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Lyophilized Biomass of Syncephalastrum racemosum as an Innovative
Biocatalyzer for Biodiesel Production

Abstract: The present work evaluates the production of biodiesel using lyophilized whole cells of the
fungus Syncephalastrum racemosum in the transesterification reaction, aiming at its use as a catalyst.
This study shows that the use of the integral cells of the fungus S. racemosum is an up-and-coming
alternative to reduce the high costs of the use of purified lipases for this purpose. Some reaction
parameters were studied such as reaction time, oil/alcohol molar ratio and amount of catalyst. These
parameters were evaluated through factorial design 23 and Box-Behnken response surface
methodology. These methodologies allowed us to conclude that the best reaction conditions are: room
temperature, the water content of the 5 % w/w, the reaction time of 48 h, the oil/alcohol molar ratio of
1: 3 and lyophilized biomass of the 0,3g, as biocatalyst. Under these conditions, there was a conversion
of 85.5 % (w/w) to esters.

Keywords: Syncephalastrum racemosum; lyophilized biomass; biodiesel.

Resumo

O presente trabalho avalia a producdo de biodiesel usando células integras liofilizadas do fungo
Syncephalastrum racemosum na reagao de transesterificagdo, visando o seu uso como catalisador. Este
estudo mostra que a utilizagdo das células integras do fungo S. Racemosum é uma alternativa bastante
promissora para diminuir os custos elevados do emprego de lipases purificadas para este fim. Foram
estudados alguns parametros reacionais que influenciam esta reagdo ; como tempo de reagao, razdo
molar 6leo/alcool e quantidade de catalisador avaliados através do planejamento fatorial 23 e da
metodologia de superficie de resposta Box-Behnken Os resultados destas metodologias permitiram
concluir que as melhores condi¢cbes para a realizacdo da reagdo de transesterificacdo foram
temperatura ambiente, teor de agua 5 % (m/m) , tempo de reacdo 48 h; relagdo molar 1:3 e 0,3 g da
biomassa liofilizada (célula integra) como biocatalisador. Nestas condigdes, houve uma conversdo de
85,5 % (m/m).em teor de ésteres.
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1. Introdugao

Atualmente, as reagoes de
biotransformacdao tém ganhado interesse e
estdo sendo amplamente usadas em sintese
organica. Nestas reac¢des, enzimas purificadas
ou células integras produzidas por micro-
organismos produtores de enzimas, ambas
na sua forma livre ou imobilizada, sdo usadas
como biocatalisadores, apresentando uma
grande diversidade de aplica¢gGes na industria
quimica.!

O uso de biocatalisadores (lipases) para
producdo de biodiesel é uma alternativa
promissora para contornar os problemas
associados com a rota convencional. Lipases
(hidrolases de éster de glicerol, E.C.3.1.1.3)
sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de
ésteres, particularmente triglicerideos de
cadeia longa (TAG), produzindo acidos graxos
livres, diglicerideos, monoglicerideos e
glicerol.?

A aplicagdo de enzimas isoladas como
biocatalisadores na sintese de biodiesel tem
alguns  obstaculos, tais como baixa
produtividade do biocatalisador (devido a
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baixa estabilidade e baixa taxa de reacao in
vitro) e o alto custo de purificacdo das
enzimas, o que torna esta rota atualmente
invidvel para a producdo industrial de
biodiesel. No entanto, atualmente tem sido
estudadas muitas solugdes para superar estes
inconvenientes.>*

Lipases usadas na producdo de biodiesel
sdo obtidas principalmente de fungos
(leveduras e fungos filamentosos). Muitas
estdo disponiveis no mercado e sdo vendidas
por empresas como a Novozymes, Amano,

Gist Brocades, entre outros.>® Em geral,
existem quatro formas principais de
biocatalisadores usados na sintese de

biodiesel: lipases imobilizadas, lipases livres
e, mais recentemente, células integras e
solidos fermentados (preparacdo enzimatica
sélida).!

