além das testadas neste trabalho, devem ser estudadas para serem utilizadas na

otimizagdo dos parametros cinéticos.
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6.2. SUGESTOES

Para trabalhos futuros pode-se sugerir:

- Obter dados experimentais avaliando as demais espécies (triacilglicerol,
diacilglicerol, monoacilglicerol, dlcool e glicerol formado), ao longo do tempo para a
transesterificacdo enzimatica do dleo de soja em auséncia de co-solvente, a fim de avaliar os
modelos cinéticos aqui estudados e ajustar de forma mais satisfatoria os modelos.

- Para o estudo do reator de leito fixo, no qual SALUM (2010) reporta rendimentos em
éster de biodiesel mais elevados (95%), sdo necessarios estudos mais detalhados, tornando
possivel a utiliza¢ao de equacdes diferenciais parciais.

- Uma vez obtidas as diferentes concentracdes das diferentes espécies presentes no
meio reacional, outros métodos de otimizacdo podem ser utilizados na otimizagdo dos

parametros cinéticos.
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