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Biomassa como catalisador na sintese de biodiesel

Biomass as a catalyst in biodiesel synthesis

Euzébio Marcelo Leandro Silva', Taynna Cristina da Cunha Ferreira?, Marcio Eduardo
Berezuk3, Milena Martins Andrade*

RESUMO

Lipases séo enzimas utilizadas em diversos setores industriais devido sua versatilidade em catalisar rea¢des
guimicas. Geralmente, estas enzimas séo utilizadas em sua forma imobilizada. Neste trabalho, a biomassa
proveniente da producdo de lipases pelo fungo Botryosphaeria ribis EC-01 foi utilizada como catalisador,
sendo que estas enzimas estdo naturalmente imobilizadas na biomassa. A biomassa foi produzida por
fermentacdo submersa utilizando-se torta de soja e glicerol durante cinco dias a 180 rpm e 28°C. A atividade
enzimatica da biomassa foi determinada pelo método pNPP. A reacdo de esterificacdo do 6leo de soja foi
realizada utilizando-se um reator de ac¢o inox contendo um copo de teflon. A condi¢do avaliada foi de
diferentes propor¢des dleo:alcool e temperaturas distintas. A biomassa como catalisador se mostrou eficiente,
com méaximo de rendimento de 48% em ésteres. A biomassa de B. ribis EC-01 se mostrou promissora e viavel
para ser aplicada como catalisador, necessitando de ajuste nas condicbes de reacdo para aumentar a
conversdo em ésteres.
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ABSTRACT

Lipases are enzymes used in various industrial sectors due to their versatility in catalyzing chemical reactions.
Typically, these enzymes are used in their immobilized form. In this study, biomass from the production of
lipases by the fungus Botryosphaeria ribis EC-01 was used as a catalyst, as these enzymes are naturally
immobilized in the biomass. The biomass was produced through submerged fermentation using soybean cake
and glycerol for five days at 180 rpm and 28°C. The enzymatic activity of the biomass was determined using
the pNPP method. The esterification reaction of soybean oil was carried out using a stainless-steel reactor
containing a Teflon cup. Different oil alcohol ratios and temperatures were evaluated, and the biomass as a
catalyst proved to be efficient, with a maximum yield of 48% in esters. The biomass of B. ribis EC-01 showed
promise and feasibility as a catalyst, requiring adjustments in reaction conditions to increase conversion into
esters.
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INTRODUCAO

O crescente desenvolvimento sociotecnoldgico, adjunto do aumento da populacdo
mundial, tem resultado em uma maior demanda de energia e drastico aumento da polui¢éo.
Assim, uma busca por fontes alternativas de energia, limpas e renovaveis, tem aumentado
nos ultimos anos. Uma das abordagens promissoras nesse campo envolve a producao de
biodiesel. O biodiesel € um biocombustivel renovavel que pode vir a substituir parcial ou
totalmente o diesel derivado de petroleo, reduzindo a dependéncia de combustiveis fésseis
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e mitigando os impactos ambientais associados a eles (KNOTHE et al., 2006; ZIVKOVIC;
VELJKOVIC, 2018).

O processo convencional para a producdo de biodiesel é a reacdo de
transesterificacdo de Oleos vegetais em presenca de um alcool de cadeia curta, como o
metanol e um catalisador basico homogéneo como o hidréxido de sédio. Considerando que
esse sistema possui alguns problemas como necessidade de purificacdo dos produtos,
tratamento de efluentes, risco de emulsificacdo, requer matérias-primas de baixa acidez e
auséncia de agua, a catalise enzimatica se torna uma alternativa favoravel (MONTEIRO;
SILVA, 2009; PASHA et al., 2021).