O uso de células integras consiste no
emprego de todo o micro-organismo com
suas enzimas, e seu UsO  COmoO
biocatalisadores é uma tecnologia
relativamente nova, que oferece vantagens
no custo de produgao e a simplificagdo da
operacdo.” A célula integra produzida pelo
micro-organismo nao é submetida as etapas
de extragdo, isolamento e purificagdo, que
acontecem normalmente para a produgdo
das enzimas comerciais, o que faz delas um
produto de alto custo. 7 Biocatalisadores de
célula integra muito utilizados atualmente
sdo as lipases intracelulares ou extracelulares
aderidas a superficie externa da biomassa,
produzidas por fungos filamentosos.??

Os fungos filamentosos sdo micro-
organismos que se alimentam de matéria
organica ja elaborada, absorvem nutrientes
simples e sollUveis e tém a capacidade de
excretar proteinas. Estas caracteristicas e o
aprimoramento das condi¢cdes de selecdo,
purificagdo, preservacdo e manipulagdo no
cultivo de fungos filamentosos permitem
obter biomassa de forma confidvel sendo,
por conseguinte, uma fonte apropriada para
produgdo de enzimas, que podem ser usadas
como biocatalisadores.

A produgdo de biodiesel catalisada por
lipase é influenciada por varios fatores tais

Vo

como razdo molar dleo/élcool, concentragio
de enzima, teor de agua, temperatura entre
outras. Assim, a otimizacdo desses
parametros torna-se crucial para obter o
maximo rendimento. Os métodos estatisticos
tais como a metodologia de superficie de
resposta (RSM) tém sido amplamente
utilizados para otimizacdo da producao de
biodiesel catalisada por lipase bem como da
otimizagdo das varidveis que mais
influenciam esta reacdo através de
ferramentas estatisticas de otimizacdo como
a RSM. 12 Alguns autores ja realizaram
estudos utilizando esta ferramenta estatistica
para estudar a influéncia de algumas
varidveis no processo de producdo de
biodiesel pela via enzimatica. Hoang et al.
avaliaram as lipases de Rhizomucor miehei e
Candida antdrtica e as variaveis temperatura,
razdo molar dleo/dlcool, quantidade de
enzima e tempo de reacdo. Luna et al
estudaram a producdo de biodiesel com
enzima de Rhizopus oryzae identificando que
as varidveis que tém efeito mais significativo
sdo razdo molar 6leo/alcool, temperatura de
reacdo, conteldo de agua e conteldo de
catalisador. Astete et al. reportaram
rendimentos na produgdo de biodiesel de
98,1 %, 98,5 % e 99,3 % em experimentos
com lipase de Mucor miehei, e concluiram
gue as variaveis que mais influenciam foram
a concentracdo de enzima, temperatura,
conteldo de dgua e tempo de rea¢do.3%

O wuso de célula integra como
biocatalisador na producdo de biodiesel é
uma tecnologia relativamente mais recente.
Qin et al. usaram a espécie Rhizopus
chinensis como biocatalisador na
transesterificacdo de d6leo de soja com
metanol com razdo molar 1:3, teor de agua 2
% (m/m), temperatura de reacdo 30 °C,
tempo de reagdo 72 horas e obtiveram
rendimento de teor de ésteres de 86 %. Colin
et al. usaram micélios de A. niger para avaliar

seu potencial como produtor de lipase
intracelular e possivel uso  como
biocatalisador na reagao de

