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RESUMO

A crescente necessidade por energia e o avango das preocupacdes com problemas
ambientais devido ao uso de combustiveis fésseis tem levado a busca de alternativas para a
area energética. Dentro deste contexto, a producdo de biocombustiveis como etanol e
biodiesel mostram um grande potencial de avango e despertam amplo interesse na drea de
pesquisas. O biodiesel é comumente obtido por reagdes de transesterificacio com catélise
alcalina, no entanto a via enzimética constitui-se em uma forma promissora para a produ¢ao
deste tipo de combustivel. Este trabalho analisou as etapas de producdo, purificacdo e
imobilizacdo da lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552 e aplicacdo dessa enzima na
biocatdlise das reacdes de hidrélise, esterificacdo e transesterificacdo de dleos vegetais em
diferentes sistemas reacionais. Os resultados obtidos demonstraram que a lipase de
Geotrichum candidum NRRLY-552 pode ser obtida a baixo custo, com a utilizagdo de um
residuo agro-industrial (4gua de maceracdo de milho) com atividade lipolitica de cerca de
20 U/mL. A purificacdo parcial desta enzima foi realizada por dois métodos — precipitacdao
com sulfato de amonio e precipitagdo com etanol, seguido de liofilizacio em ambos os
casos. Tais métodos proporcionaram a obten¢ao de um preparado enzimatico com atividade
lipolitica de cerca de 500 U/g em duas ou trés etapas. O pequeno nimero de etapas e a
elevada atividade enzimdtica propiciam a aplicacdo desta enzima para biocatélise de
reacoes com Oleos vegetais para uso na producdo de biocombustiveis. A enzima
selecionada apresentou um bom desempenho para a reagdo de hidrélise de dleos vegetais,
atingindo taxas de hidrélise de cerca de 80% ap6s 24 horas de reac@o, em frascos agitados a
210 rpm, 45°C e 15% m/m de dgua no meio reacional com uma concentragio de enzima de
5% m/m da lipase. A enzima ndo apresentou acdo de esterificacdo suficiente para produgdo
de biodiesel na presenca de etanol, no entanto o sistema reacional desenvolvido permite que
a associacdo com outras lipases de boa acdo de esterificacdo possibilite a obtencdo do

biodiesel a partir do hidrolisado obtido neste trabalho.



SUMMARY

The growing energy necessity and the advancement of environmental concerns due to the
use of fossil fuels have led the search for alternatives to the energy area. In this context, the
production of biofuels like ethanol and biodiesel shows a great potential for advancement
and arouse widespread interest in the area of research. Biodiesel is commonly obtained by
transesterification with alkaline catalysis; however, the enzymatic pathway is a promising
way to produce this type of fuel. This work studied the stages of production, purification
and immobilization of lipase from Geotrichum candidum NRRLY-552 and application of
this enzyme in the biocatalysis of the hydrolysis, esterification and transesterification of
vegetable oils in different reaction systems. The results showed that the lipase from
Geotrichum candidum NRRLY-552 can be obtained at a low cost, using a residue of the
agro-industrial (corn steep liquor), with lipolytic activity of about 20 U/mL. Partial
purification of this enzyme was performed by two methods - precipitation with ammonium
sulphate and precipitation with ethanol, followed by lyophilization in both cases. Such
methods provided to obtain an enzyme preparation with lipolytic activity of 500 U/g in two
or three steps. The small number of steps and the high enzyme activity provide the
application of this enzyme to catalysis of reactions with vegetable oils for the use in biofuel
production. The selected enzyme showed a good performance for the hydrolysis of
vegetable oils, reaching rates of hydrolysis of about 80% after 24 hours of reaction, in
shaken flasks at 210 rpm, 45°C and 15% w/w of water in the reaction with enzyme
concentration of 5% w/w of the lipase. The enzyme did not show enough action
esterification for biodiesel production in presence of ethanol; however, the reaction system
developed permits the association with other lipases with good deed esterification with

allows obtainable biodiesel from the hydrolysed produced in this work.



CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL

1. INTRODUCAO

Com excecdo da energia hidrelétrica e da nuclear, a maior parte da necessidade
mundial de energia é suprida através de fontes petroquimicas, carvao e gases naturais, que
sao limitadas e que deverdo se esgotar economicamente no futuro. Especificamente para os
paises em desenvolvimento, o crescente consumo de energia gera uma grande dependéncia
em relacdo aos combustiveis fosseis como carvao, petréleo e gds. O aumento dos precos
destes combustiveis no curto prazo e diminui¢do das reservas desses combustiveis torna
inevitdvel a busca de combustiveis alternativos para suprir a demanda dos setores de
transporte, geracao de energia elétrica, agricultura dentre outros. Biodiesel tem sido visto
como um substituto para o diesel por diversos motivos, dentre eles o menor impacto
ambiental, a possibilidade de utilizacdo de matérias-primas vegetais € animais como 6leos e
gorduras, a facilidade de realizacdo da reacdo de obtencdo e a menor viscosidade do

produto em relacao aos dleos vegetais (Dwivedi, Jain & Sharma, 2011).

Os dleos vegetais t€m atraido atencdo como uma fonte renovavel com potencial para
a producdo de combustiveis alternativos ao diesel derivado do petrdleo, porém o uso direto
de dleos vegetais e/ou suas misturas em motor diesel de injecdo direta ou indireta é
geralmente considerado nao satisfatério e impraticavel, devido principalmente a problemas
como alta viscosidade, composi¢ao 4cida, teor de dcidos graxos livres, formacao de gomas
devido a oxidacgdo e polimeriza¢cdo durante o armazenamento, combustdo e a deposi¢cdo de
carbono, que comprometem o processo de igni¢do e a vida util do motor a diesel. As
quatros principais técnicas utilizadas para solucionar o problema da alta viscosidade sdo a
diluicio dos Oleos vegetais em solventes, a micro-emulsificacdo, a pirdlise e a
transesterificacdo, sendo esta ultima a mais promissora nos dias atuais (Demirbas, 2005;

Fukuda, Kondo & Noda, 2001).

O biodiesel é definido como um mistura de monoalquil ésteres de dcidos graxos de
cadeia longa, preferencialmente metil e etil ésteres, derivados de fontes renovaveis, como
6leos vegetais e gordura animal. A principal forma de obtengdo destes ésteres € através da

3



reacdo de transesterificacdo que faz a conversdo de ésteres de dcidos graxos e monoalquil
ésteres pela reacdo direta com dlcool. O caminho mais utilizado na obten¢ao do biodiesel
ainda é pela reacdo de 6leos vegetais com metanol, reagente que apresenta baixo custo, mas
que oferece uma série de inconvenientes em sua utilizacdo. E necessdria uma grande
quantidade de metanol para deslocar o equilibrio da reacdo no sentido da formacdo dos
produtos; o metanol precisa ser anidro quando se utiliza catdlise acida ou bdsica e/ou
quando se utiliza um 6leo com alto teor de dcido graxo livres, pois ha a possibilidade de
formacdo de sabdes nestes casos. Varios fatores influenciam no processo de
transesterificacao ou alcdolise, tais como tipo de catalisador (4cido, basico ou enzimatico),
razdo molar dlcool/6leo, temperatura, teor de dgua e de acidos graxos livres, dentre outros

(Demirbas, 2008).

Vieira, Silva e Langone (2002) citam como vantagem do biodiesel o fato dele ser
obtido a partir de recursos renovdveis (O0leos vegetais), que propiciam um balangco de
di6éxido de carbono favordvel (consumo de didéxido de carbono durante a cadeia produtiva
do biodiesel € maior do que a quantidade emitida durante a combustdo do mesmo). O
impacto ambiental também € reduzido pela diminui¢do na emissao de 6xidos de enxofre,
uma vez que os Oleos vegetais sdo praticamente isentos de contetido de enxofre. Demirbas
(2005) cita também que o biodiesel é um substituto renovavel do diesel de petréleo, com
caracteristicas muito similares, mas com geracdo de menor quantidade de gases de
exaustdo, sendo um combustivel biodegradavel, ndao téxico e praticamente livre de
compostos de enxofre e aromaticos. Além disso, ele pode ser obtido a partir de mais de 350
tipos de 6leos vegetais, sendo os mais promissores os de girassol, soja, algoddo, canola e

amendoim.

Atualmente, o biodiesel tem sido produzido na Europa e nos Estados Unidos com o
emprego de catalisadores bdsicos ou dcidos usando 6leos vegetais. No entanto, 0 processo
alcalino convencional consome grande quantidade de energia e gera produtos indesejaveis,
como sabdes, o que dificulta a etapa de purificacdo do combustivel. Particular aten¢do vem

sendo dada a utilizacdo de lipases como biocatalisadores para a obtencdo de biodiesel



devido aos altos rendimentos, facilidade de purificacdo e auséncia de produtos indesejaveis

(Gog et al., 2012).

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) compreendem um grupo de
enzimas com grande ocorréncia em plantas, animais e micro-organismos. Sua fungdo
biologica € catalisar a hidrélise de Oleos e gorduras, fornecendo acidos graxos livres,
diacilglicer6is, monoacilgliceréis e glicerol. Esta reacdo € reversivel, pois as lipases
também catalisam a formacdo de acilglicerdis a partir de dcidos graxos e glicerol na
interface 6leo-dgua (Hatzinikolaou et al., 1996). Dessa forma, tais enzimas podem ser
utilizadas na producdo de biodiesel, seja através da esterificacdo de acidos graxos livres
com reagente alcodlico ou da transesterificacdo dos 6leos vegetais, pela substituicdo do
grupo glicerol por grupos metilicos ou etilicos na constitui¢ao do éster. A Figura 1 mostra
de forma esquemadtica as reagdes de transesterificacdo e de hidrdlise dos triacilglicerdis,
principal componente de 6leos vegetais e gorduras.

By HOOC—R
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Figura 1 — Esquema das reagdes de alcoolise ou transesterificacdo e de hidrélise de 6leos
vegetais (TAG = triacilglicerol; BD = biodiesel — éster de cadeia curta de 4cido graxo; AGL

= 4cido graxo livre).

Apesar das vantagens proporcionadas pela utilizacdo de lipases em processos
industriais, existem também os aspectos negativos, dentre eles, o alto custo das enzimas e a
inativacdo das lipases pelo contato com o dlcool e o glicerol (Gog et al., 2012) e a
necessidade de matérias-primas com baixo teor de dgua e de dcidos graxos livres
(Demirbas, 2008) sdo aspectos técnicos que devem ser considerados. Do ponto de vista

econdmico, o uso intensivo de Oleos vegetais pode ocasionar disputa com a industria
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alimenticia, afetando a disponibilidade e causando flutuacdes de precos nas matérias-
primas, com impacto no preco final do biocombustivel, o que leva a necessidade de
desenvolver novas tecnologias de obtengao dessas matérias-primas e de fontes oleaginosas
ndo utilizdveis pela inddstria alimenticia (Santori et al., 2012). Em relacdo aos aspectos
ambientais, apesar de todas as vantagens do biodiesel em relagdo ao diesel do petrdleo,
verifica-se que as taxas de emissdes de 6xidos de nitrogénio (NOy) sdo maiores do que em
combustiveis fosseis levando a necessidade de alteragdes em caracteristicas dos motores a
diesel, tais como tempo de injecdo, tempo de espera de igni¢do, temperatura de combustao,

etc. (Hoekman & Robbins, 2012).

Assim, € de suma importancia a realizagdo de estudos sobre biodiesel em diversas
areas e sob diferentes perspectivas quanto a producdo, impacto ambiental e viabilidade
econOmica. Dessa forma o objetivo geral deste trabalho foi realizar o estudo da aplicagao
da lipase de Geotrichum candidum NRRLY 552 para biocatélise de reacdes envolvendo
Oleos vegetais com vistas ao desenvolvimento de um sistema para obtencdo de biodiesel.
Na primeira etapa realizou-se estudo para obten¢do de uma lipase microbiana a partir de
residuos agro-industriais para reduc¢do dos custos de obten¢ao do biocatalisador. A partir da
lipase selecionada realizaram-se os estudos de purificacdo parcial e imobilizagdo para
obtencdo de um preparado enzimdtico com condi¢des adequadas para aplicagdo em sistema
reacional de hidrdlise e esterificacdo. Na segunda etapa, a enzima obtida teve sua
capacidade hidrolitica e de esterificacdo avaliada em diferentes sistemas reacionais e

diferentes dleos vegetais.

Ao término do trabalho foi possivel obter um biocatalisador com elevada atividade
enzimatica, em torno de 500 U/g e eficiente para realizacdo da hidrélise enzimética de
diferentes 6leos vegetais, atingindo cerca de 80% de hidrélise apds 24 horas de reagdo, em
condicdes tais que propiciem a utilizacdo do hidrolisado como substrato para producdo de

biodiesel.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Producao de lipases

O interesse na producdo e aplicacdo de lipases € bastante relatado na literatura,
devido ao grande nimero de possibilidades de processos nos quais tais enzimas podem ser
utilizadas. Atualmente hd uma tendéncia de se pensar a producdo de enzimas por via
biotecnoldgica de forma integrada, buscando-se a otimizacdo do processo de forma global,
desde as primeiras etapas de producgdo (upstream), como obtencdo do indculo, preparagcdao
do meio e condi¢des de cultivo até a fase de purificacdo enzimdtica (downstream)

(Maldonado, 2006).

As lipases podem ser obtidas a partir de diferentes micro-organismos, tais como
bactérias, leveduras e fungos. Borgstrom e Brockman (1984) relataram que fungos sdo
Otimas fontes de obtencdo de lipases, tendo em vista sua abundincia na natureza, baixo
custo e a produgdo de enzimas extracelulares, o que facilita a recuperacdo da enzima do
meio de fermentacdo, seja ele liquido ou semi-sélido. Também diferentes fontes de
nutrientes sao relatadas na literatura para producao de lipases. A Tabela 1 elenca uma série

de trabalhos a respeito da producgdo de lipases microbianas.



Tabela 1 — Referéncias sobre a producdo de lipases obtidas a partir de diferentes micro-

organismos

Referéncia

Micro-

organismo

Condicoes experimentais/

Substratos utilizados

Resultados obtidos e

conclusoes

Maldonado et

Geotrichum sp.

Agua de maceracio de

35,0 U/mL apés 32

al., (2012A). milho e 6leo de soja no | horas de fermentacdo
meio de cultivo. em frascos agitados.’
Maldonado et | Geotrichum Efeito da concentracdo de | 16,0 U/mL apds 48
al., (2012B) candidum peptona, NaNO;, MgSOy, | horas com 3,0% de
6leo de soja, temperatura e | peptona, 0,5% de Oleo
pH inicial para producdo de | de soja, pH inicial 7,0,
lipase em frascos agitados e | 30° C e 250 rpm.
reator de mistura.
Lui et al., | Burkholderia sp. | Residuos alimentares, | Produtividade  passou
(2011) C20 aeracdo entre 0,5 ¢ 2,0vvm. | de 0,057 para 0,076

U/mL.h com o aumento
da aeragdo. Atividade

de 524 U/g peso seco.

Navarro et al., Residuos sélidos com alto | 120.000 U/g extrato
(2011) teor de Oleos provenientes | seco apds a extragdo,
de d4guas residudrias em | apés 20 dias de
condigdes termofilicas | fermentacao.
(45°C).
Rigo et al. | Penicillium P58 | Fermentagcdo semi-sélida | 140 U/g de extrato seco
(2010) e P74 suplementada com uréia e | tanto em condigcOes

6leo de soja.

acidas como alcalinas,

apos 48 horas.

! Resultado referente ao capitulo III desta tese.




Referéncia Micro- Condicoes experimentais/ | Resultados obtidos e
organismo Substratos utilizados conclusoes
Yu et al., | Pseudomonas Extrato de levedura, sojaem | 58,9 U/mL apds 67
(2009) Lip35 p6, NaCl e Tween-80. horas de fermentacao.
Goldback, Leveduras Peptona e azeite de oliva no | 3,0 U/mL apés 48 horas
(2008) silvestres meio de cultivo. de fermentacdo com
leveduras silvestres.
Mahanta, Pseudomonas Fermentacao semi-sélida | 0,625 U/mg apés 120
Gupta & | aerugionosa, com torta de semente de | horas; com torta
Khare, (2008) | PseA Jatropha curcas (pinhao- | adicionada de peptona
manso). obteve-se 1,08 U/mg.
Teng & Xu, | Rhizopus Producio de lipase com | 13,9U/mL com 4,25.10°
(2008) chineses células imobilizadas. esporos/L, 2,37% ml/v
6leo de oliva, 18mL de
meio de fermentagdo e
4,1% peptona.
Yan & Yan, | Geotrichum sp. | Avaliou 13 varidveis na | 23,15 U/mL apés 24
(2008) producdo de lipase. horas em  frascos
agitados.
Loo et al., | Geotrichum Peptona e extrato de|22,59 U/mL apdés 54
(2007) candidum levedura. horas.
Maldonado, Geotrichum Agua de maceracio de | 24 U/mL apds 48 horas
(2006) candidum milho e hidrolisado de | em fermentador air-lift.
NRRLY-552 levedura (fontes de
nitrogénio) e 6leo de soja.
Burkert et al., | Geotrichum Peptona como fonte de |20 U/mL, apés 54 e 48
(2005) candidum nitrogénio e 6leo de soja. horas, em reator de
NRRLY-552 mistura e em reator air-

lift, respectivamente.




Referéncia Micro- Condicoes experimentais/ | Resultados obtidos e
organismo Substratos utilizados conclusoes
Yang et al., | Rhizopus Fermentacdo submersa com | 315 U/mL apds 96
(2005) arrhizus farinha de soja, 6leo de | horas a 26,5° C e 130
(micélio amendoim, MgSQOy, | rpm com um aumento
imobilizado) KoHPO4 e (NHy),SOq4. da produtividade em 5,6
vezes apos seis
fermentacdes em reator
de bancada.
Burkert et al., | Geotrichum sp. | Agua de maceracio de | 18 U/mL apés 48 horas.
(2004) milho como fonte de
nitrogénio em  frascos
agitados.
Gopinath et | Geotrichum 1,25%C, 2,0% N, 1,0% | 89,6 U/mL apés 6 dias
al., (2003) candidum Tween, 0,5mM sais, pH 7,0, | de fermentacdo.
30°C.
Maldonado, Penicillium Peptona com fonte de |22 U/mL apds 48 horas
Burkert e | restrictum nitrogénio, 6leo de oliva, de | utilizando  d6leo  de
Rodrigues, soja. ¢ de milho como | milho como indutor.
(2001) indutores.
Kamimura et | Geotrichum sp. | Agua de maceracio de | 28 U/mL apés 10 horas.
al., (1999) milho como fonte de
nitrogénio, em reator de

bancada (400 rpm, 1,0 vvm,
30°C).

Miranda et al.,

(1999)

Penicillium

citrinum

Meio 1 — 1,0% 6leo de oliva
€ 0,75% (NH4)st4; Meio 2
— 1,6% residuo industrial e

0,75% (NH4)2SO4.

2,63 e 579 U/mL,

respectivamente, com
pH inicial do meio de

5.5.

10




Referéncia Micro- Condicoes experimentais/ | Resultados obtidos e
organismo Substratos utilizados conclusoes
Cordova et al. | Rhizomucor Fermentacao semi-sélida | 4,99 e 1,73 U/g (com
(1998) pusillus e | com bagaco de cana e pasta | bagaco de cana) e 20,24
Rhizopus de 6leo de oliva. e 79,60 Ul/g (com
rhizopodirforms mistura bagaco e pasta
de 6leo).
Jacobsen et | Geotrichum Meio de  fermentacdo | Aumento da atividade
al., (1989) candidum contendo peptona. lipolitica ap6s adicao de
NRRLY-552 azeite de oliva ou tween
80 ao meio.

Dos trabalhos publicados nota-se que uma grande variedade de micro-organismos e
fontes de nutrientes sdo exploradas para a producdo de lipases microbianas. As atividades
enzimaticas obtidas variam bastante, mas em muitos casos nao ultrapassam valores em
torno de 20 U/mL quando se trata de fermentagdes submersas, algo comum para lipases, ao
contrario de outras enzimas, como amilases ou proteases que em geral apresentam
atividades enzimadticas bastante superiores. Fermentacdes em estado sélido, utilizagao de
células imobilizadas e alteragdes genéticas t€m sido alternativas utilizadas para aumentar a
producdo e a produtividade das lipases. Recentemente notam-se relatos mais freqiientes
sobre aplicagdes e especificidade das lipases do que estudos relacionados a producdo e

otimizacdo das condi¢des de produgdo deste tipo de enzima.
2.2. Imobilizacao enzimatica

Uma forma de melhorar a eficiéncia em processos enzimdticos e possibilitar a
utilizacdo do biocatalisador por periodos prolongados, sem que haja perda da atividade
enzimdtica é a imobilizacdo. De acordo com Bickerstaff (1997) e Rosevear (1994),
imobilizagdo € a técnica que confina uma enzima com atividade catalitica de interesse em

um sistema, prevenindo assim sua migragdo para o meio, ou fase movel, onde se encontram
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o substrato e produto. Este sistema, denominado bioreator, consiste da enzima fisica ou

quimicamente associada a um suporte.

O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que nao sejam afetadas durante o processo, em comparagdo a sua
forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica
superior. Além disso, ndo deverdo ocorrer alteragdes estruturais, bem como modifica¢des
no sitio ativo. A imobiliza¢do pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima,
porém ndo existe uma regra que prediga a manutencao destes parametros apds 0 processo
de imobilizagdo. A imobilizacdo do biocatalisador em um suporte, sem prejuizo de sua
atividade por um razodvel periodo de tempo, pode assegurar sua reutilizagdo ou mesmo

possibilitar o uso em reatores continuos levando a economia nos processos industriais

(Santos, 2003).

A imobilizag¢do de lipases tem sido amplamente estudada nas tultimas décadas e a
aplicacdo de lipases imobilizadas nos dltimos anos tem se mostrado uma boa alternativa
para producdo de biodiesel em reacdes de transesterificagdo. Na literatura sdo muitos os
relatos da utilizacdo das lipases imobilizadas, sejam elas comerciais ou ndo, na catélise
enzimatica para obtencdo do biodiesel. A Tabela 2 elenca referéncias relacionadas com

imobilizacdo enzimatica.

Tabela 2 — Referéncias sobre a imobilizacdo enzimética

Referéncia Técnica de imobilizacao Resultados e conclusoes
Xie &Wang | Imobilizagdo de lipases | A imobilizacdo foi eficiente e utilizou-se a
(2012) em microesferas | enzima para producdo de biodiesel por

magnéticas de quitosana. | transesterificacdo de 6leo de soja e metanol,
com rendimento de 87% ap6s 30 horas e

com a enzima ativa apos 4 ciclos de reacao.
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Referéncia

Técnica de imobilizacao

Resultados e conclusoes

Cabral, Fonseca

e Dias, (2010)

Imobilizagdo de lipase de

Candida  rugosa em
espumas de poliuretano
hidrofilico para produgdo

de butirato de etila.

A atividade enzimatica foi mantida em

baixas concentracdes de substrato (30
repeticdes), mas foi desativada em altas
concentracdes do etanol, devido ao actimulo

desse em alta concentragdo nas espumas.

Li &  Wu, | Imobilizacio de lipase | A lipase de Candida rugosa foi imobilizada
(2009) em poliacrilonitrila | por eletrospinning e ativada por reagdo de
aplicada a hidrdlise de | amida¢do em nanofibras de poliacrilonitrila.
6leo de soja Houve uma retencio de 87,5% da atividade
com a imobilizacdo e a enzima levou a uma
hidrélise do dleo de soja de 72% apds 10
minutos ¢ 85% apds 1,5 horas. A enzima
manteve 65% da atividade apds 20 ciclos.
Zeng et al, | Imobilizacdo de lipase de | A enzima imobilizada com temperatura e pH
(2009) Saccharomyces O0timos maiores e mais estdvel (menor
cerevisiae por adsorcdo | energia de ativacdo e maior energia de
fisica em hidrotalcita de | desativacdo) que enzima livre. Manteve
Mg-Al. atividade por 10 ciclos na produgdo alcalina
de biodiesel, com 81% de conversio.
Liu & Chang, | Imobilizacdo da lipase de | Obteve-se uma retencdo de 60% de
(2008) Burkholdiera sp. em | atividade lipolitica em pH 9,0 e temperatura
nitrato de celulose. de 55°C.
Shao et al., | Imobiliza¢do da lipase de | Obteve-se uma conversao de 63% na reacdo
(2008) Candida rugosa em | de metandlise do 6leo de canola.

quitosana.
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Referéncia

Técnica de imobilizacao

Resultados e conclusoes

Wei & Wu | Imobilizacdo de lipase de | A enzima imobilizada apresentou boa

(2008) Burkholdiera sp. por | estabilidade em pH entre 5 ¢ 8 e acima de
adsor¢cdo  simples em | 50°C e na presenca de solvente organico,
octil-sepharose CL-4B. quando comparada a enzima livre.