A biocatalise para producdo de biodiesel é realizada por lipases que sdo enzimas
glicerol éster hidrolases (E.C. 3.1.1.3) valorizadas devido sua versatilidade e facil producéo,
sendo atrativas para aplicacdes industriais (SHARMA; SHARMA; SHUKLA, 2011). O fungo
Botryosphaeria ribis EC-01 foi previamente selecionado como produtor de lipases quando
cultivado em diferentes 6leos vegetais e glicerol por fermentacdo submersa (MESSIAS et
al., 2009), também produziu lipases em condicdo submersa utilizando torta de soja
(ANDRADE et al., 2013).

A utilizagdo dessas enzimas na transesterificagdo enzimatica para a producgéo de
biodiesel apresenta uma atratividade evidente, uma vez que a biocatélise, em comparacéo
com a catédlise quimica, elimina a necessidade de tratamento de residuos e simplifica a
purificacdo dos ésteres formados, quando necessario, além disso possibilita uso de
diversos tipos de matéria-prima e atua em condi¢bes brandas (GHALY et al., 2010).
Durante a inoculag&o do fungo para a producéo das lipases, um volume consideravel de
biomassa é gerado e tratado como um residuo. Mas o0 uso desse residuo como fonte
enzimatica parece promissor ja que a lipase se encontra imobilizada, permitindo a
separagdo da enzima do meio reacional (SABBANI; HEDENSTROM; NORDIN, 2006).
Portanto, este trabalho teve como objetivo produzir biodiesel catalisado pela biomassa
produzida com o fungo Botryosphaeria ribis EC-01 por fermentacdo submersa e analisar a
utilizacdo desse residuo como um catalisador.

METODOLOGIA
OBTENCAO DA BIOMASSA

A biomassa utilizada foi obtida através da producdo de lipases por fermentacéo
submersa com o fungo Botryosphaeria ribis EC-01 (GenBank Accession Number
DQ852308), mantido em BDA (Batata Dextrose Agar) a 4 + 2 °C que foi transferido do meio
de manutencdo para placas de Petri contendo BDA e incubadas a 28 + 2 °C por 120 h.
Apéds o tempo de crescimento, quatro esferas (~0,7 cm) foram retiradas da placa colonizada
contendo hifas e inoculadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de meio liquido
composto por 2,37% (m/v) de torta de soja e 4,5 % (v/v) de glicerol, otimizado por Andrade
et al. (2013). Os cultivos foram incubados a 28 + 2 °C, e 180 rpm por 120 h. Apos 5 dias
foram interrompidos por centrifugagdo. A biomassa foi separada, liofilizada e triturada para
ser usada como biocatalisador (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema de producdo e tratamento da biomassa
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Fonte: Elaborado pelos autores.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE LIPASE

A atividade de lipase contida na biomassa foi determinada utilizando palmitato de p-
nitrofenila (pNPP) em meio aquoso, com Triton X-100 (WINKLER, 1979), pH 8,0,
temperatura de 55 °C, 2 min e leitura a 410 nm (MESSIAS et al., 2009). Aproximadamente
1 g de biomassa foi utilizada em cada leitura. A unidade de lipase foi definida como a
liberacdo de 1 pmol de pNP por min, por mL da solucdo de enzima.

PRODUCAO DE BIODIESEL

A biomassa fungica foi utlizada como biocatalisador nas reacdes de
transesterificacdo/esterificacdo de 6leo de soja para a producao de biodiesel. As reacdes
foram conduzidas em um reator de aco inox imbuido em solugdo de glicerina que
permaneceu todo o experimento sobre um agitador magnético com aquecimento (Figura
2). Ao reator inicialmente foi adicionado 10 g de 6leo de soja, 5% de agua destilada (m/m)
e agitado até homogeneidade num controle de temperatura de 40-50 °C. A proporcao de
Oleo e etanol foi de 1:3 ou 1:5, sendo adicionados em intervalos de 3 a 4h, fracionado em
guatro ou seis aliquotas. O tempo reacional foi avaliado foi de 24 e 48 h e a média de
temperatura de 56 °C.

Figura 2 — Reator de a¢o inox imbuido em glicerina

Fonte: Elaborado pelos autores.