transesterificacdo de azeite de oliva com
etanol e estudaram as varidveis pH e
temperatura, conseguindo o  melhor
rendimento de 71 %. Ban et al. usaram R.
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oryzae como biocatalisador para a reacao
com o6leo de soja e metanol em relacdo 1:3 a
35 °C, com teor de agua de 15 % (m/m),
tempo de reagdo de 70 horas e obtiveram o
rendimento de teor de éster de 91,1 %.
Tamalampudi et al. usaram também R.
oryzae na transesterificacdo de o6leo de
pinhdo manso (Jatropha curcas) com metanol
em relagdo 1:3, teor de agua 5 % (m/m),
temperatura de reacao 30 °C, tempo de
reacdo 60 horas e obtiveram rendimento de
80 % na formacdo de ésteres. Hama et al.
utilizando R. oryzae como biocatalisador da
reacdo de o6leo de soja com metanol, em
adicOes sucessivas, até razdo de 1:4,
temperatura ambiente, teor de agua 5,2 %
(m/m) e tempo de reacdo de 50 horas,
obtiveram um rendimento de 90,9 %.
Arumugam et al. empregando células de R.
oryzae na reagdo de transesterificacdo de
6leo n3ao comestivel de Calophyllum
inophyllum com metanol 1:12, teor de agua
15 % v/v, temperatura de reacdo 35 °C e
tempo de reacdo de 72 horas, obtiveram um
rendimento de 87 %.8920-23

Com o emprego de ferramentas
estatisticas é possivel estudar mais
parametros em conjunto a partir de um
numero reduzido de experimentos e ter uma
melhor compreensdo das interacbes entre
variaveis e sua influéncia na reac¢do. Neste
trabalho foi estudada a reacdo de
transesterificacdo do éleo de soja com uma
mistura de dlcoois (metilico e ter-butilico,
1:1) utilizando, como biocatalisador, a
biomassa liofilizada do fungo filamentoso S.
racemosum. Foram avaliadas as varidveis que
influenciam a reacdo; razdo molar
(6leo/élcool), tempo de reacdo e quantidade
de catalisador. Para tanto, foi utilizado um
planejamento fatorial 23 com posterior
avaliagdo estatistica (ANOVA e diagrama de
Pareto) e a metodologia de superficie de
resposta Box-Behnken.

2. Material e Métodos

2.1. Reagentes e solugdes

Durdn, N. P. et al.

Os reagentes utilizados nas andlises foram
de grau analitico, das marcas DIFCO,
HIMEDIA, Synth e Biobras para a preparagao
dos meios de cultura. Para a cromatografia
liguida e gasosa foram usados solventes e
padroes da marca Sigma-Aldrich de grau
cromatografico. Para o cultivo dos fungos
utilizaram-se meio de cultura liquido com a
seguinte composicdo: Caldo de batata
dextrosado (24 g L), Peptona bacterioldgica
(5,0 g L'%,), NaNO; (1,0 g LY), K:HPO4 (1,0 g L
1), MgS04.7H,0 (0,5 g L'Y). 2% Para a reacdo de
transesterificacdo foram utilizados 4lcool
metilico Synth, alcool ter-butilico Vetec
ambos grau analitico e o dleo de soja foi
adquirido no comércio local.

2.2. Cultivo do fungo e obtencio da
biomassa (biocatalisador)

O fungo S. racemosum, depositado na
colecdo de fungos do Laboratério de
Biotecnologia e Bioensaios do Departamento
de Quimica da UFMG, foi cultivado por um
periodo de 7 dias em tubos de ensaio
contendo meio de cultura sélido do tipo agar
batata de concentracdo 39 g/L. Os esporos
foram extraidos com 10 mL de dgua destilada
esterilizada. Uma suspensao 5x10°
esporosmL? dos esporos do  fungo,
padronizada em camara de Neubauer, foi
vertida em erlenmeyer de 250 mL, contendo
100 mL de meio de cultura (caldo batata
dextrosado e nutrientes). O desenvolvimento
do fungo (formacdo de biomassa) aconteceu
por 10 dias consecutivos em shaker
(Incubadora de Bancada CT-712 CIENTEC). A
biomassa formada foi liofilizada (Liofilizador
LIOBRAS K105) e este material foi utilizado
como biocatalisador.