Shah, Sharma, | Imobilizacdo das lipases | A utilizacdo da enzima imobilizada elevou o

Gupta (2004) de Chromobacterium | rendimento da producdo de biodiesel de 62
viscosum e de Candida | para 71% comparado com a enzima livre
rugosa em Celite-145 para Chromobacterium viscosum

Soares et al., | Imobilizacdo em silica | 59,6% de imobilizagdo utilizando PEG-

(2003) gel da lipase de Candida | 1.500, com um aumento de 2,7 vezes na

rugosa — avaliacdo do
efeito de polietilenoglicol
(PEG e albumina bovina)

na atividade lipolitica.

meia vida da enzima.

Castro, Silva e | Adsorcdo  fisica em | 34% de retencdo da atividade lipolitica em
Silva (2000) suporte inorganico da | fosfato de zirconio.

lipase de Candida

rugosa.
Xenakis e | Imobilizacdo da lipase de | O gel apresentou boa estabilidade e retengao
Stamarts (1999) | Pseudomonas  cepacia | da atividade lipolitica apds reacdo de

em microemulsdo de gel

(gelatina e agar).

esterificacdo de acido ldurico com isoctano,

incubado por 72 horas a 25°C.

Reetz, Zonta e
Simpelkamp
(1996)

Aprisionamento em silica

gel hidrofébica.

Pode ser aplicado para varios tipos de
lipases e aumentou o rendimento de reagdes

de esterificacdo em até 88 vezes.
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2.3. Producao de biodiesel

Transesterificagdo ou alcéolise é a reacdo que ocorre entre os triacilglicerdis
presentes em gordura ou 6leo com um dlcool para formacao de éster e glicerol. Esta reacio
¢é reversivel e, deste modo, se faz necessario o uso de catalisadores e de excesso de dlcool
no meio reacional de modo a se obter alto rendimento e maior velocidade de reacdo (Ma &
Hanna, 1999). A producao de biodiesel também pode ser dividida, com uma primeira etapa
de hidrdlise de dleos vegetais produzindo 4cidos graxos livres seguida de esterificacdo do

hidrolisado obtido com um 4lcool para a produgdo dos ésteres de dcidos graxos (biodiesel).

Metanol (CH30H) € o dlcool mais utilizado em processos de obtengao de biodiesel
por apresentar baixo custo e vantagens quimicas na rea¢do. Ele € um édlcool bastante polar e
de cadeia carbdnica curta, o que facilita o processo de transformacdo dos triacilglicerdis em
metil ésteres de dcidos graxos. No Brasil, entretanto, hd um interesse grande no
desenvolvimento da producdo de biodiesel a partir do etanol, devido a grande
disponibilidade deste reagente, baixo custo e por ser obtido de uma fonte renovavel (cana

de agucar).

Industrialmente os métodos mais utilizados sdo os que fazem uso de catalisadores
basicos (hidréxidos ou metdéxidos metdlicos), que levam a altos rendimentos na conversao
de triacilglicer6is em biodiesel. No entanto, processos enziméticos t€ém despertado interesse
nos ultimos anos, pois apresentam uma série de vantagens, segundo relataram Fukuda,
Kondo e Noda (2001). Segundo estes autores a utilizagdo de lipases € vantajosa porque os
tempos de reacdo sdo reduzidos, a recuperacao do glicerol do meio reacional € mais fécil e
eliminam-se as etapas de lavagem para remoc¢ao da alcalinidade residual do produto, bem
como € evitada a formacdo de sabdes devido a rea¢do do catalisador alcalino com dcidos
graxos livres presentes nas matérias-primas oleaginosas. Por outro lado, o custo de
obtencdo das lipases ainda € uma grande barreira a aplicagdo industrial deste tipo de
biocatalisador. Na dltima década, um grande nimero de trabalhos a respeito da producao de

biodiesel tem sido relatado na literatura. A Tabela 3 apresenta alguns destes trabalhos, que
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apresentam uma grande variedade de catalisadores, micro-organismos, fontes de matérias-

primas e processos que podem ser utilizados para a producao do biocombustivel.

Tabela 3 — Referéncias sobre a produgdo de biodiesel por via enzimatica

Processo avaliado

Resultados e conclusoes

Transesterificagao de dleo de

girassol utilizado em fritura.

64% de rendimento em 24 horas com
lipase de Pseudomonas fluorescens a
45°C, 5% m/m de enzima e razdo molar

metanol:6leo de 3:1.

Hidrélise de o6leo de peixe
para  enriquecimento  de

acidos poliinsaturados.

Lipase imobilizada e sistema reacional

com duas fases (aquosa e organica)
aumentaram de 12 para 40% a taxa de
hidrdlise de Oleo de peixe, com efeito
positivo dos solventes de baixa polaridade
e negativo com os de alta polaridade e

muito hidrofébicos.

Producdo de biodiesel com
6leo de palma e etanol em
sistema livre de solvente com

diferentes lipases.

A producdo de biodiesel foi mais eficiente
com a mistura de duas lipases (lipase AK
de Pseudomonas fluorescens e lipase AY
de Candida rugosa) com rendimento de
67%, com 2% m/m de dgua, 10% m/m de

enzima e razao molar etanol: 6leo de 3:1.

Referéncia
Charpe e
Rathod (2011)
Yan et al.,
(2011)
Tongboriboon,
Cheirsilp e H-
Kittikun,
(2010)

Yang et al,
(2010)

Avaliacdo da atividade de
hidrélise e de
transesterificacdo da lipase de
Penicillium

expansus em

diferentes solventes.

A hidrélise sobre pNPP foi 12 vezes maior
em liquido i6nico do que em solventes
organicos. A transesterificacio com Oleo
de milho e metanol atingiu rendimentos de
70% em liquido i6nico, 19% em 4&lcool
terc-butilico, 14% em sistema livre de

solvente, 1% em hexano ap6s 25 horas.
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Referéncia

Processo avaliado

Resultados e conclusoes

Al-Zuhair,
Ramachandran
e Hansan

(2008).

Producao de biodiesel a partir
do hidrolisado do ¢leo de
palma com lipase livre de

Candida rugosa.

Rendimento superior a 90% utilizando 660
mol/m’ de 6leo de palma, 45°C, agitacio
de 800 a 1300 rpm e concentragdo

enzimatica entre 25 e 250 g/m3 .

Ting et al,

(2008)

Producdo de biodiesel com
hidrolisado de 6leo de soja do
trabalho anterior (Ting et al.,
(2006) e

metanol  com

catalisador acido.

Hidrélise de 88% do 6leo de soja com
enzima imobilizada apds 5 horas de reacdo
e obteve-se 99% de conversio de
hidrolisado em biodiesel com razdo molar
1:15 4cidos graxos livres/metanol, 2,5% de
acido sulftrico, 50°C ap6s 12 horas de

reacao.

Al-Zuhair,
Ling & Jun
(2007)

Producao de biodiesel por
6leo de palma e metanol com

lipase de Mucor mieher.

1250 e 300 mol/m’ foram as concentracdes
de o6leo de palma e metanol em que

ocorreu inibi¢do pelo substrato.

Hama et al.,

(2007)

Producdo de biodiesel em
reator de leito empacotado
com células imobilizadas de
Rhizopus oryzae a partir de

6leo de soja e metanol.

90% de rendimento com vazdo de 25 L/h
no primeiro ciclo e 80% de rendimento
ap6s dez ciclos de reacdo. O reator
empacotado reduziu os danos as células
imobilizadas e o excesso de tempo de

contato com metanol.

Royon et al.,

(2007)

Producdo de biodiesel de dleo
de algodao e metanol com
lipase de Candida antarctica
t-butanol

utilizando como

solvente.

97% de rendimento, apds 24 horas, a 50°C,
com 32,5% t-butanol, 13,5% metanol, 54%
de 6leo (m/m) e 0,017 g de enzima/g 6leo.
O mesmo resultado com reator de leito

fixo na vazao de 9,6 mL.h'l.(g enzima)'l.

17




Referéncia

Processo avaliado

Resultados e conclusoes

Watanabe et
al., (2007)

Hidrélise de oleo vegetal

seguida de esterificagdo com

90% de hidrdlise com 40%m/m de dgua e

47% de hidrolise na auséncia de dgua, com

metanol. 100 U/g 6leo e 24 horas de reagdo (lipase
de Candida rugosa). 96% de esterificacao,
apés 24 horas com 1% m/m de enzima
(lipase de Candida antartica) e razao
molar 6leo hidrolisado: metanol de 1:5.
Al-Zuhair et | Esterificacdo de acido | A concentracdo de dgua nao inibiu a
al., (2006) butirico com metanol com | velocidade inicial da reacdo até a
lipase de Mucor mieher, em | concentracdo de 25% v/v, no entanto as
sistema bifdsico | maiores conversdes foram obtidas para
(n-hexano/dgua). baixas concentracdes de dgua.
Ting et al., | Hidrélise enzimdtica de dleo | 88% de conversdo em dcidos graxos livres,
(20006) de soja por lipase de Candida | com pH 8,0, 40°C, razdo molar
rugosa imobilizada. Oleo/tampao 2:1 (m/m), apds 5 horas.
Al-Zuhair, Hidrélise de 6leo de palma | Avaliou-se a concentracdo da enzima e
Hansan e | com lipase de Candida | agitagdo do sistema na interface dgua-oleo,
Ramachandran | rugosa. obtendo-se um modelo para a hidrdlise do
(2003) 6leo de palma. O aumento da concentragdao

da enzima (na faixa de 25 a 250 g/cm3 ) e
da agitacao (800 a 1300 rpm) aumentaram

a producao de 4cidos graxos livres.

Vieira et al.

(2002)

Producdao de hexadecanoato
de etila com 4cido palmitico e

etanol e lipases comerciais.

50% de conversdo utilizando 0,5 de razao
molar acido/alcool; 67°C; 4,5% m/m de

lipase.
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Referéncia Processo avaliado Resultados e conclusoes

Kaieda et al., | Producdo de biodiesel de 6leo | Processo eficiente com dgua na faixa de 4
(1999) de soja e metanol por lipase | a 30% em massa e rendimentos entre 80 e

de Rhizopus oryzae. 90% m/m de metil ésteres.

Da anélise das referéncias citadas pode-se perceber que a produgdo de biodiesel por
via enzimdtica vem sendo explorada com diferentes tipos de 6leos vegetais (soja, palma,
algoddo, pinhao-manso, etc.), mas no que diz respeito a fracao alcodlica da reacdo observa-
se que o metanol € o dlcool mais utilizado. Os fatores de conversao obtidos sdo altos, mas
em muitos artigos relata-se a utilizacdo de enzimas imobilizadas comerciais, que
apresentam alto grau de pureza, mas também, custo bastante elevado. Quanto ao processo
de obtencao de biodiesel ha uma predominancia da transesterificagdo, mas ha investigacoes
também de sistemas reacionais de hidrdlise seguido esterificacdo, que possibilitam a
utilizacdo de outras matérias-primas, como por exemplo, hidrolisados com alto teor de
acidos graxo; o controle da concentracdo de 4cidos graxos no sistema reacional; avaliar as
concentracdes do reagente alcodlico e de dgua mais adequados ao processo; possibilidade

de usar biocatalisadores mais especificos para cada etapa, etc.
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3. FLUOXAGRAMA DAS ETAPAS DO TRABALHO

De acordo com os objetivos propostos e a avaliagdo das referéncias encontradas na

literatura, o trabalho foi estruturado em uma sequéncia de etapas conforme mostrado no

fluxograma a seguir.

1*. Etapa — Estudo da produciao de
lipase por diferentes micro-organismos
(capitulos II e III)

2%, Etapa — Estudo da purificacdo e
imobilizacdo da enzima (capitulo IV)

3%, Etapa — Hidr6lise enzimatica com
enzima livre (Capitulo V)

4*.  FEtapa —  Esterificacdo e
transesterificacio com enzima livre
(Capitulo VI)

20

Estudo para selecio de micro-organismos

produtores de lipase.

Avaliacdo da purificagdo parcial da lipase
de Geotrichum candidum NRRLY-552 por
precipitacio com sulfato de amonio ou
etanol seguida de liofilizacdo. Avaliacdo de

suportes para imobiliza¢do da enzima.

Estudo das condigdes reacionais
(concentragdo enzimdtica, concentragdo de
dgua, temperatura, agitacdo e sistema
reacional) para hidrélise enzimdtica de
diferentes Oleos vegetais em sistema livre

de solvente.

Avaliagdo da capacidade da enzima
selecionada em realizar esterificacdo do
hidrolisado obtido e da transesterificacdo
direta do Oleo vegetal com etanol em

sistema livre de solvente.
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ABSTRACT

This work is focused on the study of different microorganisms to obtain a high level of
lipase to apply in biocatalysis of reaction with vegetable oils. It was selected 6 different
microorganisms: Geotrichum candidum NRRLY-552, Geotrichum sp., Fusarium
oxysporum and three wild yeasts from rainforest in Brazil. Fermentation carried out to
obtain lipase using agro industrial by-products like corn steep liquor and protein hydrolysed
in shaken flasks under different conditions according to each microorganism. The best
results obtained were 17 U/mL from Geotrichum candidum NRRLY-552 using 8.0% of
corn steep liquor and 0.6% of soybean oil after 48 hours; 11 U/mL from Geotrichum sp.
using 12% of corn steep liquor and 0.6% of soybean oil after 16 hours; 3.22 U/mL from
AAV1 wild yeast using 12% of corn steep liquor and 1.5% of soybean oil after 48 hours
and 3.54 U/mL from Fusarium oxysporum using 8% of corn steep liquor and 1.0% of
soybean oil. This work showed that imperfect fungi Geotrichum have better potential to
produce lipase compared to other microorganisms evaluated. However, lipase from
Fusarium oxysporum showed a good stability in high pH which is very interesting to new

applications of lipase in alkaline conditions.

Key words: lipase; corn steep liquor; soybean oil
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo os micro-organismos preferidos como produtores industriais de
lipases, porque as enzimas por eles produzidas normalmente sdo extracelulares, o que
facilita a extragao do meio fermentado, além de serem mais estdveis e com propriedades
bem mais diversificadas que as lipases de outras fontes (Burkert 2003; Ciafardini, Zullo &
Iride 2006). Apesar de um grande niimero de estudos se preocuparem com a aplicacdo de
lipases, alguns grupos de pesquisa tem se dedicado ao isolamento e otimizac¢do da produgao

de lipases de diferentes tipos de micro-organismos (Pastore et al. 2003).

A producdo de lipases flungicas vem sendo amplamente estudadas, como por
exemplo as obtidas de fungos do género Geotrichum, com otimizagao de meios de cultura
para Geotrichum sp. em frascos agitados utilizando residuo industrial (Medeiros 1999;
Maldonado et al. 2012A; Yan & Yan 2008) e em reator de mistura (Kamimura 1999);
otimizacdo de meios de cultura para Geotrichum candidum NRRLY-552 em frascos
agitados com meio sintético (Loo et al. 2007; Maldonado et al. 2012B), em reator de
mistura e reator air-lift (Burkert et al. 2005); utilizando residuos industriais em frascos
agitados e em reator de mistura e air-lift (Maldonado, 2006). A producdo de lipases por
outros fungos também foi investigada, tais como Penicilium citrinum (Miranda et al. 1999),
Penicillium restrictum (Maldonado et al. 2001), Fusarium oxysporum (Prazeres 2006; Pio

& Macedo 2008).

Além de fungos, as leveduras também sdo bastante estudadas na producdo de
diferentes tipos de enzimas. Leveduras sdo fungos de natureza unicelular e podem ser
encontradas em diferentes tipos de ambientes. Considerando um pais como o Brasil com
uma grande biodiversidade € de se esperar que um grande nimero de espécies microbianas
presentes em nosso pais ndo tenham sido descritas ainda. Pensando em explorar este
potencial realizou um screening de diferentes tipos de leveduras a partir de amostras
coletadas em diferentes partes do Brasil para avaliar a capacidade destas leveduras em

produzir enzimas (Hernalsteens 2006). Em outro trabalho deu-se continuidade a estes
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estudos no que diz respeito a avaliagdo do potencial de producgdo de lipases de 44 leveduras

selecionadas do estudo anterior (Goldeback 2008).

A producdo de lipases foi explorada a partir dos fungos Geotrichum candidum
NRRLY-552, Geotrichum sp., Fusarium oxysporum e por leveduras silvestres. O segundo e
terceiro fungos citados foram isolados pelo Laboratério de Bioquimica de Alimentos
(DCA/FEA/Unicamp) e as leveduras, pelo Laboratério de Engenharia de Bioprocessos
(DEA/FEA/Unicamp).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Avaliacao da producio de lipase por fungos do género Geotrichum

A producdo de lipase por Geotrichum candidum NRRLY-552 foi objeto de estudo
anterior, em que foram obtidas condi¢des otimizadas para produc¢do da enzima utilizando
este micro-organismo. Realizou-se entdo um experimento utilizando a condi¢@o otimizada:
8,0% de dgua de maceracao de milho; 0,6% de 6leo de soja; pH inicial 7,0; temperatura de
30°C; agitacdo de 250 rpm (Maldonado, 2006). O in6culo foi realizado utilizando meio
sintético com tempo de incubacdo de 15 horas (Burkert, 2003), para verificar se a cepa

disponivel mantinha as mesmas caracteristicas originais.

Por outro lado, a producdo de lipase por Geotrichum sp. ja havia sido objeto de
estudo anterior obtendo-se meio otimizado para produgdo da lipase utilizando dgua de
macera¢do de milho (Burkert et al 2004). Um teste preliminar foi realizado utilizando meio
de fermentacdo com condi¢des similares as descritas no trabalho citado acima, alterando-se
a forma de obtencdo do indculo. O micro-organismo foi cultivado em placa de Petri
contendo meio Yeast Malt por 48 horas a 30°C, apds este periodo 2 areas circulares de
1,0cm de diametro foram transferidos para frasco contendo 100 mL de meio de in6culo
(5% de peptona, 0,1% de nitrato de sodio, 0,1% de sulfato de magnésio e 1,0% de 6leo de
soja) e incubados por 15 horas. Aliquotas de 10 mL do meio de in6culo foram transferidas
para frascos contendo meio de fermentacdo com 12% de dgua de maceragao de milho, 0,6%

de 6leo de soja e pH inicial igual a 6,0 (Maldonado 2006). A fermentacao foi realizada por
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16 horas a 30°C e 150 rpm e a atividade lipolitica e o pH foram avaliados ao longo do

tempo de fermentacao.
2.2. Avaliacao da producao de lipase por leveduras silvestres

Trés leveduras isoladas no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (LEB) foram
selecionadas em um trabalho anterior como leveduras com potencial para producdo de
lipases (Goldeback 2008). Primeiro avaliou-se a capacidade destas trés leveduras em
produzir lipase a partir de diferentes fontes de nitrogénio. As leveduras utilizadas foram
codificadas por AY3 (isolada de queijo), AAV1 e ACO2 (isoladas da Mata Atlantica). As

fermentacgdes foram realizadas com trés diferentes meios de cultivo:

e Meio 1 — 5,0% de peptona; 0,1% de extrato de levedura; 0,1% de sulfato de

magnésio; 0,1% de nitrato de s6dio e 1,0% de dleo de soja.
¢ Meio 2 — 12% de hidrolisado de levedura (Prodex—lac®) e 1,0% de 6leo de soja;
e Meio 3 — 15% de dgua de maceragdo de milho e 1,0% de dleo de soja.

Os ensaios foram realizados na temperatura de 30°C, agitacdo de 150 rpm, pH
inicial igual a 6,0. O indculo foi obtido a partir das cepas das leveduras incubadas em tubo
de ensaio contendo 10 mL do respectivo meio de cultivo, em cada caso, incubados nas
mesmas condicdes da fermentagdo, por periodo de 24 horas. Apds este periodo, o conteudo
de cada tubo foi vertido nos frascos contendo meio de cultivo e incubados por 48 horas. A

atividade lipolitica e o pH foram as respostas avaliadas.

Apés a realizagdo dos testes preliminares a levedura AAV1 (isolada da Mata
Atlantica) foi selecionada para a continuacdo dos estudos. Para tal, realizou-se um
delineamento experimental do tipo Placket-Burman com 16 ensaios + 3 pontos centrais
para avaliar o efeito de 10 varidveis sobre a producdo de lipase. As varidveis estudadas,
visando um incremento na producdo de enzima, foram: concentracdo de sacarose, de
extrato de levedura, K;HPO4, NH4CI, KCl e MgSO4 no meio de indculo, tempo de inéculo,

pH do meio de fermentacdo, concentracdo de 6leo de soja e a relacdo entre concentracao de
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hidrolisado de levedura/dgua de maceracdo de milho no meio de fermentacdo. Os niveis
avaliados estdo apresentados na Tabela 1, sendo a atividade lipolitica e o pH as respostas

analisadas ao longo do tempo de fermentagao.

Tabela 1 — Niveis das varidveis estudadas para produgao de lipase pela levedura AAV1

Varidvel -1 0 +1
Sacarose (%) 10 20 30
Extrato de levedura (%) 2,0 5,0 8,0
KoHPO4 (%) 0 2,0 4,0
NH4Cl (%) 0 1,0 2,0

KCl (%) 0 1,0 2,0
MgSO4 (%) 0 0,5 1,0
Tempo de indculo (h) 12 18 24
pH inicial 5,0 6,0 7,0

Oleo de soja (%) 0,5 1,0 1,5

Hidrolisado protéico/ AMM (%/%) 12/0 6/6 0/12

2.3. Avaliacao da producao de lipase por Fusarium oxysporum

Em um primeiro ensaio para producdo de lipase por Fusarium oxysporum foram

utilizados os seguintes meios de fermentagao:

e Meio 1 - 0,06% de KH,POs 0,02% de MgSO4; 0,02% de KCIl; 0,01% de
FeS0O,4.7H,0; 1,0% de 6leo de soja (Pio & Macedo, 2008);

*  Meio 2 - 5,0% de peptona; 0,1% de extrato de levedura; 0,1% de MgSO.; 0,1% de
NaNOs3, 1,0% de 6leo de soja (Goldeback, 2008)

* Meio 3 — 12% de hidrolisado protéico; 1,0% de 6leo de soja.

*  Meio 4 — 15% de dgua de maceragdo de milho; 1,0% de 6leo de soja.
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Todos os meios de fermentacdo tiveram pH inicial ajustado para 7,2 e as
fermentacgdes foram realizadas a 30°C e 150 rpm, por 72 horas. Para obten¢do do indculo, o
micro-organismo foi cultivado por 72 horas a 30°C em tubo de ensaio com meio PDA
(Potato Dextrose Agar). Apés este periodo, os esporos do micro-organismo foram
ressupendidos com 5 mL de dgua destilada e transferidos para os frascos contendo meios de

fermentacao.

A partir dos resultados obtidos no primeiro teste, realizou-se um segundo teste

preliminar para avaliar dois meios de fermentagao:
* Meio 1 - 5,0% de peptona; 0,1% de MgSO.; 0,1% de NaNOs, 1,0% de 6leo de soja;
* Meio 2 — 8% de dgua de maceracao de milho; 1,0% de 6leo de soja.

Neste teste, o indculo foi obtido segundo metodologia otimizada (Burket, 2003),
sendo que o meio de indculo apresentou a mesma composi¢do do meio de fermentagdo. O
pH do meio de fermentagdo foi alterado para 6,0 e a atividade lipolitica foi avaliada nos

tempos de 24, 48, 72 e 170 horas por andlise titulométrica (Kamimura et al. 1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacao da producio de lipase por fungos do género Geotrichum

Os resultados obtidos no experimento com meio otimizado para producao de lipase

por Geotrichum candidum NRRLY-552 estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1 - Producdo de lipase por Geotrichum candidum NRRLY-552 com dgua de
maceragio de milho (8%), éleo de soja (0,6%), pH inicial 7,0, 30°C e 250 rpm.

Pela Figura 1 é possivel perceber que todos os ensaios realizados apresentaram
atividade lipolitica bastante proxima, levando a um baixo desvio padriao, uma vez que todos
os ensaios foram feitos na mesma condi¢do. A maxima atividade lipolitica apés 48 horas de
fermentagao foi de (17,0 £ 0,3) U/mL. No trabalho anterior observou-se méxima producao
de lipase pelo Geotrichum candidum, nas mesmas condicdes, entre 16 e 24 U/mL apds 48
horas de fermentacdo (Maldonado 2006). Os resultados apresentados na Figura 1
demonstram que a cepa utilizada e as matérias primas estdo adequadas para a producdo de

lipase para esse micro-organismo.