O produto resultante (Figura 3A) foi lavado com agua quente em um funil de
separacao (Figura 3B), adicionado sulfato de sodio anidro e posteriormente centrifugado
para separacao das fases heterogéneas. A amostra final (Figura 3C) foi levada para anélise
cromatogréfica.
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Figura 3 — Produto resultante do reator (A), da lavag 3 guente (B) e amostra final (C)

Fonte: Elaborado pelos autores.

ANALISE CROMATOGRAFICA

Os ésteres etilicos de acidos graxos foram analisados em um cromatégrafo a gas
CG-Shimadzu-GC2010-plus acoplado a um MS-QP2010- Ultra também Shimadzu,
equipado com uma coluna Restek RT-2560 de 100 m, 0,25 mm de diametro interno e 0,25
micra de espessura de filme. A vazdo do gas de arraste (He) foi de 1,4 mL min. A razédo
de divisdo da amostra foi de 1 50"* com fluxo de purga de 3 mL min* e as temperaturas do
injetor e detector foram 200 e 230°C, respectivamente. A rampa de temperatura da coluna
foi de 190 °C durante 1 min, elevando a temperatura para 200 °C a taxa de 1,5 °C minte
mantendo a 200 °C por 2 min, em seguida foi elevada para 230 °C na taxa de 1,5 °C min?,
mantendo-se a 230 °C durante 12 min. As areas dos picos foram determinadas pelo
software Star (Varian).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A biomassa foi produzida em meio otimizado por Andrade et al. (2013) para producéo
de lipases pelo B. ribis EC-01 utilizando torta de soja e glicerol. Ap6s a liofilizacdo e
trituracdo (Figura 4), a atividade enzimatica foi determinada e esta foi de 21,05 + 2,86 U/qg.

Figura 4 — Biomassa ap0s liofilizagéo e trituragéo

Fonte: Elaborado pelos autores.

O biocatalisador foi entdo aplicado em reacdes de transesterificacéo/esterificacéo e
os resultados das duas condi¢des avaliadas sao apresentados na Tabela 1.

seisicite.com.br 4

PR

UNNERSIDADE TECHOLOGIGA FEDERAL 00 PARANA



SEI-SICITE

23

Tabela 1 — Resultados obtidos nas reac@es utilizando a hiomassa

Experimento Converséo em ésteres (%)
1 (24 horas, 1:3) 47,96
2 (48 horas, 1:5) 34,45

Fonte: Elaborado pelos autores.

No primeiro experimento que foi conduzido em 24 horas e razdo molar oléo:alcool
de 1:3 o rendimento obtido foi de 47,96% em ésteres. Para o experimento 2 foi testado um
tempo maior e excesso de alcool, mas como pode ser verificado, essas mudancas afetaram
negativamente a producao de ésteres, reduzindo para 34,45% a conversao. Castro et al.
(2022), utilizando lipases naturalmente imobilizadas e 6leo de babacu alcancou uma
conversao de 90% de ésteres.

Tendo em vista os resultados alcangcados no experimento 1, utilizando a menor
guantidade de alcool e tempo empregado, e ainda, que a biomassa era um residuo da
producdo da enzima, o uso desse biocatalisador € promissor e deve ser alvo de novas
pesquisas. Neste sistema tem-se a vantagem de ndo ser necessario a etapa de
imobilizacdo destas enzimas, uma vez que as lipases estdo naturalmente imobilizadas na
biomassa e aparentemente de forma estavel.

CONCLUSAO

A utilizacdo do residuo de biomassa como um biocatalisador para as reacdes de
sintese de biodiesel se mostrou promissor. Embora o valor obtido seja baixo, o material
utilizado era um descarte de inoculacdes anteriores, o que demonstra uma utilidade em
potencial. Desta forma, seria possivel analisar outras condicdes operacionais a fim de
maximizar a quantidade de ésteres produzidos.
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