2.3. Reagdo de transesterificagao

A reacdo de transesterificacdo foi
realizada com o¢leo de soja comercial
adicionado de uma mistura de dlcoois
(metanol/alcool ter-butilico 1:1) e como
catalisador, foi utilizada a biomassa liofilizada
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do fungo S. racemosum. O alcool t-butilico é
adicionado ao meio reacional para aumentar
a solubilidade do dlcool com o dleo e assim
permitir a transesterificagdo enzimatica
evitando a desativacido da lipase e
melhorando sua atividade. As reac¢Oes de
transesterificagdo  foram  realizadas a
temperatura ambiente sob agitacao.

2.4. Monitoramento dos produtos
formados na reagao de transesterificagao

Os perfis cromatograficos foram obtidos
em cromatdgrafo liguido da marca
SHIMADZU, modelo LC- 20AT, com sistema
de gradiente binario e detector de UV/VIS,
modelo SPD — 20 A, a temperatura de 40 °C.
Foi utilizada uma coluna ODS HYPERSIL de
dimensdao 250 mm x 46 mm. As amostras
foram diluidas em metanol para perfazerem
uma solucdo de concentracdo 1 % (v/v). Uma
aliqguota de 20 plL das amostras foi injetada.
Como fase movel foram utilizados os
seguintes solventes: metanol, 2- propanol e
hexano. No reservatério A foi adicionado
metanol e no reservatério B uma solugdo
contendo 2-propanol e hexano em uma
proporcdo de 5:4 (v/v). Foi empregado um
gradiente linear de 100 % de A para 50 % de
A e 50 % de B em 15 minutos. A elui¢do foi
feita isocraticamente com 100 % de B, por
mais 5 minutos, totalizando um tempo de
anadlise de 20 minutos. O fluxo da fase movel
foi de 1 mL/min. O comprimento de onda de
deteccdo utilizado foi o A = 205 nm. Para
tratamento dos dados foi utilizado o software
LC Solution da Shimadzu.®

2.5. Andlise por cromatografia gasosa

A determinagdo de teor de ésteres foi
realizada conforme a norma vigente da ANP
(Agéncia Nacional de Petrdleo, gas e
biocombustiveis, ISO 14103). Foi utilizado em
cromatégrafo a gas, modelo GC-2010-
Shimadzu, equipado com detector de
ionizacdo de chama (FID), auto-injetor e
sistema computacional com software

Vo

GCSolution para andlise de dados Uma
aliquota de 0,1 pL foi injetada, no modo split,
com uma razao de divisdo de (1:50). O gas de
arraste utilizado foi hidrogénio a um fluxo de
1,5 mLmin? A temperatura do injetor e
temperatura do detector utilizadas foram
255 °C, 260 °C, respectivamente. A
programacao do forno usada foi: isoterma a
60 °C por minuto, em seguida a temperatura
foi aumentada a uma taxa de 10 °C. min!até
200 °C e depois 250 °C a uma taxa de 5
°C.mint. A temperatura final foi mantida por
15 minutos.

2 e
resposta

2.6. Planejamento fatorial
metodologia de superficie de
(RSM)

0 planejamento fatorial 2% permite reduzir
0 nUmero de experimentos necessarios para
a otimizacdo de um processo. Os resultados
deste planejamento sdo avaliados
estatisticamente  utilizando analise de
variancia (ANOVA), diagrama de Pareto e
grafico de contorno. A partir destes dados é
possivel se determinar os fatores
significativos para a varidvel de resposta e
selecionar uma metodologia de superficies
de respostas como desenho de composto
central (CCD), desenho Doehlert ou desenho

Box-Behnken. Estas metodologias de
superficies de respostas podem ser
executadas para a otimizacdo do

experimento visando a obtencdo de valores
dos fatores estudados que irdo produzir uma
melhor resposta desejada.?®?’” Apds estudos
preliminares das diversas varidveis que
afetam a reacdo de transesterificacdo de éleo
na presenca de biocatalisadores (biomassa
liofilizada do fungo S. racemosum), foi
realizado um planejamento fatorial 23. Este
planejamento foi executado com o intuito de
analisar como os parametros tempo de
reacdo, relagdo molar dleo/élcool e
guantidade do catalisador influenciam a
variavel de resposta formagao de ésteres. Os
niveis para os trés parametros escolhidos
foram baseados em relatos ja apresentados
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preliminares.?>%