O resultado obtido encontra-se no mesmo nivel de atividade enzimatica do obtido
em trabalho anterior, utilizando meio sintético, que foi de 20 U/mL(Maldonado et al.
2012B). Apesar da mesma atividade lipolitica, o custo de producdo da lipase utilizando

dgua de maceracao de milho € 99% menor em relagdo ao meio sintético utilizando peptona.
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Em termos de produtividade, o experimento apresentado mostrou um valor médio de
354U/L.h no tempo de 48 horas de fermentacdo, bem superior a produtividade de
123,5U/L.h encontrada na producdo de lipase por Candida cylindracea NRRLY-17506
(Brozzoli et al. 2009).

Para a producdo de lipase com o micro-organismo Geotrichum sp., os resultados

estdo na Figura 2.
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Figura 2. Producdo de lipase por Geotrichum sp. com dgua de maceracao de milho (12%),

6leo de soja (0,6%), pH inicial 6,0, 30°C e 150 rpm.

A partir da Figura 2 € possivel verificar que a atividade lipolitica atingiu cerca de 11
U/mL apés 8 horas de fermentacdo. Este resultado € inferior ao que foi obtido
anteriormente de cerca de 18 U/mL apds 48 horas (Burkert et al. 2004). Apesar do
resultado menor em termos de atividade lipolitica, a produtividade foi maior, pois o tempo

de fermentacdo para obtencdo da atividade lipolitica foi menor. Neste trabalho obteve-se
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uma produtividade de 1,375 U/mL.h enquanto no trabalho anterior obteve-se 0,375
U/mL.h. Um aumento no tempo de fermentacdo para além de 16 horas pode levar a um
aumento na produ¢do da enzima, uma vez que de acordo com a Figura 2 h4d um incremento
na producdo de lipase entre 12 e 16 horas, indicando a capacidade do micro-organismo de
continuar produzindo a enzima nas condic¢des utilizadas. A partir destes resultados foram
realizados delineamentos experimentais para se alcancar uma melhor condicdo para
producdo de lipase por Geotrichum sp. avaliando tanto as condicdes do meio de
fermentacdo anteriores (Burkert et al. 2004), bem como as condi¢des de indculo. Os

resultados obtidos constam de outro trabalho (Maldonado et al. 2012 A).
3.2. Avaliacao da producio de lipase por leveduras silvestres
Os resultados relativos aos ensaios preliminares estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Atividade lipolitica e pH final para producdo de lipase por leveduras silvestres

apos 24 horas de fermentacao

Ensaio Levedura Meio de Atividade pH
fermentagao* (U/mL)
1 Meio 1 1,7+0,6 7,77
2 AY3 Meio 2 1,0+£0,2 7,14
3 Meio 3 1,7+0,3 6,50
4 Meio 1 35+£0,1 7,35
5 AAV1 Meio 2 36+13 7,08
6 Meio 3 3,0+0,5 6,34
7 Meio 1 1,0 £0,6 7,84
8 ACO2 Meio 2 1,8 £0,9 7,27
9 Meio 3 1,6 £0,2 6,09

* Fonte de nitrogénio utilizada: Meio 1 = peptona (5%); Meio 2 = hidrolisado de levedura

(12%); Meio 3 = 4gua de maceracao de milho (15%).
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Analisando-se as respostas apresentadas na Tabela 2, verifica-se que a producdo de
lipase pela levedura AAV1 foi duas a trés vezes superior as demais leveduras para as
diferentes fontes de nitrogénio utilizadas. (Goldeback 2008) ja havia detectado que dentre
44 leveduras silvestres pré-selecionadas, as trés leveduras acima citadas eram as maiores
produtoras de lipase quando utilizada peptona como fonte de nitrogénio. Os resultados
acima mostram que tais leveduras também sao capazes de utilizar residuos agro-industriais
como fonte de nitrogénio obtendo-se niveis de atividade lipolitica compativeis com 0s

resultados obtidos com peptona e extrato de levedura.

Apesar da capacidade das leveduras citadas acima produzirem lipase, as atividades
lipoliticas foram muito baixas para a aplicacdo pretendida (hidrdlise e esterificacdo de dleos
vegetais). Desta forma, para continuidade do estudo optou-se por utilizar apenas a levedura

AAV1, que apresentou melhores resultados.

Dez varidveis relativas ao meio de inéculo e ao meio de fermentacdo foram
avaliadas em um delineamento experimental tipo Placket Burman, cujos valores utilizados
e respostas obtidas, atividade lipolitica e pH em funcdo do tempo de fermentacdo, estdo

contidos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Atividade lipolitica e pH final para produg¢do de lipase pela levedura silvestre AAV1 em fracos agitados a 30°C e 150 rpm

Ensaio  Sacarose Ext.de K,HPO, NH,Cl (%) KCl1 MgSO, Tempo de pH Oleode Hidrolisado Lipase pH
(%) levedura (%) (%) (%) inéculo soja JAMM (U/mL)

(%) (h) (%) (%! %) 24h  48h 24h 48h
1 30(1) 2,0(-1) 0C-1) 0¢-1) 4(1) 0(-1) 12(-1) 7(1) 1,5(1) 12/0(-1) 0,61 0,18 6,74 6,90
2 30(1) 8,0(1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 2(1) 12(-1) 5(-1) 1,5(1) 0/12(1) 0,71 3,22 5,17 6,95
3 30(1) 8,0(1) 4(1) 0¢-1) 0(-1) 0(-1) 24(1) 5¢-1) 0,5(-1) 0/12(1) 0,36 141 525 8,05
4 30(1) 8,0(1) 4(1) 4(1) 0(-1) 0(-1) 12(-1) (1) 0,5(-1) 12/0(-1) 0,00 0,00 6,86 7,85
5 10(-1) 8,0(1) 4(1) 4(1) 4(1) 0(-1) 12(-1) 5¢-1) 1,5(1) 12/0(-1) 0,08 0,00 5,15 7,83
6 30(1) 2,0(-1) 4(1) 4(1) 4(1) 2(1) 12(-1) 5(-1) 0,5(-1) 0/12(1) 0,30 0,00 5,13 7091
7 10(-1) 8,0(1) 0C-1) 4(1) 4(1) 2(1) 24(1) 5(-1) 0,5(-1) 12/0(-1) 0,00 0,03 5,08 6,97
8 30(1) 2,0(-1) 4(1) 0(-1) 4(1) 2(1) 24(1) 7(1) 0,5(-1) 12/0(-1) 1,00 042 6,68 8,16
9 30(1) 8,0(1) 0(-1) 4(1) 0(-1) 2(1) 24(1) (1) 1,5(1) 12/0(-1) 0,38 0,22 6,61 6,97
10 10(-1) 8,0(1) 4(1) 0¢-1) 4(1) 0(-1) 24(1) 7(1) 1,5(1) 0/12(1) 2,17 1,19 6,85 8,05
11 10(-1) 2,0(-1) 4(1) 4(1) 0(-1) 2(1) 12(-1) 7(1) 1,5(1) 0/12(1) 1,28 1,93 6,83 7,82
12 30(1) 2,0(-1) 0(-1) 4(1) 4(1) 0(-1) 24(1) 5(-1) 1,5(1) 0/12(1) 2,16 0,00 527 6,92
13 10(-1) 8,0(1) 0(-1) 0(-1) 4(1) 2(1) 12(-1) (1) 0,5(-1) 0/12(1) 0,83 0,80 6,73 6,93
14 10(-1) 2,0(-1) 4(1) 0¢-1) 0(-1) 2(1) 24(1) 5¢-1) 1,5(1) 12/0(-1) 0,00 1,98 5,58 8723
15 10(-1) 2,0(-1) 0(-1) 4(1) 0(-1) 0(-1) 24(1) (1) 0,5(-1) 0/12(1) 0,00 292 6,81 6,90
16 10(-1) 2,0(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 12(-1) 5(-1) 0,5(-1) 12/0(-1) 0,00 1,46 5,21 7,06
17 20(0) 5,0(0) 2(0) 2(0) 2(0) 1(0) 18(0) 6(0) 1,0(0) 6/6(0) 0,00 2,12 6,06 7,77
18 20(0) 5,0(0) 2(0) 2(0) 2(0) 1(0) 18(0) 6(0) 1,0(0) 6/6(0) 0,00 1,26 6,07 7,78
19 20(0) 5,0(0) 2(0) 2(0) 2(0) 1(0) 18(0) 6(0) 1,0(0) 6/6(0) 0,00 248 6,78 17,78
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Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram pouca diferenga em relagdo aos
testes preliminares. A maxima atividade lipolitica obtida foi de 3,22 U/mL ap6s 48 horas de
fermentacdo, demonstrando que as diferentes condi¢des avaliadas ndo promoveram
melhora significativa na atividade lipolitica da levedura selecionada. A andlise dos efeitos

principais das varidveis apds 48 horas de processo esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 — Efeitos principais sobre a atividade lipolitica da levedura silvestre AAV1 apds

48 horas de fermentagao

Varidvel Efeito Erro padrio t(8)  p-valor
(U/mL) (U/mL)

Média 1,14 0,20 5,62 <0,01*
Sacarose -0,61 0,44 -1,38 0,21
Extrato de levedura -0,25 0,44 -0,57 0,58
K>;HPO4 -0,24 0,44 -0,54 0,61
NH4Cl -0,70 0,44 -1,57  0,15*%
KCl -1,32 0,44 -298  0,02*
MgSOg4 0,18 0,44 0,41 0,69
Tempo de inéculo 0,07 0,44 0,16 0,87
pH -0,06 0,44 -0,12 0,90
Oleo soja 0,21 0,44 0,48 0,65
Hidrolisado de levedura/AMM 0,90 0,44 2,03 0,08%*

* Valores estatisticamente significativos com p <0,15.

A partir da andlise de efeitos nota-se que todas as varidveis analisadas em relacdo a
concentracdo de nutrientes no indculo nao tiveram efeito ou tiveram efeito negativo sobre a
atividade lipolitica dentro das faixas estudadas. Comparando-se com os resultados obtidos
nos testes preliminares, ha um indicativo de que a levedura adaptou — se melhor e atingiu
uma maior atividade lipolitica quando foi cultivada em um meio de inéculo igual ao meio
de fermentagdo, como se pode observar na Tabela 2. A introdu¢do dos nutrientes sacarose,

extrato de levedura e os sais citados acima foi uma tentativa de melhorar a qualidade do
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in6culo para promover um aumento da atividade lipolitica da levedura, mas através do
delineamento experimental verificou-se que tais nutrientes ndo sao necessarios a produgao
de lipase por esta levedura e ndo levaram a uma melhora na atividade lipolitica. Tempo de
indculo, pH e concentracio de 6leo de soja também ndo apresentaram efeito significativo

na faixa avaliada.

A unica varidvel explorada que mostrou um resultado interessante sobre a atividade
lipolitica foi a relacdo entre as concentragdes de hidrolisado de levedura e 4gua de
maceracdo de milho. Nota-se que ao substituir-se o hidrolisado de levedura pela dgua de
maceracao de milho houve um incremento da atividade lipolitica, o que sugere que este
substrato € melhor para a produgdo de lipase para essa levedura. Os resultados obtidos para
a levedura AAV1 sdo interessantes, mas mostram-se bem aquém dos valores de atividade
lipolitica obtidos para os fungos do género Geotrichum e de outros micro-organismos

relatados na literatura.
3.3. Avaliacao da producao de lipase por Fusarium oxysporum

Os resultados obtidos no primeiro teste para producdo de lipase pelo fungo

Fusarium oxysporum estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Produgdo de lipase por Fusarium oxysporum com diferentes meios de

fermentagdo em frascos agitados a 30°C e 150 rpm

Meio de Atividade Atividade Atividade pH pH pH

fermentagao 24h 48h 72h 24h 48h 72h
(U/mL) (U/mL) (U/mL)

1 0,00 0,00 0,3+0,2 6,77 7,25 7,43

2 0,76 £ 0,09 1,0+£0,1 0,5+0,3 7,83 7,87 8,19

3 0,00 0,00 0,00 7,42 7,72 7,55

4 0,00 0,00 0,7+0,3 7,14 8,16 8,21
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Os resultados obtidos para producdo de lipase por Fusarium oxysporium foram
bastante baixos, com uma atividade enzimatica maxima em torno de 1,0 U/mL. Em outro
trabalho utilizando o mesmo fungo (Prazeres, 2006) obteve-se 5,0 U/mL ap6s 96 horas de
fermentagdo. Como se trata de um fungo, o procedimento de indculo adotado, feito através
de uma suspensao de esporos obtidos diretamente do micro-organismo cultivado em meio
solido e em seguida, transferida para o meio de fermentacdo, pode ter levado a uma pior
adaptacdo do fungo ao meio de fermentacdo. Isso pode ser explicado devido as condicdes
de crescimento serem bem diferentes nestes dois tipos de meio. Além disso, ressuspender
os esporos em dgua destilada e inocular um volume pré-determinado de tal suspensdo pode
levar a grande variagdo na contagem inicial de células fiingicas, o que leva a um impacto
significativo nos resultados da fermentagdo, conforme foi verificado anteriormente (Burkert

2003) na producdo de lipase pelo fungo Geotrichum candidum.

Desta forma, um segundo ensaio foi realizado para producdo de lipase com
Fusarium oxysporum utilizando as condi¢des de indculo modificadas (Burkert 2003), em
que apos o cultivo do micro-organismo em meio s6lido, um drea circular de 1 cm de
diametro € transferida para um meio de inoculo e € incubado por 15 horas e apds este
tempo faz-se a inoculagdo do micro-organismo no meio de fermentacdo. Os resultados do

segundo ensaio estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Produgdo de lipase por Fusarium oxysporum com meio sintético e meio

industrial em frascos agitados a 30°C e 150 rpm

Meiode  Atividade  Atividade Atividade Atividade pH pH pH pH

fermentacdo 24h 48h 72h 170h 24h  48h 72h 170h
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)

1 1,8 £0,6 1,6 +0,2 39+0,2 332+£0,03 793 7,92 8,30 8,68

2 1,8§+0,2 094+0,04 203+£0,08 338+000 7,86 7,99 8,09 8,86

* Fonte de nitrogénio: meio 1 = peptona; meio 2 = dgua de maceracdo de milho; fonte de

carbono = 6leo de soja
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Observa-se pelo segundo experimento, que a modificagdo do procedimento de
in6culo levou a um incremento da atividade lipolitica. Comparando-se as tabelas 5 e 6 nota-
se que os meios que apresentavam as mesmas fontes de nitrogénio apresentaram melhores
resultados no segundo experimento com as alteracdes nas condicdes de inoculo. Com a
peptona como fonte de nitrogénio, houve um aumento de cerca de 8 vezes na atividade
lipolitica apés 72 horas de fermentacdo, que passou de 0,5 (meio 2, Tabela 5) para 3,9
U/mL (meio 1, Tabela 6). No caso da d4gua de maceracdo de milho, o aumento foi de cerca
de 3 vezes na atividade enzimatica no mesmo periodo, que passou de 0,7 (meio 4, Tabela 5)
para 2,03 U/mL (meio 2, tabela 6). Tais resultados sugerem que o Fusarium oxysporum
apresenta potencial para produzir niveis mais elevados de lipase, desde que selecionadas

melhores condi¢des de cultivo para este micro-organismo.

Outro resultado bastante interessante € o dado de atividade lipolitica apés 170 horas
de incubacgdo. Nota-se que o pH do meio de fermentacido encontrava-se acima de 8,0 apds
72 horas de processo e continuou aumentando no intervalo até 170 horas de processo, no
entanto, a atividade lipolitica ndo foi significativamente prejudicada por este pH elevado no
meio de fermentagdo, mesmo apds longo periodo de tempo, observando-se uma atividade
lipolitica praticamente igual nos dois tempos analisados (72 ¢ 170 horas) para o meio 1
(peptona) e um aumento da atividade lipolitica no caso do meio 2 (dgua de maceracdo de
milho). Este resultado mostra que a lipase produzida por Fusarium oxysporum apresenta
uma estabilidade bem maior a pH alcalinos quando comparada com as lipases obtidas por
Geotrichum candidum NRRLY-552, cuja meia-vida diminui de forma bastante acentuada
quando esta enzima encontra-se em pH acima de 8,0 (Maldonado 2006). O resultado obtido
indica que a lipase de Fusarium oxysporum pode ter diferentes aplicagdes devido a esta

caracteristica de maior estabilidade em pH alcalino.
4. CONCLUSAO

Os experimentos realizados mostraram que os fungos do género Geotrichum
utilizados apresentaram melhores resultados de atividade lipolitica e por este motivo foram

selecionados para a continuidade dos trabalhos, uma vez que uma alta atividade lipolitica €
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requerida para a producdo de biodiesel a partir de 6leos vegetais. No entanto, como
sugestdo para trabalhos futuros pode-se avaliar a producdo de lipase pelos outros micro-
organismos, procurando estudar outras faixas de concentragdo, outros nutrientes e
condi¢des de cultivo com intuito de aumentar a atividade lipolitica. Além disso, pode-se
avaliar a especificidade das lipases obtidas por estes micro-organismos que podem ser
aplicados para outros processos. Por exemplo, no caso do Fusarium oxysporum, a lipase
produzida apresentou uma boa estabilidade ao pH alcalino, caracteristica que pode ser

explorada em outros sistemas reacionais.
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ABSTRACT

This work is focused on the study of different factors on inoculum build-up aiming to
improve the lipase production by Geotrichum sp. by means a sequential strategy of the
experimental design. The effects of inoculum size, corn steep liquor concentration, volume
of inoculum, pH of medium, age of inoculums and soybean oil concentration on lipase
activity were assessed by means of two factorial experimental designs. A maximum lipase
activity of 35.20+£0.8 U/mL was obtained with a inoculum composed of one circular area of
0.78cm” contains spores, 50 mL of inoculum volume medium, 12 hours of inoculum age,
15% wiv of corn steep liquor concentration, 1.0%w/v of soybean oil concentration and
initial pH 5.0 at 30°C and 150 rpm in flasks. This work showed that an enhancement of
lipase activity can be obtained using a sequential statistical factorial approach to define the

variables for inoculum build-up.

Key words: lipase; corn steep liquor Geotrichum sp.; soybean oil; factorial design.
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1. INTRODUCTION

Lipases (triacyglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3) are able to bring about the
hydrolysis of triacyglycerols into fatty acids and glycerol at the water-lipid interface and its
reverse reaction in non aqueous solvents [1]. The microbial production of lipase has been
object of several investigations due to the important implications of this enzyme in direct
and reversed biotransformation reactions [2, 3]. Frequently, lipases are used in hydrolysis
process at oil-water interface, but these enzymes have great versatility and can be used in

different processes as oil-chemical, food, fuel, medicine, etc.

Lipases are produced by a wide range of microorganisms, including bacteria [4-6],
fungi [7], and yeast [8-10]. Lipases produced by different microorganisms have different
application according to their specificity. Lipases from Geotrichum sp. and Geotrichum
candidum have specificity for unsaturated long-chain fatty acids that allows their utilization
in hydrolysis process with various vegetable oils like olive oil and soybean oil [3, 11].
Griebeler et al. [12] selected potential lipase producer microorganisms from soybean bran
and dairy products. The authors found a fungus with good action in the hydrolysis of

triacylglycerol different chain length and another with long-chain fatty acids.

The influence of culture medium composition on production of enzymes has been
reported in literature, mainly focusing on the use of agro-industrial residues as substrates
[13]. In previous reports, different substrates like olive oil, Tween 80, glucose, citric acid,
triolein, peptone, soybean meal, corn steep liquor, yeast extract, urea, NH4NOs3, etc., have
been frequently used for lipase production by Geotrichum sp. [9, 14-16]. Peptone, yeast
hydrolyzed, yeast extract and (NH4),SO4 have also been employed for lipase production by
Geotrichum candidum [17, 18]. The inoculum is also an important variable when imperfect
fungus like Geotrichum is used in fermentation process. A good inoculum is essential to
improve the production of the metabolite of interest and to reduce the experimental error

found in such fermentations.

Based on this aspect, this work is focused on the study of different factors on

inoculum build-up aiming to improve the lipase production by Geotrichum sp. by means a
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sequential strategy of the experimental design. Initially, a Plackett-Burman design (PB)
was carried out to evaluate the effects of inoculum size (1 to 3 circular disk with 0.78cm”
containing spores), volume of inoculum (50 to 150 mL), inoculum age (10 to 20 hours),
corn steep liquor concentration (8 to 16% w/v), soybean oil concentration (0.2 to 1.0% w/v)
and initial pH (5.0 to 7.0). Based on the results of PB design, a 2*! fractional factorial
design was carried out to test the effects of inoculum age (8 to 16 hours), corn steep liquor
concentration (10 to 20% w/v), soybean oil concentration (0.5 to 1.5% w/v) and initial pH
(4.0 to 6.0) maintaining constant the inoculum size and volume of inoculum at one circular

area and 50 mL, respectively.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Strain and cultivation conditions

Geotrichum sp. isolated in Biochemistry Laboratory (FEA/DCA/UNICAMP) in
Brazil was maintained on yeast malt agar slants and stored at 4°C. Before this work the
inoculums build-up is based on the re-suspension of the stock culture into 20 mL of
distillated water. Then, a suspension of 5 mL was transferred to erlenmeyers of 1000 mL
containing 200 mL of inoculum. The medium for inoculum contained (wt%) corn steep
liquor 5.0, NH4NO3 0.5, and soybean oil 1.0 were incubated at 30°C and 120 rpm for 24
hours. However, was found many difficulties to maintain the homogeneity of the inoculums

and, thus, reduce the experimental error found in the fermentations.

Based on this a new procedure was evaluated in previous tests, obtaining good
results. In this procedure, the strain was grown in yeast malt agar in Petri dish and
incubated at 30°C for 48 h and the inoculum was prepared by adding colonized agar plugs
(0.78 cm” of area) to flasks containing the volume of inoculum defined by the experimental
design and incubated for different times. The inoculum was composed of peptone (Difico)
5.0%, NaNO3 0.1%, MgSO4 0.1% and soybean oil 1%. Aliquots of 10 mL of this inoculum
were added to 500 mL Erlenmeyer flasks and grown for 16, 24 or 32 hours depending of
the experimental design under orbital shaking (150 rpm) at 30°C. Aliquots of fermentation
medium were periodically sampled and subsequently analyzed for lipase activity.
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2.2. Lipase assay

Lipase activity was determined using a microtitrimetric assay with 0.05M NaOH,

and emulsified olive oil as the substrate [14].
2.3. Screening variables of inoculum and medium composition

The choice of the best strategy of experimental design is a function of the number of
the independent variables that are being evaluated and of the initial knowledge about the
process. Normally, the initial operational conditions are distant from the global optimum,
so it is preferable to carry out a screening design, as Plackett-Burman (PB), to identify the
most influential variables and to adjust their respective range levels. Then a new screening

design or a Central Composite Rotational Design (CCRD) could be carried out [19].

In this study six variables were selected to start the inoculum build-up through a PB
experimental design with 12 trials and 3 central points. The PB design investigated the
effects of inoculum size (1 to 3 circular disk with 0.78cm?” containing spores), volume of
inoculum (50 to 150 mL), inoculum age (10 to 20 hours), corn steep liquor concentration (8
to 16% w/v), soybean oil concentration (0.2 to 1.0% w/v) and initial pH (5.0 to 7.0). Lipase
activity was measured after 8, 12 and 16 hours and results were analyzed by software

Statistica 8.0 (StatSoft®) to verify the main effects of these variables on lipase activity.

A 2*! fractional factorial design carried out to test the variables selected in the first
experimental design. The selected variables here were inoculum age (8 to 16 hours), corn
steep liquor concentration (10 to 20% w/v), soybean oil concentration (0.5 to 1.5% w/v)
and initial pH (4.0 to 6.0). Inoculum size and volume of inoculum were fixed in one
circular area and 50 mL, respectively. Lipase activity was measured after 8, 16 and 24

hours and results were analyzed in the same way described earlier.
2.4. Experimental validation of maximized lipase production

Four different conditions were selected based on the results of 2*' fractional

factorial design to obtain the best conditions of lipase production. Three trials for each
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condition were carried out and lipase activity was measured after 8, 16, 24 and 32 hours of

fermentation and results were submitted to Tukey’s test at 90% of confidence level.

3. RESULTS AND DISCUSSION

16 hours. The results are showed in table 1.

3.1. Screening variables of inoculum and medium composition

In the first factorial experimental design, lipase activity was analyzed after 8, 12 and

Table 1. Plackett Burman experimental design to lipase production from Geotrichum sp.

after 16 hours of fermentation.