Tabela 1. Planejamento 23. Niveis maximos e minimos dos parametros avaliados para a

realizacdo dos experimentos

Fatores Niveis
-1 +1
Tempo (h) 24 72
Relagdo molar 1:3 1:9
Massa catalisador (g) 0,1 0,5

Com os resultados obtidos e visando
melhorar o resultado da  varidvel
porcentagem de drea de éster (%A), foi
empregado um desenho Box-Behnken. Para o
estudo foram utilizados os seguintes valores
minimos e mdaximos para os parametros

estudados (Tabela 2). Foi utilizado para a
construcdo da superficie de resposta o
mesmo critério anteriormente utilizado para
o planejamento fatorial.

A analise dos resultados foi realizada com
o software Statistica 8.0.

Tabela 2. Desenho de Box-Behnken: Niveis dos parametros avaliados para o desenho da

superficie de resposta

Fatores Niveis
-1 0 1
Tempo (h) 24 48 72
Relagdo molar 1:3 1:6 1:9
Massa catalisador (g) 0,1 0,5 0,8
2.7. Teor de ésteres em amostra de com agua para retirada dos possiveis

biodiesel

A partir dos dados de condigdes
otimizados para a produgdo de biodiesel,
obtidos do planejamento fatorial 2® associado
a metodologia de superficie de resposta,
foram realizados experimentos utilizando as
seguintes condi¢des: 0,880 g de dleo, relagdo
molar dleo alcool 1:6, massa do
biocatalisador 0,300 g, tempo de reacdo de
48 h e teor de 4gua de 5 % (m/m), Os
produtos da reacdo entao foram separados:
glicerol e biodiesel. O biodiesel foi lavado

residuos de glicerol e foi posteriormente
separado. O material final foi extraido com
dietil éter. O solvente em excesso foi
evaporado com nitrogénio gasoso e o
biodiesel purificado foi analisado por
cromatografia gasosa.

Para a avaliacdo dos resultados obtidos
foram levados em consideragdo varios
parametros estatisticos como andlise de
variancia ANOVA, diagrama de Pareto, grafico
de contorno e graficos de superficie de
resposta.
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3. Resultados e Discussao

Diferentemente dos trabalhos
anteriormente citados, em que foram
utilizadas enzimas puras e isoladas, neste
estudo foi utilizada a biomassa liofilizada da
célula integra do fungo S. racemosum como
biocatalisador da reacao de
transesterificacdo.’*®* A reacdo  foi
monitorada pela técnica de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE). Para
avaliagdo das varidveis tempo de reacdo,
relagdo molar éleo/alcool e a quantidade de
biocatalisador foi utilizado um planejamento
fatorial 23 (Tabela 3).

Vo

A Tabela 3 demonstra que as varidveis
relacdo molar(éleo/alcool) e massa de
catalisador sdao as mais significativas para o
aumento do teor de éster. Neste caso, a
melhor resposta é obtida com a menor
relacdo molar e maior quantidade de
biocatalisador. A varidvel tempo ndo afeta
tanto o resultado. Para um tempo bem maior
(72h) a variagdo em teor de éster ndo é muito
representativa. Por outro lado, para a relacao
molar 1:9 ha uma reducgdo drastica do teor de
ésteres presente, ou seja, a reacdo de
transesterificacdo ocorre em menor
extensdo, independentemente do tempo de
reacdo e da quantidade de massa de
catalisador O excesso de alcool no meio
diminui o potencial do biocatalisador atuar

Tabela 3. Planejamento fatorial 23 para os parametros tempo de reac3o, relacdo molar
(6leo/alcool) e massa de catalisador e os resultados obtidos para a area de éster percentual

Tempo de reagdo Relagdo molar

(6leo/alcool)

Massa do % Area de éster

catalisador (g)

(h)
1 1 1 9
-1 1 1 4
1 -1 1 94
-1 -1 1 89
1 1 -1 53
-1 1 -1 60
1 -1 -1 70
-1 -1 -1 84
Fatores Niveis
- +
Tempo (h) 24 72
Relagao molar 1:3 1:9
Massa catalisador (g) 0,1 0,5
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Tabela 4. ANOVA do Planejamento fatorial 23
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Fator SS df MS F p

1 Tempo 15,125 1 15,125 2,4694 0,360791
2 Relagdo molar 5565,125 1 5565,125 908,5918 0,021112
3 Massa do catalisador 630,125 1 630,125 102,8776 0,062563
1*2 6,125 1 6,125 1,0000 0,500000
1*3 120,125 1 120,125 19,6122 0,141382
2*3 2080,125 1 2080,125 339,6122 0,034511
Erro 6,125 1 6,125

Total SS 8422,875 7 8422,875

R%: 0,99927; Adj:0,99491

SS: Soma de quadrados, df: graus de liberdade, MS: média quadratica.

A Tabela 4 mostra os dados obtidos pelo
planejamento fatorial 23 tratados
estatisticamente por ANOVA. Os resultados
apresentados nesta tabela corroboram os
anteriormente  apresentados para o
planejamento fatorial 23 A anélise de
variancia do planejamento fatorial executado
mostra que a varidvel relacdo molar
Oleo/édlcool foi a mais significativa com p
valor de 0,021112, menor do que 0,05, que é
considerado o valor critico da andlise. Os

resultados indicam que ha uma interacao
significativa com p valor de 0,034511, entre
as variaveis relagdo molar odleo/alcool e
massa do catalisador. Esses dois resultados
podem ser melhor evidenciados no diagrama
de Pareto (Figura 1), onde a linha limitrofe,
que separa valor critico de 0,05 ¢é
ultrapassada para a variavel 2 (relagdo molar
Oleo/dlcool) e pela interacdo entre as
variaveis 2 e 3 (relacdo molar e massa do
catalisador).

% Area de Ester

@)Var 2t

2by3 I

(3)Var 3#

1by3 |
(1)var 1!5 157143
1by2 |

p=0.05

Estimativa de Efeito Padronizado

Figura 1. Diagrama de pareto de efeitos padronizados do planejamento fatorial 23. MS
Residual: 6,125
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A Figura 2 apresenta o grafico de contorno
relativo a superficie de resposta para o
planejamento 23 realizado. Esta superficie
mostra que os melhores rendimentos
acontecem para valores mais baixos para as
variaveis estudadas (regido vermelha). Isso

19)s3 op ealy %

Vq

demonstra uma alta correlacdo entre estas
varidveis, quantidade do catalisador e relacdo
molar O6leo/alcool. Para valores baixos de
massa de catalisador (0.1), necessita-se de
uma relagdo molar mais baixa (1:3) também.

% Area de Ester

[ S
-

50
60
k40
20

Figura 2. Superficie de resposta do planejamento fatorial 23 para as varidveis relagio molar,
quantidade de catalisador em fungdo da varidvel resposta percentagem em darea de ésteres.
MS Residual: 553,125

A Tabela 5 apresenta os dados utilizados para
a construcdo da superficie de resposta Box-
Behnken, visando otimizar as condi¢Oes
experimentais para a melhor conversdo em
teor de ésteres. A superficie de resposta de
Box- Behnken, diferentemente do
planejamento fatorial trabalha com um
ponto central para melhor combinagdo das
trés variaveis estudadas. De acordo, com a
Tabela 5 os maiores rendimentos em teor de

éster surgem quando temos a menor relagao
molar (6leo/ élcool; 1:3) resultado anélogo ao
planejamento fatorial 23. No entanto, o
tempo de reac¢do aqui fica maior (48 h), pois
neste caso temos um ponto central que ndo
existia no planejamento fatorial. A massa de
catalisador parece ndo afetar os melhores
rendimentos. Vale ressaltar que na
metodologia de superficie a combinacdo (-1, -
1, 1) ndo foi contemplada
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Tabela 5. Dados dos parametros (tempo de reacdo, relagdo molar, massa de catalisador e %
de drea de éster) para a construcdo do Desenho Box-Behnken