Variables
Inoculum Lipase
Inoculum size
Trial medium Inoculum age [Cornsteep [Soybean activity
(circular disks Initial pH
) ) volume (hours) liquor] oil] (U/mL)
with 0.78cm”)
(mL)
1 1 3) -1 (50) 1 200 -1 ®B%) -1 (02%) -1 (5) 11.55
2 1 3) 1 (150) -1 (10) 1 (16%) -1 (02%) -1 (5 11.55
3 -1 (1) 1 (150) 1 200 -1 ®%) 1 (1.0%) -1 (5 1549
4 1 3) -1 (50) 1 (20) 1 (16%) -1 02%) 1 (7)) 1146
5 1 3) 1 (150) -1 (10) 1 (16%) 1 ((1.0%) -1 (5 1495
6 1 3) 1 (150) 1 20 -1 @&w) 1 A0% 1 (@) 1134
7 -1 (1) 1 (150) 1 (20) 1 (16%) -1 ©02%) 1 (7) 10.14
8 -1 (1) -1 (50) 1 (20) 1 (16%) 1 (1.0%) -1 (5 20.86
9 -1 (1) -1 (50) -1 (10) 1 (16%) 1 (1.0%) 1 (7)) 1576
10 1 3) -1 (50) -1 10y -1 &%) 1 (10% 1 (7)) 1478
11 -1 (1) 1 (150) -1 10y -1 &%) -1 ©02%) 1 (7)) 1132
12 -1 (1) -1 (50) -1 10 -1 &%) -1 02%) -1 (5) 1145
13 0 2) 0 (100) O as) o0 (12% 0 (©0.6%) 0 (6) 1192
14 0 ) 0 (100) (15) (12%) (0.6%) (6) 1145
15 0 (2) 0 (100) (15) (12%) (0.6%) (6) 11.69

* Real values in parenthesis
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The best result was 20.86 U/mL, obtained in trial 8 (1 circular area of inoculum size,
50mL of inoculum, 20 hours of inoculum age, 16% w/v of corn steep liquor, 1.0% w/v of
soybean oil and initial pH of 5). The main effects were calculated considering a

significance level of 90% (p <0.10), which are presented in Table 2.

Table 2. Effect on lipase activity by Geotrichum sp. after 16 hours of fermentantion

Effect Standard

Variable t(8) p-value
(U/mL) Error (U/mL)

Average activity 13.05 0.42 31.00 <0.01%*
Inoculum size -1.56 0.94 -1.66  0.13
Inoculum volume  -1.84 0.94 -1.96 0.09*
Inoculum age 0.17 0.94 0.18 0.86
Corn steep liquor 1.47 0.94 1.56  0.16

Soybean oil 4.28 0.94 455 <0.01%
Initial pH -1.84 0.94 -1.95  0.09*

* significant effects with p < 0.10

According to Table 2, two variables showed negative effect on lipase activity:
inoculum volume (p =0.09) and initial pH (p =0.09). This means that lipase activity was
higher when these variables were used at level -1. Then the inoculum volume was fixed at
the lowest level (50 mL), because it was difficult to reduce considerably this variable. For
initial pH, lower values are possible and a range from 4.0 to 6.0 was then selected for the

second factorial experimental design.

Three variables did not have significant effect after 16 hours: inoculums size (p
=0.13), inoculum age (p = 0.86) and corn steep liquor concentration (p = 0.16). Inoculum
size was fixed at level -1 because one circular area presented satisfactory results concerning
the lipase production. We decided to test the inoculums age at a lower range (from 8 to 16
hours) to reduce the total fermentation time. Corn steep liquor concentration also did not

have a significant effect on lipase production. Thus a higher range (from 10 to 20% w/v)
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was select for the next experimental design to check if this variable would have a

significant effect on lipase production at a higher concentration range.

Soybean oil concentration presented a positive effect (p<0.01) on lipase activity
and its concentration was increased to the range from 0.5 to 1.5% w/v. This experimental
design was carried out to select the most important variables for the definition of medium,
but the maximum value obtained in this experiment (20.86 U/mL after 16 hours) was
similar to the result obtained in a previous work, which was 18.0 U/mL after 24 hours, with
the same microorganism and substrate [9]. So, a second experimental design was defined

according to these results obtained in the first experimental design, which is shown in Table

3.

Table 3. Fractional factorial design 2*to lipase production by Geotrichum sp. after 24

hours of fermentation

Variables

Lipase
Trial Inoculum age [Corn steep
[Soybean oil] Initial pH activity

(hours) liquor] (U/mL)
1 -1 (8) -1 (10%) -1 (0.5%) -1 (4) 24.61
2 1 (16) -1 (10%) -1 (0.5%) 1 (6) 23.26
3 -1 (8) 1 20%) -1 (0.5%) 1 (6) 20.08
4 1 (16) 1 20%) -1 (0.5%) -1 (4) 24.09
5 -1 (8) -1 (10%) 1 (1.5%) 1 (6) 23.36
6 1 (16) -1 (10%) 1 (1.5%) -1 (4) 24.05
7 -1 (8) 1 (20%) I (1.5%) -1 (4) 2049
8 1 (16) 1 (20%) 1 (1.5%) 1 (6) 1892
9 0 (12) 0 (15%) 0 (1.0%) 0 (5 20.34
10 0 (12) 0 15%) 0 (1.0%) 0 (5 28.34
11 0 (12) 0 15%) 0 (1.0%) 0 (5 28.28

* real values in parenthesis
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The best results were obtained at central points of the experimental design, with
average lipase activity of (25.6 £ 4.6) U/mL. This value is statistically similar to the
average lipase activity considering the different treatments (trials 1 to 8), which was (22.4 +
2.2) U/mL. The main effects of independent variables were calculated from data of Table 3,
but all effects were not significant in the evaluated range (data not shown). This result
indicates that all conditions used in this experimental design can be used to obtain high
level of lipase activity. Analyzing the results in both experimental designs it is possible to
see that lipase activity is more than twice higher than the central points in PB (11.68 +
0.24) U/mL and the central points in 2*! factorial design ( 25.65 + 4.62) U/mL. These
results showed that the changes in levels of variables studied produced an improvement in

lipase activity.
3.2. Experimental validation of optimized conditions

The four conditions chosen to validate the results obtained are showed in Table 4

and the profile of lipase activity during fermentation time is showed in Figure 1.
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Table 4. Lipase activity from Geotrichum sp. after 32 hours of fermentation.

Trial Lipase activity Average Standard Error Fermentation
(U/ml) (U/mL) (U/mL) conditions
Al 27.73 10%w/v CSL
A2 27.13 27.2° 0.40 0.5% SO
A3 26.90 pH 4.0
B1 24.03 15%w/v CSL
B2 28.14 25.7° 2.20 1.0% SO
B3 24.84 pH 5.0
C1 27.24 10%w/v CSL
C2 29.85 29.4° 2.00 0.5% SO
C3 31.25 pH 4.0
D1 34.63 15%w/v CSL
D2 36.10 35.2° 0.80 1.0% SO
D3 34.92 pH 5.0

* A and D with 12 hours of inoculum age; B and C with 8 hours of inoculum age.
** CSL = corn steep liquor; SO = soybean oil

*#% Averages with different letters have significant difference at 95% of confidence
interval.
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Figure 1. Lipase activity profile during fermentation time.
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The analysis of variance (ANOVA) was carried out and the minimum significant
difference (MSD) was calculated at 95% of confidence level, which resulted in 2.01 U/mL

after 32 hours of fermentation.

According to results of the analysis of variance, the condition D was selected as the
best for lipase production by Geotrichum sp., because of its highest lipase activity and a
significant difference compared to the other conditions. This condition is the same that one
used in central point of the second experimental design, which showed the best result.
Then, this test validated the information obtained in previous experimental design.
Condition D yielded 35.2 U/mL of lipase activity, value 2 times higher than that obtained in
a previous work, using the same microorganism [9], reducing the fermentation time from

48 to 32 hours.

Gopinath et al. [10] evaluated the lipase production from Geotrichum candidum

using synthetic medium and obtained 89.6 U/mL after 6 days of fermentation at 30°C. Loo
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et al. [18] obtained a maximum lipase activity of 22.6 U/mL from Geotrichum candidum
using peptone and yeast extract after 54 hours of fermentation. Kamimura et al. [20]
evaluated the lipase production from Geotrichum sp. in a bench-scale bioreactor using corn
steep liquor obtaining a maximum lipase activity of 28 U/mL after 10 hours of fermentation
at 1 vvm, 400 rpm and 30°C. Yan and Yan [21] evaluated 13 variables in the lipase
production using Geotrichum sp. in a rotating shaker and obtained a maximum lipase

activity of 23.2 U/mL after 24 hours of fermentation.
4. CONCLUSION

This work evaluated six variables during the inoculums build-up to improve the
lipase production by Geotrichum sp. by means a sequential strategy of the experimental
design. A maximum lipase activity of 35.20+0.8 U/mL was obtained with a inoculum
build-up composed of one circular area of 0.78cm’ contains spores, 50 mL of inoculum
volume medium, 12 hours of inoculum age, 15% w/v of corn steep liquor concentration,
1.0%w/v of soybean oil concentration and initial pH 5.0 at 30°C and 150 rpm in flasks.
This result is 95% and 52% higher than previous works that studied optimization of lipase
production with the same microorganism [9, 21] and showed a low value to experimental

error, which is very difficult for this kind of microorganism.
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ABSTRACT

This work studied partial purification and immobilization of lipase from Geotrichum
candidum NRRLY-552 with different supports. The partial purification was evaluated by
precipitation of enzyme using ammonium sulphate or ethanol following lyophilization. It
was obtained an enzyme with maximum purification factor of 56 and 66 times respectively.
The lipase activity ranged from 400 to 900 U/g and the processes were very easy because
had two or three steps until it obtained lipase purified. Immobilization process was
evaluated with four different supports: calcium alginate, graphite-niobium, zeolite and
Celite. In all situations the efficiency of immobilization was not so good, but the
immobilization with Celite exhibited good lipase activity around 90 U/g and it can be a

good alternative to lipase immobilization if conditions of immobilization will be optimized.

Key words: lipase; purification; immobilization; hydrolysis
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1. INTRODUCAO

Lipases podem ter diversas aplicagdes industriais como, por exemplo, em industrias
de alimentos, medicamentos, couro, detergentes, 6leos e gorduras, biocombustiveis, etc.
Neste trabalho, o objetivo principal foi utilizar lipase de Geotrichum candidum NRRLY -
552 para obtencao de hidrolisado de d6leo de vegetais como etapa prévia a producdo de
biodiesel. Relatos da literatura demonstram que processos de hidrdlise, esterificacdo e
transesterificacdio de o6leos vegetais podem ser catalisados com sucesso por lipases

microbianas (Fukuda et al., 2001).

No entanto, é importante salientar que o nivel de atividade lipolitica exigida para
utilizacdo das lipases em processos de hidrdlise e posteriormente em esterificagdo a partir
de dleos vegetais € relativamente elevado. Obteve-se uma condi¢do 6tima para produgdao
de biodiesel utilizando células imobilizadas de Rhizopus chinensis como fonte de lipase,
com uma relacdo de 24,5 U/ g 6leo, com no maximo de 20% m/m de dgua em relagdo a
quantidade de 6leo (Qin et al., 2008). A utilizacdo de alta concentracdo enzimética de
lipase requer preparados enzimaticos com alta atividade enzimadtica, pois a solubilidade de
preparados enzimaticos liofilizados em 6leos vegetais € limitada. Tal situagdo leva muitas
vezes a utilizacdo de lipases comerciais de alto grau de pureza, o que aumenta
consideravelmente os custos de producdo. Por outro lado é importante salientar que a 4gua
€ um fator importante no processo. No caso das reacdes de hidrélise, ela é necessdria a
conversdo dos triacilglicer6is em dcidos graxos livres, porém nas reacdes de esterificacdo e
transesterificacdo ela se torna um fator limitante do processo, especialmente quando se
pretende a utilizagdo de etanol no processo. Sendo assim, torna-se necessario a utilizacao
de preparados enzimdticos e sistemas reacionais com baixo teor de dgua para um melhor
rendimento na obtencdo do biocombustivel, o que inviabiliza o uso de lipases brutas,

levando a necessidade de aplicar algum processo prévio de purificagdo.

Outro ponto a ser destacado € que o consumo de enzima € elevado quando se pensa
em aplicagdes industriais, o que leva a necessidade de procurar formas de imobilizacdo da

enzima com o intuito de reutiliza-la por diversos ciclos de reacdo. Um grande nimero de
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trabalhos relatados na literatura faz uso de enzimas imobilizadas a fim de se obter

hidrolisado de 6leos vegetais e para producao de biodiesel.

Desta forma, nesta etapa do trabalho, buscou-se avangar em duas frentes. Por um
lado, realizou-se um estudo de purificacdo parcial da lipase bruta de Geotrichum candidum
NRRLY-552 com intuito de obter um preparado enzimdtico com elevada atividade
lipolitica e reduzido teor de dgua. Por outro lado, procurou-se formas de realizar a

imobilizacdo da enzima com intuito de reutiliza-la em varios ciclos de reacao.

Para a purificagdo parcial da enzima foram utilizados trés métodos diferentes para

obtencdo dos preparados enzimaticos:
* Precipitacdo com sulfato de amonio até 80% de saturacdo;
* Precipitacdo com etanol;
* Concentracdo direta a partir do caldo bruto fermentado.

Na maioria dos tratamentos, apds precipitacdo enzimatica, o concentrado obtido foi
liofilizado para reduc@o da quantidade de 4gua, aumento da concentracdo e da estabilidade
enzimatica. No estudo da imobilizacdo enzimdtica foram testadas a imobilizagdo em

diferentes suportes - alginato de célcio, ni6bio-grafite, zedlita 13X-Na e Celite.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Precipitacao da lipase com sulfato de amonio

A lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552 foi produzida através de
fermentagdo submersa utilizando condi¢des otimizadas (Maldonado, 2006). A etapa de
purificacdo foi feita através da precipitacdo por adicdo de sulfato de amonio, (NH4),SO4 ao
caldo bruto até a concentracdo de sal equivalente a 80% de saturacdo, a 4°C. A solugdo
obtida foi armazenada em geladeira (4°C) por 24 horas e, entdo, centrifugada a 8.000 rpm
por 15 minutos para separacdo do precipitado. Apds a separacdo, o precipitado foi

ressuspendido em um pequeno volume de solugdo tampao fosfato 0,1 mol/L pH 7,0 e a
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solucdo resultante, acondicionada em um saco de celulose préprio para didlise. Esse foi
fechado e colocado em um recipiente com dgua destilada a 4°C para remog¢ao do excesso de
sulfato de amonio (didlise) por 24 horas, com troca peridédica da dgua utilizada. A solucdo
dialisada foi congelada em placas de Petri em camadas finas e depois liofilizada por um
periodo de dois a trés dias obtendo-se um pé codificado como LS. Em alguns experimentos,

repetiu-se o procedimento acima, excluindo-se a etapa de didlise.
2.2. Liofilizacao direta do caldo fermentado

A lipase obtida por fermentacao submersa foi congelada, a partir do caldo bruto, em

placas de Petri e liofilizada por dois dias. O liofilizado obtido foi codificado LD.
2.3. Precipitacao da lipase com etanol

A precipitagdo enzimdtica foi realizada através da adi¢do de etanol (99% v/v) ao
caldo bruto contendo a lipase. O etanol foi gotejado a uma velocidade de 3,5 mL/min, em
sistema com agitacdo magnética e temperatura controlada de 2°C, na razdo de 2:1 em
relacdo ao volume de caldo bruto. O volume de cada batelada foi calculado de modo que o
tempo maximo de contato com o etanol fosse de no maximo duas horas, para reduzir as
perdas por desnaturagdo. O precipitado foi separado por centrifugacdao a 8.000 rpm por 15
minutos. Amostras do precipitado foram avaliadas com e sem liofilizacdo para efeito de

comparacao. Os concentrados assim obtidos foram codificados LEt.

2.4. Determinacio da atividade lipolitica e outros parametros dos preparados

enzimaticos

A atividade lipolitica dos preparados enzimdticos foi determinada por andlise
titulométrica (Macedo & Pastore, 1997). Para realizacdo da anélise dissolveu-se cerca de
0,1 g do preparado enzimatico em 10 mL de tampao fosfato 0,1 mol/L pH 7,0 e utilizou-se

1 mL desta solucdo para andlise de atividade.

A partir dos resultados de atividade lipolitica foram calculados os fatores de

concentracdo (FC) e de recuperagdo (FR). O fator de concentracdo (FC) foi definido como
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sendo a razdo entre a atividade lipolitica do preparado enzimdtico (U/g) e a atividade
lipolitica do caldo bruto (U/mL). O fator de recuperacao (FR), como a razdo entre a
quantidade total de enzima obtida no preparado enzimético (U total) e a quantidade total da

enzima no caldo bruto (U total).

Para o concentrado obtido por precipitacdo com etanol sem liofilizacdo, determinou-
se o periodo de meia-vida (t;2), pois a enzima apresenta considerdvel perda de atividade ao
longo do tempo, devido ao contato com o etanol. A meia vida é definida como o tempo em

que a atividade de enzima reduz-se a metade do valor original.

2.5. Determinac¢ao da estabilidade dos preparados enzimaticos na presenca de

solventes organicos

A estabilidade dos preparados enziméticos obtidos foi testada em dois solventes
organicos — etanol e hexano. Para ambos os solventes, pesou-se cerca de 0,1 g da enzima
liofilizada, dissolveu-se em 10 mL de solucdo tampao fosfato 0,05 mol/L pH 7.0,
adicionou-se 10 mL do solvente e incubou-se o sistema resultante a 37°C por 6, 12 e 24
horas, no caso do etanol e 12 e 24 horas, no caso do hexano. Apds este periodo realizou-se
a andlise de atividade lipolitica (Macedo & Pastore, 1997). Foram avaliados os preparados

enzimaticos obtido por precipitagdo com sulfato de amonio (LS) e com etanol (LEt).
2.6. Imobilizacao enzimatica da lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552
em alginato de calcio

Partiu-se do caldo bruto da fermentacdo com Geotrichum candidum NRRLY-552,
com atividade lipolitica de 15,0 U/mL. Foram misturados 5,0 mL do caldo bruto com 3,5
mL de glutaraldeido e 0,75 g de carvao ativo ANFC e a mistura foi deixada em repouso por
30 minutos, a 37°C. Na sequéncia, a mistura acima foi homogeneizada a uma solucio de
alginato de cdlcio (16,5 g de dgua e 0,75 g de alginato de cdlcio) e gotejada em uma solugao
de tampao fosfato 0,1 mol/L pH 7,0, contendo 0,2 mol/L de cloreto de célcio (CaCl,), com
velocidade de gotejamento de 0,7 mL/min, para formagdo de esferas contendo a enzima
imobilizada. As esferas obtidas permaneceram em repouso overnight em geladeira (4°C) e
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apos este periodo foram lavadas com tampao fosfato 0,1 mol/L pH = 7,0. (Aguiar et al.,
2012). Determinou-se a atividade lipolitica da enzima imobilizada utilizando-se 100 mg das

esferas obtidas (Macedo & Pastore, 1997).

2.7. Imobilizacao enzimatica da lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552

em liga de niobio-grafite

Avaliou-se a possibilidade de imobilizar a lipase bruta (15 U/mL) em uma liga
niébio grafite (95:5%) NB-340. Em um primeiro ensaio foram testadas cinco quantidades
de enzima (30, 60, 90, 120 e 150 U lipase). Para realizacdo do ensaio pesou-se 1,0 g de
niébio grafite em placa de Petri e adicionou-se a solucdo enzimética (caldo bruto) de modo
a atingir a atividade desejada. Um segundo ensaio foi realizado com quantidades reduzidas
da enzima (10, 20, 30, 40 e 50 U). Em ambos os ensaios, a solucdo enzimdtica ficou em
contato com o suporte inorganico por 19 horas, sem agitacdo, sob refrigeracdo a 4°C. Apds
este periodo, lavou-se o suporte com solucdo tampao fosfato 0,1 mol/L pH 7,0. (Aguiar-
Oliveira et al., 2012). Amostras de 100 mg de cada imobilizacdo foram utilizadas para

determinacdo da atividade lipolitica da enzima imobilizada (Macedo & Pastore, 1997).

2.8.Imobilizacio enzimatica da lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552 em

zeolita

A zedlita 13X-Na foi triturada com auxilio de um pistilo. Pesou-se 1,0036 g de
zedlita e misturou-se com 0,0251 g de enzima (LEt) com atividade de 900 U/g e 30 mL de
solucdo tampao fosfato 0,1 mol/L pH 7,0. A mistura ficou em repouso por 24 horas a 4°C.
Ap6s este periodo, o material foi congelado e liofilizado por 4 dias. Mediu-se a atividade
lipolitica do preparado (Macedo & Pastore, 1997) e a agdo hidrolitica do preparado
enzimatico na hidrdlise do 6leo de soja em reator com agitacdo magnética, utilizando-se 5 g
de 6leo; 0,75 g de dgua (15% m/m) e 0,5 g da enzima (10% m/m) nas temperaturas de 34 e
40° C, com 12 horas de reacdo (Maldonado et al., 2009). A enzima foi reutilizada na
hidrélise do 6leo de soja para verificar a eficiéncia da imobilizacdo apds o reuso, sob as

mesmas condi¢des acima, a temperatura de 34° C.
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2.9. Imobilizacao enzimatica da lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552

em Celite

Pesou-se 1,0 g de Celite e adicionou-se 0,50 g de enzima (LEt) com atividade de
900 U/g e 30 mL de solu¢do tampao fosfato 30 mL de solucao tampao fosfato 0,1 mol/L pH
7,0. A mistura ficou em repouso por 24 horas a 4°C. Apés este periodo, o material foi

congelado e liofilizado por 4 dias. Avaliou-se a atividade lipolitica do preparado obtido.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Purificacio da enzima

Virios lotes de enzimas foram tratados segundo os métodos descritos no item
anterior e os resultados podem ser visualizados na Tabela 1. Os lotes de concentrados

foram divididos por método de concentragdo utilizado.

69



Tabela 1 — Resultados da purificacdo parcial da lipase de Geotrichum candidum NRRLY -

552 por diferentes métodos

Lote Meétodo de Atividade do Atividade do Fator de Fator de
concentracao caldo bruto preparado concentracdo recuperacao
(U/mL) enzimatico (%)
(Ulg)
1 Precipitacdo com 14,0 789 56,4 123,0
5 sulfato de amonio 14.0 623 145 1320
+ didlise +
3 liofilizacao 8,0 407 50,9 162,0

Precipitacdo com

sulfato de amonio
4 14,6 408 279 94,4
sem dialise +

liofilizagcao

5 Precipitagao com 10,0 632 63,2 63,2

etanol +

6 14,0 925 66,0 56,3
liofilizagcao

7 Precipitagdo com 14,6 300 20,5 29,5
etanol sem

8 14,0 165 11,8 48,6
liofilizagcao

9 9,9 135 13,7 32,5

10 Liofilizacao 14,0 522 37,2 94,0

direta

Nas amostras tratadas com sulfato de amonio (lotes 1 a 4) observou-se uma grande

variacao no fator de concentracdo, que pode ter sido ocasionado por diferentes aspectos tais
70



como: tempo de contato do agente precipitante com a enzima, realiza¢ao de didlise, tempo
de didlise, tempo de liofilizacdo, a atividade lipolitica inicial, etc. Tais resultados, no
entanto apresentam-se dentro da mesma ordem de grandeza comparado com a purificagao
da lipase de Rhizopus sp. com sulfato de amoénio a 70% da saturagdo que atingiu um fator

de concentragdo de 50 vezes (Koblitz & Pastore, 2006).

A comparacdo dos lotes 1 a 3 com o lote 4, mostra a influéncia da didlise sobre o
processo de purificagdo. Tanto o fator de concentracdo como o de purificagdo foram
significativamente menores no ensaio em que nao se realizou a didlise. A realizacdo da
didlise reduz a concentragdo de sulfato de amonio em contato com a enzima, o que reduz a

chance de desnatura¢@o enzimética durante a purificagdo.

Os lotes 1 a 3 apresentaram um fator de recuperacdo superior a 100%,
demonstrando um aumento da atividade lipolitica total da enzima purificada em
comparacdo com a enzima bruta. Tal fato ndo é comum de acontecer em processos de
purificagdo enzimdtica, mas hd relatos da ocorréncia de hiperativacio enzimatica
dependendo do tratamento realizado. Verificou-se um aumento de 2000% na atividade
enzimatica total da lipase de H. lanuginosa comparando-se a enzima imobilizada em
suporte hidrofébico (octil-agarose) com a enzima bruta (Bastida et al., 1998). Também se
observou fatores de purificagdo superiores a 100% apds a purificagdo da lipase de
Geotrichum candidum NRRLY-552 por cromatografia de interacao hidrofébica com butyl-
Sepharose (Maldonado, 2006). O contato prolongado da enzima com alta concentracdo de
sulfato de amodnio reduziu esta hiperativacdo, conforme pode ser visto no resultado do lote
4. Tal fato também foi notado durante a adsorcdo de lipases em octil-agarose que
apresentaram menores valores de atividade lipolitica na presenca de concentracdes mais

elevadas de sulfato de amonio (Bastida et al., 1997).