Relagao molar
6leo/alcool

Tempo de reagao

Massa do % Area de éster

catalisador (g)

(h)
-1 1 0 0,02
-1 -1 0 0,35
-1 0 1 0,6
-1 0 -1 59,1
0 1 -1 63,6
0 1 1 80,2
0 0 0 74,7
0 0 0 81,6
0 0 0 77,5
0 -1 -1 96,4
0 -1 1 95,0
1 1 0 92,5
1 0 -1 89,7
1 0 1 88,7
1 -1 0 87,7
Fatores Niveis
-1 0 1
Tempo (h) 24 48 72
Relagdo molar 1:3 1:6 1:9
Massa catalisador (g) 0,1 0,3 0,5

Para avaliar as significincias das variaveis
estudadas, os dados da Tabela 5 foram
tratados estatisticamente pela ANOVA e
geraram a Tabela 6. De acordo com esta
tabela a varidvel tempo de reagdo é a mais
significativa. Ela apresenta p valor de
0,001785 e 0,025698 no modelo linear e no

modelo quadratico respetivamente, ambos
menores do que 0,05, que é o valor critico da
analise.

Esses resultados sdao corroborados pelo
grafico de Pareto da Figura 3, que mostra
essa variavel ultrapassando a linha vermelha
do valor critico de 0,05.
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Tabela 6. ANOVA do desenho Box Behnken

Vq

Fator SS df MS F p

1 Tempo (L) 11143,23 1 11143,23 36,54186 0,001785
1 Tempo (Q) 3004,51 1 3004,51 9,85265 0,025698
2 Relacdo molar (L) 231,39 1 231,39 0,75881 0,423546
2 Relagdo molar (Q) 67,20 1 67,20 0,22038 0,658507
3 Massa do catalisador (L) 246,84 1 246,84 0,80947 0,409515
3 Massa do catalisador (Q) 377,25 1 377,25 1,23710 0,316628
1*2 6,57 1 6,57 0,02153 0,889069
1*3 827,66 1 827,66 2,71412 0,160380
2*3 81,90 1 81,90 0,26858 0,626393
Erro 1524,72 5 304,94

Total SS 17661,46 14

R%:0,91367; Adj:0,75827

SS: Soma de quadrados, df: graus de liberdade, MS: média quadratica.

(1)Var1(L)
Var1(Q)

1Lby3L

-1,11225

Var 3(Q) -1,11225

> 0.899703
(3)Var3(L) -0.899703
0871095

(2) Var2(L) 0871095

05182489
0,5182489

0,4694499
0,4694499

2Lby3L

Var2(Q)

1Lby2L 0,1467417

1647459 !

T T

6,044987

3,138893

p=0,05
Estimativa de Efeito Padronizado

Figura 3. Diagrama de Pareto de efeitos padronizados do desenho Box Behnken. 3
fatores 3 niveis, 1 bloco, 15 corridas; MS Residual: 304,9442

Para avaliar a interacdo entre as variaveis
foram construidas as superficies de respostas
do desenho Box Behnken a partir dos dados
da Tabela 5. As Figura 4a, 4b e 4c apresentam

estas superficies. Elas demonstram as
interacbes duas a duas das varidveis
estudadas com relacdo a resposta de
porcentagem em drea de éster (% A).
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Figura 4. Superficies de resposta do desenho Box Behnken para as varidveis estudada em
fungdo da variavel resposta percentagem em area de ésteres. (a)tempo de reagdo e relagdo
molar éleo/alcool; (b), tempo de reagdo e quantidade do catalisador (c) relagdo molar
6leo/alcool e quantidade do catalisador. 3 fatores 3 niveis, 1 bloco, 15 corridas; MS Residual:
304,9442.