A liofilizacdo direta (lote 10) foi realizada com intuito de reduzir o nimero de
etapas do processo, realizando simplesmente uma concentracdo da enzima apenas por
liofilizagao do caldo bruto, sem precipitacio prévia. Varios lotes foram testados desta

forma, mas a maior parte deles apresentou consisténcia pastosa, baixa homogeneidade e
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alta higroscopicidade quando expostos as condi¢cdes ambientes. Apenas um lote apresentou
condicdes de uso apds a liofilizagdo, mesmo assim os fatores de concentragdo e de
purificagdo, comparados aos obtidos com a enzima tratada com sulfato de amonio, foram
inferiores. Também devido a falta de reprodutibilidade deste método concluiu-se que nao

seria possivel dispensar uma etapa de precipitacdo antes da liofilizagao.

O método de precipitagdo utilizando etanol foi testado devido aos bons resultados
obtidos para a concentracdo da enzima frutosiltransferase (Aguiar-Oliveira et al., 2012).
Além disso, este método € bastante rapido comparado com a precipitagdo com sulfato de
amonio, que requer ao menos de dois dias para precipitacdo e didlise antes de se realizar a
liofilizacdo, enquanto o método de precipitagdo com etanol é feito em aproximadamente
duas horas, o que reduz consideravelmente o tempo de processo e o custo energético. Outro
fator interessante € que o residuo gerado neste caso € uma solug@o hidroalcéolica, que pode
ser reaproveitada tanto para precipitacido de outros lotes de enzima, ser recuperada através
de destilacdo ou mesmo utilizada para producdo de biodiesel, o que diminui a quantidade
de residuos no processo, melhorando-o do ponto de vista ambiental e do consumo de

matéria-prima.

A partir dos resultados mostrados na Tabela 1 pode-se observar que a lipase € mais
sensivel ao contato com o etanol do que ao sulfato de amdnio como agente precipitante, o
que era esperado uma vez que um dos principais problemas na producdo de
biocombustiveis por via enzimdtica € justamente a estabilidade enzimdtica em relacdo a
alcodis de cadeia curta (carater polar). No entanto, observa-se que em alguns casos, fatores
de recuperacdo da ordem de 50 a 60%, podem ser considerados satisfatérios frente a
economia de tempo no processo € dependendo da concentracdo enzimdtica e estabilidade
do liofilizado obtido. A perda de atividade enzimdtica total (U total) observada com esse
método pode ser considerada relativamente pequena (da ordem de 40%) comparada a
outras enzimas. A influéncia do etanol na atividade enzimatica de transglutaminase foi
avaliada observando-se uma perda de atividade enzimatica de 85% quando incubada por 1

hora em solucdo contendo 50% de etanol em temperatura ambiente (Cui et al, 2008).
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A etapa de liofilizagdo foi determinante para a estabilidade da enzima purificada
com etanol. Comparativamente os lotes 5 e 6 (precipitacdo com etanol + liofiliza¢do)
apresentaram atividade lipolitica, fatores de concentracdo e recuperagdo bastante superiores
em relacdo aos lotes 7 a 9 (apenas precipitacdo com etanol). Tal fato pode ser explicado
pela drastica reducdo da quantidade de dgua e etanol na enzima liofilizada comparada com
aquela que ndo sofreu tal tratamento. O contato do etanol com a enzima apds a precipitagao
também contribuiu para o aumento na desnaturacdo, o que leva a resultados piores do que

aqueles obtidos com o produto liofilizado.

Comparando-se o processo de precipitacio com etanol e com sulfato de amoénio
percebe-se que hd uma reducdo no fator de recuperagdo, com maior desnaturacdo da enzima
tratada com etanol, porém os fatores de concentracdo obtidos foram superiores no
tratamento com etanol. Considerando-se que o processo com etanol € bem mais ripido, a
utilizacdo deste pode ser uma alternativa bastante interessante ao método tradicional de

purificacdo com sulfato de amonio.

3.2. Estabilidade dos preparados enzimaticos na presenca de solventes

organicos

No caso dos tratamentos com etanol sem liofilizagcdo, avaliou-se o comportamento
da atividade enzimadtica do precipitado ao longo do tempo de armazenamento para observar
como o etanol influencia na perda de atividade lipolitica. Os resultados estdo apresentados

na Tabela 2.
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Tabela 2 — Atividade enzimadtica da lipase LEt ndo liofilizada em fun¢do do tempo de

armazenamento a 4°C.

Tempo (dias) Atividade (U/g)

0 135,0
1 112,0
2 105,0
5 91,2
7 87,5

O tratamento analisado neste caso refere-se ao de lote 9 citado na Tabela 1, cuja
atividade inicial apds o tratamento foi de 135 U/g. Observa-se que ao longo do tempo de
armazenamento houve uma reducdo da atividade lipolitica, o que deve ter ocorrido
principalmente devido ao etanol residual presente no precipitado que promoveu a
desnaturacdo enzimdtica. Com os dados da Tabela 2 foi possivel estimar a meia-vida do
concentrado (12,4 dias), armazenado a 4°C. Observou-se também que ao longo do tempo
houve uma diminui¢do da massa do precipitado da ordem de 42%, que corresponde, em

grande parte, a perda de etanol e de umidade por evaporacgao.

Considerando-se a perda de massa do precipitado e a diminui¢do da atividade
lipolitica, apds 7 dias a quantidade de enzima residual presente no precipitado era de 12%
em relacdo a quantidade de enzima no caldo bruto. Esta observacao reafirma o fato de que a
enzima é bastante sensivel ao contato com etanol, mesmo em temperaturas baixas e que a
liofilizagdo € um bom método para eliminar esse etanol residual e garantir maior

estabilidade da enzima.

Visto que na etapa de concentragdo utilizando etanol como agente precipitante
houve uma considerdvel perda de atividade enzimdtica, decidiu-se realizar um estudo de

estabilidade dos preparados enzimaticos obtidos frente aos solventes organicos etanol
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(utilizado para producdo do biodiesel) e hexano (comumente relatado na literatura como
solvente que preserva bem a atividade enzimatica das lipases). Partiu-se de amostras de
lipase tratada com sulfato de amonio codificada como LS, com atividade inicial de 508 U/g
e lipase tratada com etanol codificada como LEt, com 479 U/g. Os resultados obtidos apds

a incubacdo por 6, 12 e 24 horas estdo apresentados na Figura 1.

30,00%

25,00%

20,00%

0,
15,00% 12.50% mLS

9,00% W LEt

11,60%

10,00%

Atividade residual (%)

5,00%

0,00%

Figura 1 — Atividade residual dos preparados enzimdticos (LS e LEt) apds incubagdo com

etanol, a 37° C.

Através da Figura 1 é possivel notar que os preparados enzimdticos sdo bastante
sensiveis ao contato com o etanol, demonstrando que a lipase realmente apresenta uma
baixa estabilidade na presenca deste solvente. A lipase LS teve sua atividade reduzida a
20% do valor inicial e a lipase LEt, para 15% do valor inicial, com apenas 6 horas de
incubagdo, o que representa uma atividade residual muito baixa para curto tempo de
incubacdo. Em trabalho relatado na literatura também foi observada baixa estabilidade da
lipase na sintese de espumas de poliuretano associada ao efeito inibitério do acimulo de
etanol no meio de producdo (Cabral, Fonseca e Dias, 2010). Por sua vez, a lipase de
Rhizopus sp. apresentou retencdo de mais de 90% da atividade lipolitica em solventes

aprdticos (acetonitrila, acetona e acetato de etila), mas teve reducdo da atividade para cerca
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de 40% em solventes préticos como etanol e isopropanol (Rodriguéz et al., 2009). Em
termos de aplicagdes industriais, a baixa estabilidade das lipases frente ao etanol e outros

alcodis € um importante fator limitante que precisa ser considerado.

Na avaliac@o da estabilidade do preparado enzimadtico na presenca de hexano, houve
a formacdo de um sistema bifdsico devido a presenca da dgua utilizada para solubilizar os
preparados enzimadticos, uma vez que estes se mostraram praticamente insoldveis no
solvente organico. A atividade lipolitica foi avaliada nas duas fases do sistema (aquosa e

organica) e os resultados estdo apresentados na Figura 2.

60,00% >8,50%
, (‘]

50,00% -
s
— o,
o 40,00% - ,50%
R}
(7]
g
o 30,00% -
o W 12 hor:
T
2 20,00% - B 24 hor:
<

10,00% -

1,60% 0,60%
0,00% - oa—
LS aquosa LS hexano LEt aquosa LEt hexano

Lipases

Figura 2 — Atividade residual dos preparados enziméticos (LS e LEt) apds incubagdo com

hexano a 37°C.

Os resultados obtidos demonstram que apenas uma pequena parte da lipase migrou
da fase aquosa para a fase organica (hexano), mostrando a maior afinidade da enzima
liofilizada com a fase polar do que com a fase apolar. Além disso, € possivel perceber uma
perda considerdvel da atividade enzimética nas horas iniciais de incubacdo na fase aquosa,
mas entre 12 e 24 horas praticamente ndo houve perda na atividade da enzima.
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Em relagdo a fase organica € dificil chegar a uma conclusdo sobre a estabilidade da
enzima nesta fase, uma vez que a quantidade de enzima que migrou da fase aquosa para a
fase organica foi muito pequena (pouco mais de 1%). As variacdes verificadas na
estabilidade entre 12 e 24 horas estdo dentro do erro do método analitico, ndo podendo ser
necessariamente atribuidas a acdo do solvente. Na literatura é recorrente o relato da
utilizacdo de solventes de baixa polaridade como forma de preservar a atividade das lipases.
Observou-se uma retengdo de 98% da atividade enzimdtica da lipase de Burkholderia
multivorans V2 em hexano apds 24 horas (Dandavate et al., 2009) e foi obtida uma lipase
de Pseudomonas aeruginosa 1L.X1 que também se apresentou estdvel em diferentes
solventes organicos como n-hexadecano, isoctano, hexano, dimetilsulféxido (DMSO) e

dimetilformamida (DMF) (Ji et al.,2010).
3.3. Imobilizacao enzimatica

Diferentes métodos de imobilizacdo foram avaliados, os principais resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados da imobilizacdo da lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552 em

diferentes suportes

Método de Atividade Atividade lipolitica Eficiéncia de
imobilizacao lipolitica da da enzima imobilizagdo™ (%)
enzima livre imobilizada (U/g)
(U/g)

Alginato 15,0 0,90 24,0
Nidbio-grafite 15,0 5,00 50,0
Zedlita 900 14,8 10,2
Celite 900 93,4 18,4

* Eficiéncia = (atividade enzima imobilizada/ atividade enzima livre)*100
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Na imobilizagdo realizada com alginato de célcio, a eficiéncia de imobilizacdo foi
semelhante aquela obtida na imobilizacdo da lipase de Pseudomonas sp., que foi de 22,2%
(Cheirsilp, Jeamjounkhaw e Kittikun, 2009), porém a atividade enzimatica foi bem inferior,
de 0,90 U/g, em relagdo ao trabalho supracitado (8,11 U/mL). A baixa atividade enzimética
obtida neste experimento pode estar relacionada com a atividade enzimética da enzima livre
(lipase bruta com 15,0 U/mL). Ensaios utilizando os preparados enzimaticos, que
apresentam atividade inicial bem mais elevada, poderiam resultar em melhor atividade

enzimatica apds a imobilizacdo.

A imobilizacdo da lipase na liga nidbio-grafite por adsorcdo foi avaliada com
atividade lipolitica da enzima livre variando entre 10 e 150 U da enzima. O melhor
resultado foi obtido com a menor quantidade de lipase utilizada, demonstrando que tal
suporte ndo apresentou uma boa afinidade para a enzima em questdo. O fato de ser uma
matriz polar explica o fato dos baixos percentuais de imobilizacdo que foram observados.
Outro fato importante observado foi a falta de reprodutibilidade na eficiéncia de

imobilizacao utilizando-se as mesmas condi¢des.

Nao foram encontrados relatos na literatura sobre imobilizacdo de lipase por
adsor¢do em nidbio, mas este suporte foi utilizado para outra enzima, frutosiltransferase,
obtendo bons resultados na imobilizacdo (Aguiar-Oliveira et al., 2012). Tal enzima
apresenta caracteristicas muito distintas das lipases avaliadas neste trabalho, no entanto, ha
relatos da aplicacdo de ni6bio como catalisador heterogéneo para produgdo de biodiesel.
Uma interessante aplicacdo associou a utilizacdo de uma lipase extraida de sementes
germinadas de Jatropha curcas L. para hidrélise de 6leos vegetais e a do dcido nidbico
como catalisador heterogéneo para conversao do hidrolisado obtido em biodiesel por reagao
com metanol. O biodiesel obtido desta forma apresentou excelentes qualidades fisico-
quimicas tais como viscosidade (5,5 mmZ/s), composi¢ao em éster (97,1% m/m), glicerol
(0,09% m/m), metanol residual (0,05% m/m) e ponto de entupimento a frio (0° C), (Sousa
et al., 2010).
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Apesar dos resultados pouco satisfatérios encontrados para imobilizacdo da lipase
na liga niébio-grafite, a possibilidade de associa¢do de enzimas com catdlise heterogénea €
um aspecto que merece melhor investigacdo e foi a justificativa para realizacdo da

avaliagdo da imobilizacdo das lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552 nesse suporte.

Na imobilizacdo utilizando zedlita 13X-Na partiu-se de uma atividade lipolitica
inicial de 225 U, utilizando o preparado enzimdtico LEt. Apos a imobilizagdo, verificou-se
que houve uma retencao de 10,2% da atividade enzimadtica. O preparado enzimatico obtido
apresentou uma atividade bastante baixa, de 14,8 U/g, o que corresponde a apenas 1,6% da
atividade da enzima livre. Mesmo com baixa atividade lipolitica da enzima imobilizada,
foram realizados testes de hidrélise enzimdtica de 6leo de soja com este preparado,

conforme condig¢des descritas no item 2.8. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Hidrdlise enzimdtica de 6leo de soja em reator encamisado utilizando lipase

imobilizada em zedlita 13X-NA apds 12 horas de processo.

Temperatura (°C)  Hidr6lise (%)

34 (1° ciclo) 11,0
34 (2° ciclo) 1,6
40°C 3,0

Os resultados obtidos demonstram que o aumento da temperatura causou uma
reducdo na taxa de hidrdlise, indicando alguma alteracdo na enzima ao promover a mistura
com a zedlita, uma vez que a enzima livre apresentou melhor condi¢io de hidrdlise a 45°C
(ver resultados detalhados no capitulo V). No que diz respeito a reutilizacdo da enzima,
observa-se que ja no segundo ciclo houve uma queda significativa na taxa de hidrdlise, da
ordem de 85%. A causa mais provdvel é de que o suporte utilizado ndo conseguiu manter a
enzima adsorvida ap6s o 1° ciclo de reagdo, tendo a enzima se dissolvido no meio reacional.

Outra possibilidade seria a desnaturagdao da enzima nas condi¢des reacionais, o que parece
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pouco provavel neste caso uma vez que o periodo de utiliza¢do foi de apenas 12 horas no

primeiro ciclo de reacao.

A lipase de Candida cylindracea foi imobilizada em zedlita do tipo Y obtendo 33%
de eficiéncia na imobiliza¢dao e 35% de atividade lipolitica em compara¢do com a enzima
livre e a enzima manteve 10% da atividade inicial apds 70 ciclos de reacao na hidrélise do
6leo de palma (Knezevic, Mojovic e Adnadjevic, 1998). No entanto em outro estudo foram
comparadas a imobilizacdo de lipase em hidrotalcita e zedlitas, verificando que o primeiro
suporte foi eficiente para imobilizacdo com uma adsor¢ao de 13 mg proteina/g de suporte
enquanto que as zedlitas alcancaram no maximo 9 mg proteina/ g de suporte. Além disso, a
lipase imobilizada em zedlita ndo se mostrou eficiente para realizar a transesterificacdo de
6leo residual de cozinha com metanol em igual condi¢do ao processo realizado com a lipase
imobilizada em hidrotalcita’ , resultado similar ao mostrado na Tabela 4. (Yagiz, Kazan e

Akin, 2007).

No experimento de avaliacdo da imobilizacdo da lipase em Celite obteve-se uma
eficiéncia de imobilizagdo de 18,4% com atividade lipolitica da enzima imobilizada de 93,4
U/g, correspondendo a 9,0% da atividade lipolitica da enzima livre. Apesar do valor da
eficiéncia ndo ter sido o mais elevado dentre os testes realizados, este foi o suporte que
apresentou uma maior atividade lipolitica apds a imobilizagdo, o que se deve
principalmente ao fato da utilizacdo de uma enzima livre com alta atividade lipolitica
(utilizou-se o preparado enzimdtico LEt ao invés da lipase bruta). Dentre os experimentos
realizados, a imobilizacdo com Celite é a que melhores perspectivas apresentaram para a
aplicacdo para hidrdlise e esterificacdo dos Oleos vegetais devido a obtengdo de alta
atividade lipolitica. Obteve-se 34% de eficiéncia na imobilizacdo da lipase de Candida
rugosa em Celite (Chang et al., 2007) e 83% de eficiéncia com a lipase de Burkholdeira,
atingindo uma atividade na enzima imobilizada de 273,5U/ g Celite, em condicdes
otimizadas (Liu et al., 2009). Tais resultados s@o um indicativo de que apds um estudo de

otimizacdo das condi¢des de imobilizacdo da lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552

3 Hidrotalcita é um mineral de férmula quimica MgcAl,(OH);,CO;3.4H,0
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em Celite, os valores de atividade lipolitica e eficiéncia de imobilizacdo podem ser bem

superiores aos encontrados neste trabalho.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho demonstram que € possivel realizar a
purificagdo parcial da lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552 tanto por precipitacio
com sulfato de amdnio quanto com etanol, sendo que o primeiro agente precipitante leva a
obtencdo de maiores fatores de recuperacao enquanto o segundo promove maiores fatores
de concentracdo, que chegam a ser superiores a 60 vezes em relacdo a enzima bruta. Os
preparados enzimadticos obtidos apresentaram baixa estabilidade na presenca de etanol, o
que € um fator critico para aplicagdo em reacdes de obten¢ao de biodiesel, sendo necessério
mais estudos para melhorar os sistemas reacionais a fim de proteger melhor a enzima da
acdo desnaturante do etanol ao longo do processo. No que diz respeito aos processos de
imobilizacdo, os diferentes suportes analisados apresentaram resultados variados quanto a
eficiéncia de imobilizacdo e atividade da enzima imobilizada, mas todos eles merecem ser
melhor estudados por apresentarem potencial de aplicacdo para esta finalidade. Na
comparacdo entre eles, a imobilizacdo em Celite foi a que apresentou resultados mais

satisfatorios com 18% de eficiéncia e 93,4 U/g de atividade.
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ABSTRACT

This work evaluated the enzymatic hydrolysis of vegetable oils using partial purification
lipase from Geotrichum candidum NRRLY-552. Reaction was analyzed in different
agitation systems and it was selected shaken flasks to obtain hydrolysed. Lipase from
Geotrichum candidum was pre-purified by precipitation with ammonium sulphate
following lyophilization obtaining 440 U/g of activity. The best conditions to obtain the
hydrolysed of soybean oil was 5.0% w/w of partial purification lipase (equivalent to 22.0 U
enzyme per g oil), 15.0% w/w of water, 45°C and 210 rpm which led to hydrolyses of
(774£3)% after 24 hours of reaction. This value is very good considering that lipase used
was not total purify and the water concentration was low in the system. The same lipase
was evaluated in the same conditions to hydrolysis other four vegetable oils - colza, corn,
olive and sunflower and the performance was as efficient as to hydrolysis of colza and
sunflower oils. This system was developed to be the first step to biodiesel production using

hydrolysed of vegetable oils and ethanol through enzymatic pathway.

Key words: lipase; hydrolysis, vegetable oils, soybean oil, biodiesel
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1. INTRODUCAO

A obtencdo de biocombustivel tem sido um assunto muito debatido e estudado
recentemente devido a grande necessidade de se alterar a matriz energética mundial no
sentido de diminuir os impactos ambientais que foram imensamente aumentados na era pés
Revolucdo Industrial. A produgcdo de biodiesel a partir de dleos vegetais tem sido
considerada uma das alternativas bastante promissoras no que diz respeito a combustiveis
que sejam ecologicamente corretos, pois a quantidade de carbono que esse combustivel
gera durante a combustdo pode ser compensado pela quantidade de carbono que €

absorvido na produ¢do das matérias-primas.

Virios tém sido os métodos utilizados para a produgdo de biodiesel. Industrialmente
este € obtido por rota quimica, utilizando catalisadores acidos ou bdsicos e a partir de
metanol como reagente alcodlico. No entanto, tais processos geram grandes quantidades de
residuos e tem a desvantagem do metanol ndo ser um reagente alcodlico renovavel, uma
vez que sua principal fonte de obtencdo € por reagdes quimicas a partir de derivados do

petréleo.

Uma boa op¢do para melhorar o processo de obtengdo de biodiesel € a utilizagdo da
via enzimadtica, que requer condi¢des mais brandas de processo e gera menos residuos a
serem tratados apds a obteng¢do do biocombustivel. Aliado a este fator, a sustentabilidade
do biodiesel pode ser aumentada se ao invés de metanol utilizar-se etanol proveniente de
origem vegetal, o que no caso brasileiro € bastante interessante, uma vez que o pais tem
larga experiéncia e um parque industrial desenvolvido para producdo de etanol a partir da

cana de acucar.

Sendo assim, este capitulo apresenta uma etapa preliminar para a producio
enzimatica de biodiesel a partir de 6leo de soja e etanol, duas matérias primas abundantes
no Brasil. A obtengcdo do biodiesel pode ser feita por transesterificacdo direta do dleo
vegetal com o reagente alcodlico ou entdo em duas etapas, sendo uma de hidrdlise do 6leo

vegetal para obtencao de dcidos graxos, seguida de esterificacdo com o reagente alcodlico.
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Inimeros estudos por ambas as rotas vem sendo realizados nos ultimos anos. Neste
capitulo foram avaliados diferentes preparados enziméticos para hidrélise enzimatica do
6leo de soja, bem como condi¢des de temperatura, agitacdo em diferentes sistemas e

concentracdo de d4gua no meio reacional.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares de hidrélise enzimética do 6leo de soja foram realizados de

acordo com as condi¢Oes descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Ensaios preliminares para hidrélise enzimdtica do 6leo de soja por lipase de

Geotrichum candidum NRRLY-552.

Ensaio Enzima* Condicodes utilizadas™*
1 Lipase bruta (LB) 14 g de 6leo de soja T=40°C
10 U/mL 4%m/m de agua Banho agitado
0,70 U/g 6leo t =12 horas
2 Lipase liofilizada direto 0,5 g de 6leo de soja T=37°C
do caldo bruto (LD) )
15%m/m de agua Banho agitado
440 U/g
46,0 a 296 U/g dleo (7,5 t =12 horas
a 35% m/m)
3 Lipase precipitada com 0,5 g de 6leo de soja T=37°C
sulfato de amonio e
15%m/m de agua 250 rpm em frascos
liofilizada (LS) .
agitados
12,5 a 187 U/g 6leo (2,0
623 U/g
a 30% m/m) t = 12 horas
4 Lipase precipitada com 2,0 g de 6leo de soja T=37°C
etanol e liofilizada
20%m/m de dgua 250 rpm em frascos
(LEY) . .
] agitados (ensaio 4a)
152 U/g 6leo (ensaio 4a)
263 e397 U/g

350 U/g bleo (ensaio 4b)

(29 € 44% m/m)

Banho agitado (ensaio 4b)

t =12 horas

* U/mL ou U/g = atividade enzimatica; ** U/ g 6leo = unidades da enzima utilizada por g

de 6leo; %m/m = massa de dgua por 100g de dleo.
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2.2. Estudo da hidrdlise enzimatica de 6leo de soja em frascos agitados.