Comparando as trés curvas geradas
podemos observar que ha uma correlagdo
entre as varidveis estudadas. A Figura 4a
demonstra que had um aumento do
rendimento a medida que aumentamos o
tempo de reacdo e quando empregamos uma
relagdo molar éleo/alcool menor. Sendo que
a curva apresenta seu maximo para um
tempo de reacao de 48 horas e a razao molar
6leo/élcool 1:3. A medida que aumentamos
a relagdo molar ha um decréscimo na
extensao em que ocorre a reagdo. lIsto
significa que uma quantidade muito grande
de alcool no meio inibe o funcionamento do
biocatalisador. Para Figura 4b observa-se que

para maiores tempos de reacdo ha também
um crescimento da varidvel resposta
porcentagem area de éster, sendo que esta
variavel se torna mais significativa para
tempos maiores do que 48h, que é o ponto
central. No entanto, a varidvel quantidade de
biocatalisador atua no sentido inverso, tendo
melhores resultados para concentra¢gdes mais
baixas. Ou seja, a formacdo de ésteres
aumenta diretamente com o tempo de
reagdo e inversamente as outras duas
variaveis relagdo molar dleo/éalcool e
guantidade de biocatalisador.
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A Figura 4c mostra que ha uma correlacao
direta entre as varidveis quantidade do
catalisador e relacdo molar e, para os niveis
baixos de cada uma delas, a variavel de
resposta porcentagem de area de éster
aumenta e vice-versa.

O wuso de célula integra como
biocatalisador na producao de biodiesel é
uma tecnologia relativamente mais recente.
As espécies de Rhizopus sp e Aspergillus sp,
produtoras de lipase intracelular, sdo
atualmente as mais empregadas e ha
diversos trabalhos publicados nesta area.
Experimentos realizados utilizando outras
espécies também sdo reportados, como
Rhizopus chinensis, A. Niger, R. Oryzae, em
condicbes em que as varidveis empregadas
variaram: temperatura de reacdo: 30-35 °C,
teor de agua 2 a 15 % (m/m), tempo de
reacdo 60-72 h, relacdo dleo/alcool 1:3-1:12.
Os rendimentos em teor de ésteres variaram
entre 80-91,1 % (m/m).2830

No experimento realizado utilizando as
condi¢des otimizadas pela metodologia de
superficie resposta Box Behnken:
temperatura ambiente, teor de dgua 5 %
(m/m), tempo de reacdo 48 h; relacdo molar
1:3 e 0,3 g da biomassa liofilizada (célula
integra) como biocatalisador. O rendimento
da reacdo de transesterificacdo encontrado
foi de 85,5 % (m/m).

4. Conclusoes

A biomassa liofilizada de S. racemosum
mostrou ser um promissor biocatalisador
para a producdo de biodiesel por rota
enzimatica. Através da metodologia de
superficie de resposta foi possivel determinar
que a variavel tempo de rea¢do foi mais
significativa do que as varidveis quantidade
de biocatalisador e razdo molar dleo/alcool.
Com relagdo a quantidade de biocatalisador
que variou entre 0,1 a 0,8 g, todos os
resultados mostraram uma boa eficiéncia do
uso de células integras para a reacdo de
transesterificagdo. Nos trés niveis
investigados, a varidvel resposta % area de

Vo

éster variou até um valor maximo de 96,4%.
Para o experimento realizados com as
vardveis otimizadas o tempo de reacdo é
menor (48 h) quando comparado com os
outros da literatura (60-72h) e o rendimento
estd na mesma ordem de grandeza. Além
disso, a quantidade de biomassa utilizada foi
bastante pequena. Estes resultados parecem
bastante promissores quando comparado
com outros relatados na literatura utilizando
células integras de outras espécies. Vale
ressaltar o potencial inovador de células
integras liofilizadas de S. racemosum para a
producdo de biodiesel, uma vez que este tipo
de processo ndo é tdo oneroso quanto a
utilizacdo de enzimas purificadas, porém
mantém as vantagens da sintese enzimatica.
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