O processo de hidrdlise enzimdtica utilizando lipase LS (previamente selecionada)
foi avaliado inicialmente através de um delineamento completo central rotacional (DCCR)
2% + 6 pontos axiais + 3 pontos centrais com as varidveis independentes concentracio de
lipase LS, concentracdo de dgua e temperatura. A partir dos resultados obtidos no primeiro
delineamento e de alguns ensaios com sistemas agitados (apresentados em itens seguintes),
decidiu-se realizar um segundo delineamento completo para hidrélise de 6leo de soja com
lipase LS para avaliar as varidveis independentes concentracdo de lipase LS, concentracao

de 4gua e agitacdo. As faixas utilizadas nos delineamentos estao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Faixas de valores utilizadas para as varidveis independentes nos delineamentos
experimentais (DCCR) para hidrolise de 6leo de soja com lipase LS de Geotrichum

candidum NRRLY-552

Nivel -1,68 -1 0 +1 +1,68

Primeiro delineamento experimental

LS* (U/g 6leo) 98 200 350 500 602
Agua (%m/m) 6,6 10 15 20 234
Temperatura (°C) 32 34 37 40 42

Segundo delineamento experimental

LS** (U/g 6leo) 40 52,5 70 87,5 100
Agua (%m/m) 5 7 10 13 15
Agitacio (rpm) 50 90 150 210 250

*LS com atividade de 623 U/g de enzima; ** LS com atividade de 500 U/g enzima
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2.3. Estudo da influéncia da temperatura na hidrdlise enzimatica de dleo de

soja em frascos agitados

Realizou-se um estudo para avaliar a influéncia da temperatura na hidrélise
enzimatica do 6leo de soja, uma vez que, a faixa de temperatura de trabalho utilizada (37 a
40°C) até este momento, ndo € a mais adequada para trabalhar com processamento de dleos,
que em geral utilizam temperaturas mais elevadas. Avaliou-se a hidrélise do 6leo de soja
em frascos agitados com temperatura variando entre 37 e 70°C com as seguintes condi¢cdes
reacionais: 0,5 g de 6leo de soja (marca Soya), 0,065 g de dgua (13%m/m), 0,100 g de
lipase LS (20% m/m e 100 U/ g 6leo), agitacdo de 210 rpm. A lipase LS utilizada
apresentava uma atividade de 500 U/g enzima. A resposta analisada foi a taxa de hidrdlise

apo6s 12 horas de reagao.

2.4. Estudo da influéncia da concentracdo enzimatica na hidrdlise enzimatica

de d6leo de soja em frascos agitados

Ao longo dos experimentos verificou-se uma dificuldade de solubilizacdo da enzima
no meio reacional, com consequente reducao nas taxas de hidrolise, desta forma realizou-se
estudo da influéncia da concentracdo enzimadtica sobre o processo em uma ampla faixa de
concentracdo. Avaliou-se a hidrélise do 6leo de soja em frascos agitados com concentragao
de lipase LS variando entre 1,0 e 20%m/m (equivalente a 4,5 até 89,0 U/g 6leo) com as
seguintes condicdes reacionais: 5,0 g de dleo de soja (marca Soya), 0,75 g de &4gua
(15%m/m), agitacdo de 210 rpm e temperatura de 45°C. A lipase LS utilizada apresentava
uma atividade de 445U/g enzima. A resposta analisada foi a taxa de hidrdlise apds 12 horas

de reacao.

Um segundo experimento foi realizado com condi¢des pré-selecionadas a partir do
experimento anterior. As condi¢des analisadas foram de 2,5; 5,0 € 7,5% m/m de LS nas
mesmas condi¢des do experimento anterior. A resposta avaliada foi a taxa de hidrélise apos

12 e 24 horas de reacao.
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Realizou-se um experimento em triplicata para avaliar a cinética da reacao ao longo
do tempo. Utilizaram-se as condi¢des reacionais de 5,0 g de 6leo de soja, 15% m/m de
dgua, 5% m/m de lipase LS (22 U/g 6leo), temperatura de 45°C e agitacdo de 210 rpm. A

resposta avaliada foi a taxa de hidrdlise até 60 horas de reagao.

2.5. Estudo da hidrdlise enzimatica de diferentes oleos vegetais em frascos

agitados

Nesta etapa foi avaliada a hidrélise enzimética de 5 diferentes 6leos vegetais — soja,
milho, canola, oliva e girassol. As condi¢des de reacdo utilizadas foram: 5,0 g de dleo
vegetal, 0,75 g de dgua (15% m/m), 0,25 g de preparado enzimético LS (5%m/m; 20,7 U/g
6leo), temperatura de 45°C e agitacdo de 210 rpm em frascos agitados. A lipase LS
utilizada apresentava uma atividade de 414 U/g enzima A resposta avaliada foi a taxa de

hidrdlise apds 12 e 24 horas de reacao.
2.6. Estudo da hidrdlise enzimatica de 6leo de soja em reator encamisado

No estudo com reator enzimdtico, foram realizados dois ensaios. No primeiro
utilizou-se 10% m/m de LS (equivalente a 64 U/ g 6leo), 15% m/m de 4dgua, temperatura de
37°C e agita¢do magnética. No segundo, 5% m/m de LEt (equivalente a 46 U/g dleo), 15%
m/m de 4gua, temperatura de 37°C e agitagdo magnética. As lipases LS e LEt utilizadas
apresentavam atividade de 623 e 925 U/g enzima, respectivamente. Em ambos 0s casos,

mediu-se a taxa de hidrélise ao longo do tempo de reagdo como resposta do processo.
2.7. Determinacao da taxa de hidroélise

Para determinagdo da taxa de hidrélise (%), as amostras sdo tituladas com hidréxido
de s6dio 0,05 mol/L com indicador fenolftaleina até o ponto de viragem. Um branco é
utilizado para se determinar a quantidade inicial de 4cidos graxos livres (AGL) no 6leo
utilizado no sistema reacional sem a presenga da enzima (medida da hidrdlise espontanea).
O célculo da porcentagem ¢ feito considerando-se o indice de saponificacdo do 6leo como

correspondente a 100% de hidrolise. Nas condicodes estudadas (hidrolisado de 6leo de soja e
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titulante solu¢do de NaOH 0,05 mol/L), a porcentagem de hidrélise pode ser determinada

pela Equacao 1.

% hidr(')lise = [(Vamostra - Vbranco) X 1947]/ M Gleo na amostra (CQ- 1)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Resultados preliminares

Os ensaios preliminares tiveram como objetivo estabelecer condi¢des iniciais para
realizagdo da hidrélise do dleo de soja com lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552.
No primeiro experimento, avaliou-se a lipase bruta (LB) e a resposta obtida foi de 0,25% de
hidrdlise apds 12 horas de processo, valor praticamente nulo. Pelo balango entre quantidade
de 6leo e quantidade de enzima, utilizou-se neste experimento 0,7 U/g 6leo, o que explica o
baixo valor de hidrdlise obtido. Verificou-se posteriormente na literatura que a quantidade
de lipase necessaria a hidrélise de 6leos vegetais € bem superior a este nivel, como por
exemplo, utilizou-se 26 U/g de lipase para realizar a transesterificacdo de 6leo vegetal com
a lipase de Rhizopus chineses [1]. Para a utilizacdo de concentracdo enzimdtica semelhante
ao valor citado, seria necessdria a utilizagdo de cerca de 30 mL do caldo bruto, o que
aumentaria drasticamente a concentracdo de dgua no meio reacional, o que € indesejavel
para a producdo de biodiesel, uma vez que a dgua interfere negativamente na etapa seguinte
de esterificacdo.

Com intuito de aumentar a concentracao enzimatica, mas mantendo niveis reduzidos
de 4gua no meio reacional, foram utilizados nos experimentos seguintes preparados
enzimaticos LD, LS e LEt, que apresentavam atividades lipoliticas bem superiores a lipase
bruta (LB), uma vez que tais preparados passaram por processos de concentracdo e
liofilizag¢do. O teor de umidade dos preparados enzimaticos utilizados encontrava-se entre
10 e 15% m/m. Os resultados dos testes preliminares com LD e LS estdo apresentados na

Figura 1.
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Figura 1 — Perfil de hidrdlise enzimética de 6leo de soja com diferentes concentragdes de

LD (440 U/g) e LS (623 U/g) ap6s 12 horas de reacdo a 37°C.

Pela Figura 1 nota-se que os perfis de hidrélise utilizando os dois preparados
enzimaticos foram similares, no entanto no caso da utilizacio do preparado LS, a
porcentagem em massa da enzima utilizada em relagdo a massa de 6leo foi menor, devido a
sua maior atividade enzimadtica (623 U/g), o que facilitou o processo de solubiliza¢do da
enzima no meio reacional.

As maiores taxas de hidrélise foram obtidas utilizando-se 235 U de lipase LD/g 6leo
e foram da ordem de 30% ap6s 12 horas de reagdo. O principal problema verificado em
ambos os experimentos foi a utilizacdo de uma grande quantidade em massa dos preparados
enzimaticos, o que impediu a completa solubilizacdo da enzima no meio reacional. A
agitacdo realizada em banho agitado ndo foi suficiente para dissolver toda a enzima na
maioria dos ensaios, sendo que parte desta ficou aderida ao fundo e as paredes do frasco, o
que certamente comprometeu o desempenho deste sistema reacional devido ao contato

limitado entre a enzima e o 6leo de soja.
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No entanto, uma observacdo importante pode ser feita: na faixa de concentracdo
enzimatica até 5%m/m de lipase, observa-se que a enzima LS tem um desempenho melhor
do que LD, isto pode ser justificado por dois fatos — a atividade lipolitica de LS € maior do
que de LD e nesta faixa de concentracdo toda a enzima solubiliza-se no meio reacional.
Este fato indica que a solubilizacdo é um fator fundamental para a realizacdo deste processo
e a agitacdo tem papel importante para que a enzima dissolva-se completamente no meio
reacional.

Desta forma, para melhorar o processo seria interessante trabalhar com preparados
enzimaticos com maior atividade lipolitica, a fim de reduzir a quantidade em massa da
enzima utilizada e melhorar a agitacdo do meio reacional de modo a facilitar a dissolug¢do
da enzima e favorecer o processo hidrolitico.

Em relacdo a quantidade de dgua, no ensaio com enzima LD foi utilizado 20% m/m
e no ensaio com LS, 15% m/m e observa-se que ndo houve diferencgas significativas nos
resultados da hidrélise enzimética. Como um dos objetivos desta etapa do trabalho era
reduzir a quantidade de dgua no processo, nos ensaios seguintes procurou-se utilizar
concentracdes menores desta varidvel.

Por sua vez, os dois testes utilizando LEt, conforme Tabelal, apresentaram a mesma
taxa de hidrdlise, 23%, apds 12 horas, apesar da concentra¢do de enzima em frasco agitado
(350 U/g ¢6leo) ter sido bem superior em relagdo ao teste realizado em banho agitado (152
U/g 6leo), o que ressalta que a quantidade de enzima ndo seria o principal fator limitante
para a taxa de hidrdlise. Em ambos os casos, a solubilizagdo ndo foi boa, ficando uma
grande parte da enzima ndo dissolvida no sistema reacional. Apesar dos problemas de
solubilizacdo, as taxas de hidrélise atingiram valores na ordem de 30%, o que demonstra
potencial da lipase estudada para realizar a hidrélise do 6leo de soja. Na literatura € dificil
encontrar relatos a respeito do uso de enzima livre em processos de hidrdlise enzimatica de
Oleos vegetais. No entanto para efeito de compara¢do, o melhor resultado obtido na
hidrélise de 6leo de peixe utilizando enzima imobilizada e sistema reacional na presenca de
solvente organico foi de 40% [2].

A partir dos resultados dos testes preliminares foram realizados delineamentos

experimentais para se avaliar a capacidade hidrolitica do preparado enzimatico LS (por ser
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o que apresentou melhores resultados na fase preliminar de avaliacdo), os efeitos da

concentrag@o de dgua, temperatura e agitagao sobre o processo.
3.2. Estudo da hidrdlise enzimatica de 6leo de soja em frascos agitados.

No primeiro delineamento experimental foram avaliadas as varidveis independentes

concentracao de lipase (LS), concentragdo de dgua e temperatura.

Tabela 3 — Resultados obtidos no primeiro DCCR para hidrélise de 6leo de soja com lipase

LS ap6s 12 horas.

Ensaios LS Agua Temperatura  Hidrolise

(U/g 6leo) (%m/m) (°O) (%)
1 200 (-1) 10 (-1) 34 (-1) 6,0
2 500 (+1) 10 (-1) 34 (-1) 35,2
3 200 (-1) 20 (+1) 34 (-1) 14,2
4 500 (+1) 20 (+1) 34 (-1) 32,5
5 200 (-1) 10 (-1) 40 (+1) 19,4
6 500 (+1) 10 (-1) 40 (+1) 18,5
7 200 (-1) 20 (+1) 40 (+1) 15,6
8 500 (+1) 20 (+1) 40 (+1) 27,6
9 98 (-1,68) 15 (0) 37 (0) 30,4
10 602 (+1,68) 15 (0) 37 (0) 28,9
11 350 (0) 6,6 (-1,68) 37 (0) 29,3
12 350 (0) 23,4 (+1,68) 37 (0) 17,0
13 350 (0) 15 (0) 32 (-1,68) 23,7
14 350 (0) 15 (0) 42 (+1,68) 20,0
15 350 (0) 15 (0) 37 (0) 32,0
16 350 (0) 15 (0) 37 (0) 37,0
17 350 (0) 15 (0) 37 (0) 26,4
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Os resultados obtidos neste delineamento variaram de 6,0 a 37,0% de hidrdlise, o
que indica a influéncia dos diferentes tratamentos. Na Tabela 3 observa-se que os
resultados mais elevados de hidrélise enzimatica foram obtidos nos ensaios 2, 4, 9, 10, 11,

15 e 16, o que contempla quase todas as condi¢Oes avaliadas para as diferentes varidveis.

Observando-se, por exemplo, o resultado do experimento 9, nota-se uma taxa de
hidrdlise de 30,4% utilizando 98 U/g 6leo (12% m/m) correspondendo ao nivel inferior (-
1,68), que é muito similar aos resultados dos experimentos 2, 4, 10, 11, 15 e 16 que
utilizaram concentracdes de enzima bastante superiores. Na comparacdo com 0S ensaios
preliminares verifica-se situacdo semelhante. O melhor resultado naquele ensaio foi de
31,3% de hidrélise (Figura 1) utilizando 235 U/g (44%m/m) da enzima, que € praticamente
igual a média obtida nos pontos centrais do DCCR, 31,8% de hidrdlise utilizando 350 U/g

(44 %m/m) da mesma enzima.

Presume-se desta comparagdo que o aumento na concentragdo enzimdtica nao
promoveu incremento proporcional na taxa de hidrélise. A explicacdo para este fato estd
diretamente relacionada com a solubilidade dos preparados enziméticos no meio reacional,
pois concentragdes superiores a 5% m/m da enzima ndo sdo completamente soldveis no
sistema Oleo-dgua, o que leva a uma perda de eficiéncia no sistema pela baixa

homogeneidade.

Com os resultados obtidos no DCCR realizou-se a analise de variincia,

considerando todos os efeitos. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Andlise de Variancia (ANOVA) para primeiro DCCR referente a hidrélise do

6leo de soja com lipase LS com 12 horas de reagio.

Fonte de SQ GL SQM F F p-valor
variagao calculado Tabelado*
Regressdo 773,65 4 193,41 3,63 2,48 0,04
Residuo 638,74 12 53,22
Falta de ajuste 582,51 10 58,25 2,07 9,39 0,37
Erro puro 56,24 2 28,12
Total SS 1412,39 16

R° = 0,55; * F com 10% de significancia

A andlise de variancia indicou uma baixa porcentagem dos resultados explicada
pelo modelo (R* = 0,55), o que pode ser percebido pela alta falta de ajuste encontrada.
Desta forma ndo foi possivel obter um modelo que fosse estatisticamente significativo e
preditivo para descrever o processo hidrolitico, o que estd de acordo com a comparagdo das

diferentes condi¢des do DCCR e seus resultados discutidos nos pardgrafos anteriores.

No entanto, pode-se observar que a enzima tem uma boa atividade hidrolitica, pois
um grande nimero de ensaios apresentou hidrdlise superior a 30%. Resultados como este
também haviam sido obtidos com concentra¢des de enzima mais baixas, o que sugere que a
falta de reprodutibilidade e de ajuste dos resultados estd mais associada com aos problemas
de contato das fases, ou seja, de falta de homogeneizacdo 6leo e enzima, do que as
concentracdes enzimaticas avaliadas no delineamento. De acordo com o discutido aqui,
nota-se que € possivel reduzir consideravelmente a concentragao da enzima, mantendo-se

ou mesmo aumentando os niveis de hidrdlise do 6leo de soja.

Dessa forma, um segundo delineamento experimental foi realizado reduzindo a
concentracdo enzimdtica e introduzindo a varidvel agitacdo. A concentracdo de 4gua foi
reduzida, devido ao fato de um dos efeitos significativos do delineamento anterior ter sido
negativo para a concentracao de dgua e ao objetivo inicial de se minimizar a quantidade de

agua no processo hidrolitico. A temperatura foi fixada em 37°C, pois tanto no delineamento
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anterior como em testes preliminares esta varidvel ndo demonstrou ter efeito sobre a
hidrdlise na faixa avaliada. Os ensaios realizados e os resultados obtidos no segundo

delineamento estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados do segundo DCCR para hidrélise de dleo de soja com lipase LS ap6s
12 horas.

Ensaios LS (U/g Agua Agitacio Hidrdlise ~ Hidrolise Desvios
6leo) (%om/m) (rpm) experimental  predita relativos
(%) (%)* (%0)**
1 52,5 (-1) 7(-1) 90 (-1) 29,4 27,9 5,1
2 87,5 (+1) 7(-1) 90 (-1) 38,4 32,9 14,3
3 52,5 (-1) 13 (+1) 90 (-1) 36,9 32,3 12,4
4 87,5 (+1) 13 (+1) 90 (-1) 41,7 37,3 10,6
5 52,5 (-1) 7(-1) 210 (+1) 17,4 20,1 15,5
6 87,5 (+1) 7(-1) 210 (+1) 39,1 40,8 4,3
7 52,5 (-1) 13 (+1) 210 (+1) 21,9 24,4 11,4
8 87,5 (+1) 13 (+1) 210 (+1) 45,4 45,1 0,7
9 40 (-1,68) 10 (0) 150 (0) 23,9 25,7 7,5
10 100 (+1,68) 10 (0) 150 (0) 41,1 47,3 15,0
11 70 (0) 5(-1,68) 150 (0) 36,3 32,8 9,6
12 70 (0) 15 (+1,68) 150 (0) 41,1 40,1 2.4
13 70 (0) 10 (0) 50 (-1,68) 21,4 25,5 19,2
14 70 (0) 10 (0) 250 (+1,68) 26,4 25,5 34
15 70 (0) 10 (0) 150 (0) 33,5 36,5 9,0
16 70 (0) 10 (0) 150 (0) 35,0 36,5 4,3
17 70 (0) 10 (0) 150 (0) 38,5 36,5 5,2

* Valores de hidrélise calculados a partir do modelo obtido (Equagdo 2).

**Desvio relativo = [(hidrélise experimental — hidrdlise predita)/hidrélise experimental]/100
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Os resultados obtidos neste delineamento foram superiores aos obtidos
anteriormente, com redugdo bastante significativa da quantidade da enzima, demonstrando
que uma agita¢do conveniente e uma melhor solubilizacdo da enzima proporcionaram um

ganho considerdvel de eficiéncia do sistema reacional.

O valor médio de hidrdlise aumentou de 28 para 36% e o valor de R? de 0,55 para
0,84, demonstrando que os dados se ajustaram melhor do que no delineamento anterior. A
andlise dos efeitos mostrou que quatro termos da regressao foram estatisticamente
significativos (conforme Equacdo 2) com p < 0,10 e a partir destas foi realizada a anélise de

variancia (ANOVA) que estd apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 — Andlise de Variancia (ANOVA) para segundo DCCR referente a hidrélise do

6leo de soja com lipase LS com 12 horas de reagdo.

Fonte de SQ GL SQM F F p-valor
variacao calculado Tabelado*
Regressao 947,80 4 236,95 17,92 2,48 <10™
Residuo 176,92 12 14,73
Falta de ajuste 164,02 10 16,04 2,49 9,39 0,32
Erro puro 12,90 2 6,45
Total SS 1124,72 16

R’ = 0,84; * F com 10% de significancia

O teste F realizado demonstrou que a regressao analisada foi significativa (p <0,10),
sendo o valor calculado de F bastante superior ao valor Tabelado neste nivel de
significancia. O erro puro foi baixo comparado com o valor total da soma de quadrados, o
que pode ser evidenciado pelos pontos centrais, cujo valor médio de hidrélise foi de (35,7 +

2,6)%, o que resulta em um desvio padrdo da ordem de 7% em relacdo ao valor médio. A
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partir da ANOVA ¢ possivel dizer que o modelo calculado € significativo e preditivo com

90% de confianca, como estd mostrado na Equacéo 2 (codificada).
% hidrélise = 36,5 + 6,43 LS +2,16 Agua — 3,88 Agitagdoz +3,93 LS.Agitagdo (eq.2)

O célculo dos valores preditos demonstrou que o modelo ajusta-se bem aos dados
experimentais, sendo todos os desvios relativos inferiores a 20%, que podem ser
considerados satisfatorios, pois a enzima utilizada é apenas parcialmente purificada e com
atividade lipolitica inferior as atividades de enzimas comerciais, normalmente citadas na
literatura. A utilizacdo de uma enzima parcialmente purificada leva a necessidade de uma

porcentagem em massa mais elevada do preparado enzimdtico, 0 que compromete a

homogeneizagdo do sistema.

A partir do modelo obtido foram construidas as curvas de contorno que representam

o processo avaliado, que estdo apresentadas na figura 2.
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Figura 2- Superficies de respostas e curvas de contorno para taxa de hidrdlise de 6leo de
soja por lipase LS em fun¢do das varidveis: (a) concentracao de LS e 4gua (b) concentracao

de LS e agitacdo (c) concentracdo de 4gua e agitacdo, com a terceira varidvel, em cada
caso, no nivel 0.
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Através da andlise de superficie de resposta pode-se notar que o aumento da
atividade de lipase aumentou a taxa de hidrdlise (Figura 2.a e 2.b). Na faixa analisada,
condi¢des com concentracdo enzimdtica entre 70 e 100 U/g apresentaram taxas de hidrélise
superiores a 40% (ensaios 4, 8, 10 e 12), evidenciando que essa faixa de concentracio é
adequada para se obter um bom nivel de hidrélise enzimatica, com valores de concentragdao

bastante inferiores aos utilizados no primeiro DCCR.

No entanto, o ensaio 10, que utilizou uma maior quantidade de enzima, ndo
alcancou maiores valores de hidrélise enzimdtica conforme predito pelo modelo. Nesta
condi¢do, a concentracdo massica € de 20% m/m da lipase LS no meio reacional, valor este
justamente que estd na faixa em que se observou uma tendéncia de queda na taxa de
hidrélise durante o ensaio preliminar (Figura 1), devido as dificuldades de solubiliza¢ao da
enzima no meio reacional. Em outras palavras, as concentragdes de 70 a 100 U/g estao no
limite da solubilidade da enzima, indicando que a concentra¢do da lipase LS acima destes

valores ndo levam a incrementos proporcionais nas taxas de hidrélise.

Outra conclus@o que se pode tirar da andlise da superficie de resposta foi o efeito
positivo da interacdo entre lipase e agitacdo (Figura 2.b), o aumento da concentra¢do da
lipase associado ao aumento da agitacdo levou a um incremento na taxa de hidrélise. Em
relac@o a varidvel concentragao de dgua, em todos os ensaios em que a quantidade de dgua
foi maior, com as demais variaveis fixas, observou-se um incremento na taxa de hidrolise.
Isso demonstra que valores de concentragdo de dgua entre 13 e 15% seriam os mais

indicados dentro da faixa avaliada para obtencao de um nivel mais elevado de hidrolise.

Sendo assim pode-se dizer que dentro das condi¢des avaliadas, taxas de hidrélise
enzimatica superiores a 40% podem ser obtidas utilizando-se a lipase LS com concentragao
entre 70 e 100 U/g, concentracdo de dgua entre 13 e 15% m/m e agitacdo por volta de 200
rpm. No entanto, a faixa de concentracdo enzimdtica que levou aos melhores resultados
neste delineamento ainda utiliza uma concentracio em massa bastante elevada, nao
solucionando completamente os problemas de homogeneizagdo da enzima no meio

reacional. Sendo assim, na sequéncia dos trabalhos a concentragdo enzimdtica foi
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reavaliada a fim de se obter melhores resultados, bem como alteragdes na temperatura € no

tipo de sistema reacional.

3.3. Estudo da influéncia da temperatura na hidrélise enzimatica de éleo de

soja em frascos agitados

Ap6s a realizacdo do segundo delineamento experimental, realizou-se um estudo
para avaliar o efeito da temperatura sobre o processo hidrolitico. Por sugestio de
pesquisadores da drea de Oleos vegetais, avaliou-se a hidrdlise na faixa entre 37 e 70°C.
Processos enziméaticos normalmente sdao limitados pela temperatura, devido aos processos
de desnaturac@o enzimatica, no entanto, a maioria dos processos envolvendo 6leos vegetais
¢ realizada em temperaturas mais elevadas, o que facilita a reacdo dos mesmos. Tentando
conjugar estas duas situacdes divergentes, escolheu-se a faixa acima para avaliar o processo
hidrolitico enzimatico, a fim de melhorar as taxas de hidrolise obtidas. Os resultados

obtidos podem ser visualizados na Figura 3.
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Figura 3 — Efeito da temperatura sobre a hidrélise enzimética do 6leo de soja por lipase LS
(100 U/g 6leo; 20% m/m), com 13% m/m de dgua, 210 rpm em frascos agitados e 12 horas

de reacdo.
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A Figura 3 mostra que a temperatura superior a 37°C provoca um incremento na
hidrélise enzimdtica do 6leo de soja (nas condi¢des de 100 U/g dleo equivalente a 20%
m/m, 13%m/m de dgua e 210 rpm de agitacdo) até 45°C. Acima desse valor, observa-se
uma progressiva diminui¢do da taxa de hidrdlise, provavelmente em funcdo da
desnaturacdo enzimadtica, uma vez que a enzima utilizada € proveniente do micro-
organismo Geotrichum candidum NRRLY-552, que em sua forma bruta tem temperatura
6tima na faixa entre 37 e 47°C [3, 4]. Apesar da melhor condi¢do apresentada a 45° C,
observa-se que a enzima preserva 70% da atividade enzimdtica a 55° C, o que pode ser um
dado bastante interessante para futuras aplicagdes industriais que necessitem de

temperaturas mais elevadas.

A partir desses resultados, a temperatura dos ensaios seguintes foi alterada de 37
para 45°C a fim de se obter um incremento na taxa de hidrélise. Neste experimento, no
entanto, as taxas de hidrolise foram relativamente baixas, atingindo no méaximo 20% a
45°C, o que pode ser atribuido a alta concentra¢do de enzima utilizada (20% m/m), o que
levou novamente a problemas de homogeneizacao. Decidiu-se para o préximo experimento
avaliar a influéncia da concentra¢do (em massa) do preparado enzimético sobre a taxa de

hidrdlise na nova condi¢do de temperatura.

3.4. Estudo da influéncia da concentracao enzimatica na hidrélise enzimatica

de 6leo de soja em frascos agitados

O primeiro experimento para avaliar a influéncia da concentragdo enzimdtica
utilizou uma faixa de concentracdo entre 1,0 e 20% m/m da lipase LS. Os resultados

obtidos estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Efeito da concentracdo enzimdtica sobre a hidrélise do 6leo de soja por lipase

LS, com 15% m/m de dgua, 45°C, 210 rpm em frascos agitados e 12 horas de reacio.

Os resultados apresentados na Figura 4 demonstraram que, na faixa entre 2,5 e 7,5%
m/m de enzima LS (atividade entre 11,0 e 33,0 U/ g 6leo), os resultados de hidrélise foram
similares aos resultados obtidos nos delineamentos experimentais. Este resultado vem
confirmar a tese de que a solubiliza¢do da enzima no meio reacional é fundamental para o

bom desempenho da reacao hidrolitica.

O que se observa a partir dos resultados do experimento mostrado na Figura 4 € que
a diminuic@o da concentragdo enzimatica favoreceu a solubilizacdao da enzima, promovendo
uma maior taxa de hidrdlise, sendo a faixa de concentragdo entre 2,5 e 7,5% m/m (ou 11 a
33 U/g 6leo) suficiente para promover a hidrdlise de forma adequada. Na comparacdo do
melhor resultado deste experimento (48% de hidrélise com 33 U/g 6leo) com o do segundo
delineamento experimental (45,4% de hidrélise com 87,5 U/g 6leo) nota-se que se obteve
praticamente o mesmo percentual de hidrélise com uma reducao de 2,5 vezes na atividade
enzimatica e na concentracdo em massa do preparado enzimdtico. Trabalhos na literatura
citam condicdes Otimas para reacdes envolvendo Oleos vegetais na faixa de 5% m/m de

concentracdo enzimaética [5, 6].
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No entanto, € preciso salientar que a diminui¢do da concentragdo enzimdtica sem
prejuizo das taxas de hidrdlise neste experimento estd associada ao aumento da
temperatura. Na comparacdo com o segundo DCCR, nota-se que as taxas de hidrélise
enzimatica com concentragdes enzimatica entre 40 e 50 U/g 6leo apresentaram resultados
bastante inferiores (por volta de 20% de hidrélise) comparadas a condi¢do de 33 U/g 6leo

desse experimento (48% de hidrdlise), o que pode ser atribuido ao aumento na temperatura

de processo.

Um segundo experimento foi realizado para confirmar os resultados obtidos. As
condic¢des de 2,5; 5,0 e 7,5% m/m da lipase LS foram avaliadas (11 a 33 U/g 6leo). Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 5. Estendeu-se o tempo de andlise da

hidrélise enzimética até 24 horas de processo.
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Figura 5 — Efeito da concentracdo enzimética sobre a hidrélise do 6leo de soja por lipase

LS, com 15% m/m de dgua, 45°C, 210 rpm em frascos agitados.
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Na Figura 5 observa-se que apds 12 horas, a amostra com 7,5% m/m de enzima
apresentou maior taxa de hidrélise (52%), o que era esperado, uma vez que o aumento da
concentracdo enzimdtica tende a aumentar a velocidade de reagdo. No entanto, apds 24
horas, a hidrélise na amostra com 7,5% m/m € inferior aos resultados das amostras com
concentracdes inferiores (2,5 e 5,0% m/m). Neste caso, deve-se levar em conta que a
enzima utilizada é capaz de reverter a reagdo de hidrdlise, promovendo novamente a
esterificacdo dos dcidos graxos formados. Como na condi¢do com 7,5% m/m, a
concentracdo € mais elevada, pode-se supor que o mdximo de hidrélise tenha sido atingido
em um tempo inferior a 24 horas, sendo que no segundo tempo avaliado a taxa de hidrdlise

ja estivesse em declinio, comparado com as condicoes 1 e 2.

Nota-se também que as taxas de hidrélise foram bastante altas em todas as
concentracdes avaliadas. A escolha de uma das trés condi¢des deve se dar levando em
conta o ganho de hidrélise em funcdo do tempo. Nas condi¢des 1 e 2, obteve-se por volta
de 78% de hidrdlise apds 24 horas, o que leva a uma produtividade de 3,25% hidroélise/h.
Por outro lado, na condicao 3, a taxa maxima de hidr6lise foi de 52% apds 12 horas, o que

resulta em uma produtividade maior, na ordem de 4,33% hidrolise/h.

A condicao de concentracdo enzimatica de 5% m/m foi escolhida para avaliacdo da
cinética do processo de hidrdlise ao longo do tempo e para verificar a reprodutibilidade dos

resultados obtidos.
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Figura 6 — Cinética do processo de hidrdlise enzimética de dleo de soja utilizando lipase LS
na concentragdo de 5%m/m (22 U/g 6leo), com 15% m/m de dgua, 45°C, 210 rpm em

frascos agitados.

Na Figura 6 € possivel observar o comportamento do processo hidrolitico ao longo
do tempo até 60 horas de processo. Os ensaios HI, H2 e H3 utilizaram as mesmas
condic¢des reacionais e pode-se confirmar que o maximo de hidrdlise foi obtido apds 24
horas de hidrélise com (77 £ 3)%. Apds este tempo de reacdo ha uma diminuicdo na
concentracdo de dcidos graxos livres no meio reacional até 60 horas de processo. A razdo
para esta diminuicdo encontra-se no fato de que a hidrdlise de triacilglicerdis a acidos
graxos livres e glicerol ser um processo reversivel. Parte dos triacilglicer6is hidrolisados no
inicio da reacdo voltam a formar triacilgliceréis ap6s longo tempo de reacdo. Apds 60 horas
de processo, obteve-se (35+ 3)% de hidrdlise residual, mostrando que cerca de 50% dos
acidos graxos formados no inicio da reagdo voltam a formar triacilgliceréis. Os dados
apresentados indicam que, nas condi¢des utilizadas, a condicdo de equilibrio entre
triacilglicerdis e dcidos graxos livres situa-se na faixa entre 35 e 40% de acidos graxos
livres. Os resultados obtidos apresentam um desvio padrdo baixo, evidenciando uma boa

reprodutibilidade do processo.
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Ao final dos experimentos realizados nesta etapa, pode-se dizer que a faixa de
concentracdo de lipase LS entre 2,5 e 7,5% m/m (equivalente a 11 a 33 U/ g dleo)
apresentou as melhores condi¢des para realizagdo da hidrdlise enzimética do dleo de soja,
com a utilizagdo de 13 a 15% m/m de dgua, temperatura de 45°C, 210 rpm em frascos
agitados. Na condi¢do de 5% m/m de concentra¢ido enzimética obteve (44,6 + 0,6)% e (77

+ 3)% de hidrdlise apds 12 e 24 horas, respectivamente.

Esses resultados podem ser considerados muito bons considerando-se a utilizag¢ao de
uma enzima parcialmente purificada e baixas concentracdoes de dgua. Obteve-se 88% na
hidrdlise do 6leo de soja apds 5 horas de reagdo, mas com enzima comercial com alto grau
de pureza (> 10.000 U/g) [7]. Em outro estudo obteve-se 90% de hidrélise utilizando
100U/g de 6leo apds 24 horas, no entanto com 40% m/m de dgua. Na auséncia de dgua, tais
autores obtiveram apenas 47% de hidrélise apds 24 horas [8]. Enquanto isso foi obtido um
incremento de 12 para 40% da hidrdlise de 6leo de peixe, porém com uso de enzima
imobilizada e sistema contendo solvente organico, que tende a proteger a enzima,
reduzindo a perda da atividade enzimatica durante o processo [2]. Por sua vez, em outros
trabalhos, obteve-se 60% de hidrdlise de 6leo de salmao apds 24 horas, utilizando alta
concentracdo enzimdtica (500 U/g 6leo da lipase de Aspergillus niger) e razao molar
dgua:6leo de 2:1 (cerca de 4% m/m), na mesma temperatura (45°C) [9] e alcangou-se
50,5% de 4cidos graxos livres poliinsaturados também na hidrélise do 6leo de salmao apds
dois ciclos de reagao [10]. Além disso, niveis de hidrélise da ordem de 80%, obtidos neste
trabalho apds 24 horas de hidrdlise, sdo compativeis com a necessidade de se ter um
hidrolisado com alto teor de 4cidos graxos livres para promover a esterificacdo para

obtencdo de alquil ésteres de dcidos graxos (biodiesel).

3.5. Estudo da hidrélise enzimatica de diferentes 6leos vegetais em frascos

agitados

Com as condi¢des de hidrélise estabelecidas previamente para o 6leo de soja,

realizou-se um experimento para avaliar a acdo da lipase LS na hidrélise de outros éleos
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vegetais. Os resultados obtidos apds 12 e 24 horas de hidrélise enzimatica com os 6leos de

soja, oliva, girassol, canola e milho estao mostrados na Figura 7.
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Figura 7 — Hidrdlise enzimdtica de diferentes 6leos vegetais com 5,0% m/m (22 U/g 6leo)

de lipase LS, 15% m/m de dgua, 45°C, 210 rpm em frascos agitados.

Comparativamente, a hidrélise do 6leo de soja foi similar ao experimento anterior
(Figura 6), obtendo-se um mdaximo de 78% de hidrdlise apds 24 horas de processo,
confirmando que a enzima tem uma boa acdo hidrolitica sobre o 6leo de soja dentro nas
condicdes selecionadas. Em relacdo aos demais 6leos, a Figura 7 mostra que a enzima
utilizada apresentou um alto grau de hidrélise também para os outros dleos vegetais
analisados, exceto para o de oliva. Os resultados sdo preliminares, mas ¢ um bom indicativo
de que a enzima consegue atuar bem sobre diferentes 6leos vegetais, o que € interessante do
ponto de vista de aplicagdo desta em processo industrial. Nota-se também que a hidrélise
apresentou maior velocidade para 6leos de canola e girassol, superando 60% de conversao
nas primeiras 12 horas de processo, frente a resultados inferiores para os demais 6leos. Este
resultado € muito interessante quando se pensa em reduzir os tempos de reacdo na etapa

preliminar para obten¢do do biodiesel.
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3.6. Estudo da hidrdlise enzimatica de 6leo de soja em reatores encamisados

Os resultados obtidos nos ensaios em reator com agitacdo magnética estdo

apresentados na Figura 8.

60

50 A
20 AN

s /N,
20 / / : it
o )/

0 10 20 30 40 50 60

Hidrolise (%)

Tempo (h)

Figura 8 — Perfil de hidrdlise enzimdtica de 6leo de soja em reator encamisado com
agitacdo magnética com lipases LS (10% m/m; 64 U/g 6leo) e LEt (5% m/m; 46 U/g 6leo),
15% m/m de dgua e 37°C.

A Figura 8 mostra um melhor desempenho no ensaio realizado com lipase LEt. Ao
longo dos estudos, ndo houve diferenca significativa nas enzimas LS e LEt quando
submetidas as mesmas condicdes de reacdo e com atividade enzimdtica proximas. A
principal diferenca nos resultados mostrados na Figura 8 provavelmente estd relacionada
com a concentragdo enzimadtica, no ensaio com a enzima LS utilizou-se 10% m/m enquanto
que no ensaio com a enzima LEt esta concentracdo foi de 5% m/m, valor este compativel
com a faixa que apresentou melhores resultados nos ensaios em frascos agitados. No ensaio
com a enzima LS houve problemas com a agitacio magnética devido a solubilizagao

parcial da enzima no sistema 6leo-dgua.
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Observa-se também um perfil semelhante ao que foi obtido em frascos agitados,
com o maximo de hidrdlise ocorrendo apds 24 horas, mas com uma produtividade maior
em 12 horas, ou seja, a maior parte da hidrélise ocorre até 12 horas de processo, mas ela
continua ocorrendo até 24 horas de processo. No ensaio com a enzima LS € possivel notar
que apods 36 horas ja hd uma diminui¢do da concentracdo de dcidos graxos livres, o que
evidencia a reversao da hidrélise, mesma situacdo verificada nos experimentos em frascos
agitados (Figura 6). Pensando em aplicar o hidrolisado obtido para producao de biodiesel, a
hidrdlise deveria ser interrompida antes deste tempo para diminuir os efeitos da reversao da

reacdo de hidrélise, que leva a reduc@o na concentracdo dos dcidos graxos livres.

Os resultados obtidos foram inferiores aos conseguidos em frascos agitados, porém
nos experimentos em reator ainda utilizou-se a temperatura de 37°C, enquanto que para
frascos agitados a temperatura foi elevada para 45°C. O aumento da temperatura para os
reator encamisado provavelmente levaria a taxas de hidrdlise da mesma ordem de grandeza

das obtidas em frascos agitados.

4. CONCLUSAO

Os experimentos realizados apontaram que a lipase parcialmente purificada de
Geotrichum candidum NRRLY-552 apresenta uma boa acdo hidrolitica sobre diferentes
Oleos vegetais (soja, milho, canola e girassol), utilizando-se uma baixa concentragao
enzimdtica e um sistema com concentragdo aquosa relativamente baixa. Na condi¢ao
experimental de 5% m/m (22 U/ g 6leo), 15% m/m de 4dgua, temperatura de 45° C e
agitacdo de 210 rpm foram alcangados os melhores resultados, com taxa de hidrélise do
6leo de soja de (77 + 3)%, apds 24 horas de reacdo. A taxa de hidrdlise obtida é bastante
boa comparada com relatos apresentados na literatura e mostra-se adequada para utiliza¢ao
do hidrolisado para a obten¢ao de biodiesel a partir do processo de esterificacdo enzimatica.
Também foi possivel ao longo dos experimentos resolver os problemas de homogeneizacio
do sistema dgua:6leo:enzima, pela redu¢do da concentragdao da enzima. Verificou-se ainda

que a hidrélise pode ser realizada em diferentes sistemas reacionais com resultados na
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mesma ordem de grandeza quando se utilizam condi¢des reacionais similares, o que indica

a possibilidade da utilizacdo desse processo para diferentes sistemas reacionais.
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ABSTRACT

This work evaluated esterification and transesterification of soybean oil with ethanol using
pre-purification lipase from Geotrichum candidum NRRLY-552 in shaken flasks. Results
show that this lipase was very efficient to hydrolysis vegetable oils but did not have good
action to esterification. The maximum esterification was 2.0% of ethyl ester of soybean oil.
However it was verified that lipase analyzed has certain specificity to produced ethyl ester
of linoleic acid that increases 10 times after 60 hours (12 hours of hydrolysis and 48 hours
of esterification) using 5.0% w/w of lipase; 15% w/w of water, 45°C, 210 rpm and molar
ratio (oil: ethanol) of 1:5 in shaken flasks. The results suggested that it is possible to use
lipase from Geotrichum candidum to hydrolysis soybean oil but it is necessary to select
other lipase to esterification or other experimental conditions to obtain high level of ethyl

ester of soybean oil in this system.

Key words: lipase; hydrolysis, vegetable oils, esterification, transesterification, biodiesel
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1. INTRODUCAO

A obtencdo de biodiesel por via enzimdtica pode ser realizada tanto por
transesterificacdo de 6leos vegetais com reagente alcodlico como pela hidrdlise dos dleos
vegetais seguida da esterificacdo dos 4cidos graxos livres gerado com reagente alcodlico.
Muitos trabalhos sdo relatados na literatura com as mais variadas condi¢des reacionais, mas

alguns aspectos mais relevantes merecem destaque em relacao a este processo.

A utilizacdo de material oleaginoso com alto teor de 4cidos graxos livres, como foi
o foco deste trabalho, é pouco vidvel quando se utiliza a catélise alcalina tradicional, uma
vez que o meio alcalino leva a saponificacdo dos dcidos graxos livres comprometendo a
obtencdo dos ésteres de acidos graxos de cadeia curta (biodiesel). Desta forma, a utiliza¢ao
de indmeras matérias-primas brutas e residuos agro-industriais, que contém quantidade
significativa de dcidos graxos livres € dificultada no processo tradicional de catalise. No
entanto, a catdlise enzimatica é capaz de converter tais substratos em biodiesel sem o

inconveniente da producao de sabao no processo.

Raita et al. (2011) fazem uso de um sistema com lipase imobilizada associada a um
aminodcido (glicina) para realizar a esterificacdo de dcidos graxos livres proveniente do
6leo de palma (6leo com alto grau de acidez) como alternativa a catalise alcalina, obtendo
um rendimento de 87% na conversdao em termos de éter etilico de 4dcido palmitico em um
sistema utilizando 20% m/m de enzima, razdo molar 1:4 (4cidos graxos livres: etanol),
temperatura de 50°C com 6 horas de reagdo. Em outro trabalho, Wang e Cae (2011)
avaliaram o dietil acetato como reagente para obtencao de ésteres etilicos provenientes dos
acidos graxos livres do 6leo de camellia obtendo 83,9% de éster etilico de dcido oléico a
partir de uma razao molar 3:1 (dietil carbonato: 6leo), 5% m/m de lipase Novozyme 435, a

50°C, 180 rpm por 24 horas.

A transesterificagdo enzimética €, por outro lado, amplamente estudada, no entanto
hd um ndmero considerdvel de trabalhos com a utilizagdo de enzimas comerciais de alto
grau de pureza (que apresentam custo elevado), uso do metanol como reagente alcodlico

(dlcool normalmente obtido a partir do petréleo) e sistemas com quantidade de 4gua
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praticamente nula (o que leva a necessidade de processos de remog¢do de umidade das
matérias-primas para realizacdo da reagdo). Outro fator importante € a desnaturagao
enzimatica provocada pela alta concentracdo do reagente alcodlico no meio reacional, o que
€ necessdrio para o deslocamento do equilibrio no sentido da formacgdo dos ésteres etilicos.
No entanto € possivel notar esfor¢cos para superar tais dificuldades e ampliar as
possibilidades de obten¢do de biodiesel pelas mais variadas matérias-primas e sistemas

reacionais.

Watanabe et al. (1999) avaliaram a estabilidade da lipase imobilizada de Candida
antartica e observaram que esta era inativada por uma quantidade de etanol na razdo molar
1:23 (6leo:etanol) e avaliaram a producdo de ésteres etilicos do 6leo de atum com um
sistema com adi¢do fracionada de etanol como forma de reduzir a inibi¢cdo da acdo
enzimdtica. Para um sistema com adi¢do de etanol na razdo molar 1:13, a 40°C e 4% m/m
de enzima obteve-se 33% de conversdo apds 10 horas de reacdo. J4 para um sistema de
adicao fracionada, com a adi¢do de etanol na razdo de 1:13 nos tempos 0, 12 e 24 horas
atingiu-se uma conversao de 95% apds 48 horas de reagdo, nas mesmas condi¢des. Em
outro trabalho, Lee et al. (2011) utilizaram silica gel como absorvedor do excesso de
metanol utilizado na transesterificagdo do 6leo de canola em sistema livre de solvente
organico e observaram que houve uma aumento no rendimento do processo na presenca da
silica gel comparado ao sistema em que o metanol ficou diretamente em contato com a

enzima.

Diferentes tipos de alcodis foram avaliados para a produgao de biodiesel por Giraldo
e Moreno-Pirajan (2012), que avaliaram a produg¢do do biocombustivel utilizando lipase
imobilizada em espuma de nonilfenol etoxilado com 6leo de Persea americana mill oil
(Aguacate) com os alcodis metanol, etanol, propanol, 2,2-dimetilpropanol, 2-metil-1-
butanol e 3-metil-1-butanol. O melhor resultado foi obtido com o 3-metil-1-butanol em que
a conversdo variou de 70 a 100% de acordo com a condi¢do experimental, enquanto etanol
variou de 45 a 60% e metanol de 37 a 48%. Este trabalho € interessante por demonstrar
uma condi¢do reacional na qual alcodis de cadeia carbOnica mais longa apresentam

resultados melhores do que o metanol, amplamente citado na literatura.
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A utiliza¢do de enzimas ndo comerciais foi avaliada por Andrade et al. (2012) que
utilizando células imobilizadas de diferentes fungos para realizar a etandlise do dleo de
babagu, obtendo melhor resultado com Mucor circinelloides URM4182 com 83% de
conversdo. Em outro trabalho, Hama et al. (2007) atingiram 90% de rendimento na
producdo de biodiesel com células imobilizadas de Rhizopus oryzae a partir de 6leo de soja
e metanol. A grande maioria dos trabalhos relatados utilizam células ou enzimas
imobilizadas para a produgdo de biodiesel, no entanto € possivel encontrar relatos do uso de
enzima livre, Al-Zuhair et al. (2008) alcancaram 90% de rendimento na producdo de

biodiesel a partir do hidrolisado do 6leo de palma com lipase livre de Candida rugosa.

A presenca de dgua € geralmente um fator limitante para os processos de
transesterificacio e esterificagdo, no entanto Al-Zhuair et al. (2006) conseguiram realizar a
esterificacdo de dcido butirico com metanol catalisada pela lipase de Mucor mieher, em
sistema com solvente organico (n-hexano) em sistema bifdsico utilizando agua até a

concentracdo de 25% v/v sem que houvesse inibi¢do da reagao.

Em outros casos, quando se faz a obtencdo de ésteres etilicos em dois estagios
(hidrodlise + esterificacdo) é comum haver a necessidade de se associar mais de uma enzima
na catédlise do sistema, uma com maior a¢ao hidrolitica e outra com maior efici€éncia de
esterificagdo, uma vez que uma mesma enzima pode nao apresentar boa acdo em ambas as
reacdes. E o que se observa no trabalho de Rodrigues e Ayub (2011) que utilizaram catilise
enzimatica com lipases imobilizadas de Thermomyces lanuginosus (TLL) e Rhizomucor
miehei (RML) para realizar hidrdlise e transesterificagdo do 6leo de soja. A condi¢do 6tima
para hidrélise foi razdo molar 3:1 (dgua:6leo), 25% m/m da lipase imobilizada contendo
65% da lipase de TLL, atingindo-se 95% de hidrdlise. J4 para a transesterificacdo, a
condicdo Otima contou com razdo molar 7,5:1 (etanol:6leo) e 25% m/m da lipase

imobilizada contendo 80% da lipase de TLL, alcancando 90% de conversao.

A partir dos resultados para hidrélise dos 6leos vegetais, realizou-se a avaliacdo da
capacidade da lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552 em realizar a esterificagdo dos

acidos graxos livres obtidos. O hidrolisado obtido foi esterificado utilizando etanol para
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obtencdo de ésteres etilicos de 4cidos graxos. Avaliou-se também a transesterificacdo do
6leo de soja com etanol com intuito de obterem-se ésteres etilicos de acidos graxos para

utiliza¢do como biodiesel.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Esterificacao de acidos graxos livres com etanol

O primeiro ensaio de esterificacdo avaliou a influéncia da concentragao de lipase LS
sobre o processo reacional. A etapa prévia de hidrdlise do 6leo de soja foi realizada
variando a concentracdo de lipase LS entre 2,5 e 7,5% m/m (equivalente a faixa de 11 a 33
U/g de 6leo), com as seguintes condi¢des reacionais: 5,0 g de 6leo de soja (marca Soya),
0,75 g de 4dgua (15%m/m), agitacdo de 210 rpm e temperatura de 45°C em frascos agitados.
Ap6s 24 horas de hidrdlise, iniciou-se a etapa de esterificagdo com a adi¢do de etanol ao
meio reacional. Utilizou-se etanol na razdo molar de 1:5 (6leo: etanol), sendo esta
quantidade adicionada de forma fracionada, em trés etapas (24, 36 e 48 horas de processo
total). A adi¢do fracionada de etanol € uma forma de reduzir a inativagdo enzimatica pelo
contato da enzima com o alcool e € utilizada em varios trabalhos citados na literatura, como

por exemplo, Watanabe et al, (1999); Shimada et al. (2002) e Qin et al. (2008).

Um sistema nas mesmas condic¢des, porém com apenas 12 horas de hidrdlise prévia
também foi avaliado, utilizando-se 5% m/m (22 U/g 6leo) de lipase LS, para efeito de
comparacdo. Avaliou-se a concentragdo de acidos graxos livres por método titulométrico e
a presenga de dcidos graxos livres e ésteres foram avaliados em cromatografia de camada

delgada.

A partir dos resultados obtidos no primeiro ensaio, realizou-se um segundo
experimento com 5% m/m de lipase LS e hidrélise prévia de 12 horas nas mesmas
condi¢des reacionais acima, variando-se a concentracdo de etanol. Foram avaliadas as
razdes molares 1:5 e 1: 10 (6leo:etanol). Avaliou-se a concentragdo de dcidos graxos livres
por método titulométrico e a presenca de acidos graxos livres e ésteres foram avaliados por

cromatografia gasosa.
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2.2. Transesterificacdo de 6leo de soja com etanol

A transesterificacdo do 6leo soja com etanol foi avaliada nas condi¢des reacionais
descritas acima - concentragdo de lipase LS entre 2,5 e 7,5% m/m (equivalente a faixa de
11 a 33 U/g de 6leo), 5,0 g de 6leo de soja (marca Soya), 0,75 g de dgua (15%m/m),
agitacdo de 210 rpm e temperatura de 45°C em frascos agitados. A adi¢do de etanol na
razdo molar de 1:5 foi feita de forma fracionada nos tempos 0, 12 e 24 horas de processo
total. Avaliou-se a concentracdo de &acidos graxos livres por método titulométrico e a
presenca de 4cidos graxos livres e ésteres foram avaliados em cromatografia de camada

delgada.

2.3. Métodos cromatograficos para identificacdo de acidos graxos livres e

ésteres
2.3.1. Cromatografia em camada delgada

A avaliagdo qualitativa da presenca de dcidos graxos livres e ésteres nas amostras
submetidas a esterificagdo e transesterificacdo foram realizadas por cromatografia em
camada delgada. As amostras foram aplicadas em placa TLC Silica Gel 60 20 x 20 cm
(Merck) junto com padrdes de 4cido oléico e oleato de etila (Padrao Sigma minimo 99%) e

com amostra do 6leo de soja utilizado nas reacoes.

A fase mével foi preparada com 210 mL de éter de petréleo, 90 mL de éter etilico e
0,4 mL de acido férmico. As placas com as amostras foi colocada em contato com a fase
movel em cuba cromatogréfica e deixou-se a frente movel correr até a altura de 10 cm em
relacdo ao ponto de aplicagdo. Ao término da corrida, as placas foram reveladas utilizando
mistura de 5% de 4cido sulftirico em etanol, seguida de secagem em estufa a 80°C por dois
a trés minutos. Compararam-se as manchas obtidas pelas amostras com as dos padrdes

(Zheng e Hanna, 1996).
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2.3.2. Cromatografia gasosa

Amostras do ultimo experimento de esterificacdo foram analisadas por
cromatografia gasosa para identificacdo de 4cidos graxos e ésteres, baseado no método
utilizado por Su e Wei (2008). Para preparo das amostras, pesou-se massa de amostras
equivalente a 50 puL em eppendorf, adicionou-se 100 uL de hexano e realizou-se a
homogeneizagdo com agitacdo em vortex. Em seguida adicionou-se sulfato de s6dio anidro
seguido de nova homogeneizagdo. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 3000
rpm e recolheu-se o sobrenadante em outro eppendorf, repetindo-se o procedimento mais
uma vez. Apods isso, a amostra obtida foi seca em corrente de nitrogénio e ressuspendida em

100 puL de hexano.

Apoés preparo, as amostras foram injetadas em cromatografo gasoso GC/MS-
QP20105 Shimadzu, acoplado a espectrometro de massa. A andlise foi realizada com
temperatura do injetor em 220°C e temperatura do detector de 250°C. A rampa de
aquecimento foi feita a partir de 120°C por 2 minutos, seguida de aquecimento a taxa de
10°C/minuto até 180°C, mantendo-se nesta temperatura por 3 min, novo aquecimento de
5°C/minuto até 230°C, mantendo-se nesta temperatura por 15 minutos. Fase mével de hélio
foi utilizada em modo split ratio 1:30, velocidade linear de 1,58 mL/minuto, pressao inicial
de 127,6 kPa, em coluna RTX-WAX da marca Restek (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O
tempo total de analise foi de 36 minutos. Juntamente com as amostras foi injetado um
padrdo de éster etilico de 4cido oléico. O padrao foi preparado com 0,0158 g diluido em

100 mL de hexano (0,158 g/L).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios iniciais de esterificacdo e transesterificacio foram realizados

simultaneamente e os resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 — Esterificacdo enzimética do hidrolisado de 6leo de soja com etanol (A = 2,5%;
B=5,0%; C=7,5% m/m de lipase LS e hidrélise prévia de 24 horas; D = 5,0% m/m de lipase

LS e hidrdlise prévia de 12 horas), com 15% m/m de dgua, 45°C e 210 rpm em frascos

agitados.
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Figura 2 — Transesterificacdo enzimatica de 6leo de soja com etanol (A = 2,5%; B= 5,0%;

C =7,5% m/m de lipase LS) com 15% m/m de dgua, 45°C e 210 rpm em frascos agitados.

124



As Figuras 1 e 2 mostram como se comportou a concentracdo de 4cidos graxos
livres nos sistemas de hidrélise + esterificacdo e de transesterificacdo, respectivamente.
Para o sistema com hidrdlise prévia, nota-se que a concentracao enzimatica (variando entre
2,5 e 7,5% m/m de lipase LS) ndo apresentou diferencas considerdveis na concentragdo de
acidos graxos livres, sendo o perfil hidrolitico bastante semelhante. Nota-se, no entanto
uma velocidade de reagdo maior tanto na formacao como no consumo dos dcidos graxos no
ensaio C (7,5% m/m), o que era esperado, uma vez que o aumento da concentragao
enzimatica € um dos fatores que leva ao aumento da taxa de hidrélise, dentro da faixa em

que a lipase LS mostra-se bastante solivel no meio reacional.

Na comparacdo dos dois processos € possivel perceber que a taxa de hidrdlise
reduz-se drasticamente na presencga do etanol. Nos ensaios mostrados na Figura 2, nos quais
o etanol foi adicionado no inicio do processo reacional, a quantidade de acidos graxos
livres detectados no meio reacional atinge no maximo a faixa dos 10%. Na comparacdo do
ensaio D (hidrélise prévia de 12 horas) com os demais ensaios da Figura 1 (hidrdlise prévia
de 24 horas), nota-se que as taxas de hidrdlise sdo menores ao longo do tempo de reagdo,
pois a adicdo de etanol € realizada com uma concentracdo de dcidos graxos livres menor no
meio reacional, no entanto por volta de 60 horas de processo parece haver uma condi¢do

proxima ao equilibrio nos diferentes ensaios na faixa entre 30 a 40% de hidrolise residual.

A reducdo na concentragdo de 4cidos graxos livres € verificada também nos ensaios
nos quais se realiza apenas a hidrdlise (capitulo 5, Figura 7). No entanto, nos ensaios das
Figuras 1 e 2, a diminui¢do da concentracdo de acidos graxos livres pode ser atribuida a
reversao da hidrélise com a formagdo de triacilglicerdis ou ao processo de esterificacdo
para formacgdo de ésteres etilicos. A investigacdo da composi¢do do meio reacional apds a
adicao do etanol foi feita inicialmente por cromatografia de camada delgada. Nesta anélise,
detectou-se a presenga dos dcidos graxos livres nas amostras, confirmando a andlise
titulométrica, porém ndo foi possivel perceber a presenca de ésteres etilicos de 4cidos

graxos.
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Ap6s a realizacdo dos ensaios de esterificacdo e transesterificagdo, realizou-se um
segundo experimento, com as mesmas condi¢des de hidrélise e adi¢ao de etanol ao meio
reacional a partir de 12 horas. Realizou-se ensaios na condi¢ao de razao molar de 1:5 e 1:10
(6leo:etanol), para verificar o efeito do etanol no processo e verificar a acdo de esterificagdo
da enzima, uma vez que no ensaio preliminar ndo foram detectados ésteres na andlise de

cromatografia em camada delgada.
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Figura 3 - Esterificacdo enzimdtica com O6leo de soja e etanol (El, E2 e E3 = 1:5
(6leo:etanol) e E4, ES e E6 = 1:10 (6leo: etanol)) com 5%m/m de lipase LS (22 U/g 6leo),
15% m/m de dgua, 45°C e 210 rpm em frascos agitados.

Os ensaios em triplicata mostrados na Figura 3 confirmam o perfil de hidrélise
obtido nos ensaios anteriores, com diminuicao da concentracdo de acidos graxos livres apos
a adi¢do de etanol, que neste caso se deu a partir de 12 horas de processo. A variacdo na
concentracdo de etanol nao mostrou diferenca significativa entre as taxas de hidrolise,

sendo que em praticamente todos os tempos analisados, os valores da taxa de hidrélise mais

126



ou menos o desvio padrdo encontram-se na mesma faixa de valores. A composi¢do das
amostras ao longo do tempo reacional foram avaliadas por cromatografia gasosa e os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4a — Padrao de etil éster de 4cido oléico

3.0 10.0 20,0 20.0 35.0
mimn

Figura 4b- Hidrdlise enzimética do 6leo de soja com 12 horas de reacdes
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Figura 4¢ — Esterificagao do hidrolisado do éleo de soja com etanol na razao molar 1:5 com
12 horas de reagdo
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Figura 4d - Esterificagdo do hidrolisado do 6leo de soja com etanol na razao molar 1:5 com
24 horas de reacao
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Figura 4e - Esterificacdo do hidrolisado do dleo de soja com etanol na razao molar 1:5 com
36 horas de reacdo
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Figura 4f - Esterificacdo do hidrolisado do 6leo de soja com etanol na razdo molar 1:5 com
48 horas de reacao
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Figura 4g - Esterificacdo do hidrolisado do 6leo de soja com etanol na razdo molar 1:10
com 24 horas de reacdo
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Figura 4h - Esterificacdo do hidrolisado do 6leo de soja com etanol na razdo molar 1:10
com 36 horas de reacdo
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Figura 4i - Esterificacdo do hidrolisado do dleo de soja com etanol na razao molar 1:5 com
24 horas de reacao

Figura 4 — Separacdo cromatografica de ésteres etilicos de acidos graxos e acidos graxos
presentes em amostras de hidrolisado de 6leo de soja e hidrolisado de 6leo de soja
esterificado com etanol. Coluna: Restek RTX-WAX, 30 m x 0,25 mm; espessura do filme
de 0,25 um; fase mével: hélio a 1,58 mL/min; temperatura: 120°C por 2 min, 10°C/min até
180°C, 180°C por 3 min, 5°C/min até 230°C; detec¢do por espectrometria de massa, 250°C.
Amostra: 1: etil éster de dcido palmitico; 2: etil éster de dcido oléico; 3: etil éster de dcido

linoléico; 4: 4cido palmitico; 5: 4cido oléico; 6: dcido linoléico; 7: 4cido linolénico.

De acordo com a Figura 4 foram identificados 7 picos correspondentes a ésteres
etilicos e dcidos graxos presentes na amostra. A identificacao foi feita por espectrometria de
massa através dos valores m/z de cada substincia comparada com a biblioteca do
equipamento utilizado. Os valores obtidos de m/z da primeira fragmentacdo de cada
composto foram: 284 (etil éster de 4cido palmitico); 310 (etil éster de acido oléico); 308
(etil éster de dacido linoléico); 256 (4cido palmitico); 264 (4cido oléico); 280 (é4cido

linoléico); 278 (acido linolénico).
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Tabela 1 — Composicdo relativa das amostras submetidas a hidrolise e esterificagdo do 6leo

de soja com etanol utilizando lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552.

Substincia' | Hidrélise Esterificacdo
12h 12h 24 h 36 h 48 h

1597 1:10 [ 15 [ 10| 1:5 [ 1:10 | 1:5 | 1:10

EEAP (%°) 1,4 0,2 - 02 | 03] 06 | 06| 07 | 06
EEAO (%) 3,8 0,4 - 05 | 1,0 | 1,6 | 1,6 | 20 | 16
EEAL(%) 0,3 0,8 - 08 | 1,7 | 26 | 26 | 34 | 2.8
AP(%) 10,2 11,0 - | 11,6 | 142 | 11,4 | 11,0 | 10,9 | 12,0
AO(%) 33,7 31,9 | - | 305|277 | 27,7 | 295 | 30,6 | 31,4
AL(%) 46,9 51,7 | - | 527|506 | 52,0 | 51,0 | 48,5 | 47,5
ALin(%) 3,7 4,0 - 37 | 44 | 42 | 38 | 39 | 40

! Substancia identificada: EEAP = éster etilico de 4cido palmitico; EEAO = éster etilico de
acido oléico; EEAL = éster etilico de dcido linoléico; AP = 4cido palmitico; AO =4cido
oléico; AL = acido linoléico; ALin = acido linolénico.

? Porcentagem relativa dos componentes analisados.

31:5 e 1:10 = razdo molar 6leo:etanol utilizada na esterificacdo.

A Tabela 1 indica que ao longo do processo reacional, as amostras apresentavam
uma composicao majoritaria de acidos graxos livres em oposi¢do a baixa concentracdo de
ésteres etilicos. O total de ésteres etilicos era de 5,5 % no inicio da esterificagdo (12 horas
de hidrdlise), este valor € maior do que o observado na maioria das amostras provenientes
do processo de esterificacdo com adi¢do de etanol. A menor quantidade relativa de ésteres

etilicos apds a adicdo do etanol demonstra que a enzima utilizada ndo apresenta acdo de
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esterificacdo nas condicdes avaliadas em relacdo ao total de ésteres identificados. H4 uma
variabilidade muito grande na acdo hidrolitica e de esterificacdo de lipases de diferentes
fontes. Qin et al. (2008) perceberam esta variabilidade ao avaliar seis diferentes lipases na
transesterificacdo do 6leo de soja com metanol, obtendo taxas de conversdao de 5 até 30%

conforme a lipase utilizada.

No entanto, ao observar separadamente os ésteres identificados, outras respostas
podem ser percebidas. Em relacdo aos ésteres etilicos de dcido oléico (EEAO) e de acido
palmitico (EEAP) observa-se que ha uma diminui¢do da quantidade relativa destes no meio
reacional, indicando inclusive que houve uma hidrélise destes ésteres ao longo do processo
avaliado. A quantidade de EEAO diminuiu de 3,8% para cerca de 2,0 e 1,6% apds 60 horas
de processo, enquanto a quantidade de EEAP diminuiu de 1,4% para 0,6%. Esta
caracteristica de hidrolisar ésteres de 4cido oléico e 4cido palmitico havia sido observada
anteriormente para a lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552 no estudo realizado por

Bailargeon et al. (1989).

Por outro lado, observa-se um incremento na concentragdo de éster etilico de dcido
linoléico (EEAL) que variou de 0,3% para um méaximo de 3,4% ap6s 60 horas de processo,
ou seja, parece haver uma acdo de esterificacdo, ainda que pequena, da lipase de
Geotrichum candidum NRRLY-552 sobre o dcido linoléico, que ndo € ocorre para os acidos
palmitico e oléico. Sidebottom et al., (1991), haviam observado que uma lipase de
Geotrichum candidum CMICC 335426 apresentava especificidade sobre dcidos graxos
livres insaturados com dupla ligacdo na posicdo 9, que € o caso do dcido linoléico (4cido
9,12-octadecadiendcio), caracteristica esta também observada por Phillips et al. (1995). No
entanto, no trabalho de Hlavsova et al. (2009) foi observada uma baixa especificidade da
lipase Geotrichum candidum sobre triacilglicerdis de dcidos poliinsaturados. Outro trabalho
apresenta caracteristicas peculiares para a lipase de Geotrichum candidum, com uma agao
de esterificacdo sobre acidos graxos de cadeia média e longa com alcodis secundarios

(Susumu et al., 1979).
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A partir do padrao da andlise dos cromatogramas, da concentragdo aplicada do
padrao de éster de dcido oléico (0,158 g/L), das taxas de hidrdlise obtidas na etapa prévia e
do balanco estequiométrico do sistema foi possivel estimar, de forma bastante aproximada,
que a taxa de esterificacdo obtida ao final do processo foi da ordem de 2,0%, valor este
muito reduzido em comparagdo a dados obtidos na literatura. O valor mais préximo a este
encontrado na literatura foi obtido na transesterificacio de 6leo de soja com metanol

utilizando lipase de Candida rugosa, com 5% de conversao (Qin et al., 2008).

Na comparagdo entre os ensaios utilizando razao molar 1:5 e 1:10 (6leo:etanol) ndo
foi possivel observar diferencas significativas entre a composi¢cdo das amostras tanto em
relacdo a concentracdo de ésteres etilicos quanto a de dcidos graxos livres, mantendo-se o
mesmo padrao de distribuicdo destes compostos em todos os tempos analisados. Este

resultado ja havia sido demonstrado pela anélise titulométrica mostrada na Figura 3.

Em relacdo a concentragdo relativa de dcidos graxos livres também ndo ha diferenca
significativa de nenhum dos &cidos identificados ao longo do processo reacional. No
entanto, ao se confrontar as dreas dos diferentes cromatogramas € possivel verificar que a
concentracdo total de dcidos graxos livres ao final do processo reacional € cerca de metade
daquela observada apds as 12 horas iniciais (hidrdlise prévia), o que estd de acordo com o
que foi observado através da andlise titulométrica, que indicou uma taxa de hidrélise da
ordem de 40% apds 12 horas, com uma reducdo para cerca de 20% apds 60 horas de

processo, de acordo com os dados apresentados na Figura 3.

Tanto os resultados em termos de composi¢do relativa como de concentragdo total
dos componentes mostraram concordancia na comparagdo dos diferentes métodos
analiticos utilizados. Os resultados das concentragdes de dcidos graxos livres detectadas
foram similares pelos métodos titulométrico e por cromatografia gasosa. Em relacdo aos
ésteres etilicos, a baixa concentragdo detectada por cromatografia gasosa confirma o que foi
visto na cromatografia de camada delgada, em que sé foi possivel detectar a presenca dos

acidos graxos livres, mas nao se observou a presenca dos ésteres etilicos.
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Os valores da concentragdo de acidos graxos esperados para 6leo de soja estdo

mostrados na tabela 2.

Tabela 2 — Concentragdo de 4dcidos graxos em 6leo de soja

. VALORES DE
ACIDOS GRAXOS ESTRUTURA REFERENCIA (%)
. C<14 <0,1
Acido Miristico C14:0 <0,5
Acido Palmitico C16:0 7,0-14,0
Acido Palmitoleico Cl16:1 <0,5
Acido Estedrico C18:0 1,4-55
Acido Oléico (Omega 9) Cl18:1 19,0 - 30,0
Acido Linoléico (Omega 6) C18:2 44,0 - 62,0
Acido Linolénico (Omega 3) C18:3 4,0-11,0
Acido Araquidico C20:0 <1,0
Acido Eicosenéico C20:1 <1,0
Acido Behénico C22:0 <0,5

Valores de Referéncia RDC n° 482, de 23/09/1999, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA

Dos principais dcidos graxos presentes no 6leo de soja — palmitico, estedrico, oléico,
linoléico e linolénico, todos foram detectados na andlise realizada nas faixas de
concentracdo esperada, exceto o 4cido estedrico, que ndo foi detectado. A ndo detec¢do do
acido estedrico deve estar relacionada a especificidade da enzima e a andlise realizada. A
andlise por cromatografia gasosa nas condicdes realizadas consegue identificar ésteres de
acidos graxos e dcidos graxos livres, mas ndo consegue identificar triacil, diacil e
monoacilglicerdis. E provével que a enzima nio consiga hidrolisar triacilglicerol de 4cido
estedrico e este pode estar presente no hidrolisado em uma das formas que a metodologia

utilizada nao consegue detectar.
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4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesta fase do trabalho foi possivel perceber, que
dentro das condicdes avaliadas, a lipase de Geotrichum candidum NRLLY-552 ndo foi
capaz de realizar a esterificacdo do hidrolisado obtido na etapa preliminar e nem de realizar
a transesterificacdo do 6leo de soja com etanol. Na segunda reacdo, a presenca do etanol
desde o inicio do processo reacional também diminuiu significativamente a acdo hidrolitica
da enzima em comparacdo ao que foi obtido no sistema apenas hidrolitico. No entanto,
parece haver uma acdo de esterificagao desta lipase sobre o dcido linoléico, havendo uma
esterificacdo da ordem de 2%, sendo a concentracdo de éster etilico de 4cido linoléico
presente ao final do processo cerca de dez vezes maior do que o valor inicial. O que pode
indicar certa especificidade da lipase por 4cidos graxos insaturados com liga¢do dupla na
posicdo 9, como € o caso do 4cido linoléico. A concentracdo de dgua ndo foi avaliada nesta
fase do estudo e isto também pode ter contribuido para a baixa atividade de esterificacdo da
lipase utilizada. A utilizacdo de peneiras dessecantes para reduzir a atividade de dgua no

sistema pode alterar significativamente a dinamica e os resultados no sistema avaliado.
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CAPITULO VII - CONCLUSAO GERAL

A partir da andlise dos resultados obtidos ao longo deste trabalho foi possivel chegar

as seguintes conclusodes:

* Estudo da producao de lipase por diferentes micro-organismos - a avaliacdo de

seis micro-organismos produtores de lipase (Geotrichum candidum NRRLY-552,
Geotrichum sp., leveduras silvestres AY3, AAV1, ACO02, Fusarium oxysporum
indicaram que todos apresentam capacidade de produzir lipases, no entanto apenas
os fungos da género Geotrichum levaram a obtencao de niveis de atividade lipolitica
adequados para a aplicagdo neste trabalho. O fungo Geotrichum candidum NRRLY-
552 produziu (17,0 = 0,3) U/mL de lipase apds 48 horas de fermentagdo nas
mesmas condi¢des otimizadas em trabalho anterior (Maldonado, 2006). J4 o fungo
Geotrichum sp. alcancou uma produgdo de lipase de (35,2 + 0,8) U/mL apds 32
horas de fermentacio utilizando como condi¢des Gtimas: 1 rea circular de 0,78 cm’
contendo esporos do micro-organismo, 50 mL de volume de meio de in6culo, 12
horas de incubacdo do indculo, meio de fermentacdo contendo 15% m/v de dgua de
maceracao de milho e 0,6 % m/v de 6leo de soja, pH inicial de 5,0, temperatura de

30°C e 150 rpm em frascos agitados.

 Estudo da purificacao da lipase de Geotrichum candidum — foram avaliadas as

condi¢cdes de purificacdo parcial da lipase de Geotrichum candidum por trés
métodos: precipitacdo com sulfato de sédio, precipitacdo com etanol e concentragao
direta. Em todos os casos, foi aplicada liofilizacdo a enzima como forma de reduzir
a quantidade de &4gua e aumentar a concentracdo da enzima. Os resultados
demonstraram que tanto a precipitacdo com sulfato de sédio como a precipitacao
com etanol proporcionaram uma alta atividade lipolitica nos preparados enzimaticos
obtidos, variando de 400 a 900 U/g, com fatores de concentragdo entre 30 e 66% e
fator de recuperacao entre 56 a 162%. O método de purificagdo parcial por sulfato
de s6dio mostrou maiores valores dos fatores de recuperagdo enquanto que o

método por etanol mostrou-se melhor quanto aos valores dos fatores de
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concentracdo. A purificacdo parcial por etanol pode ser bastante interessante, caso
se possa trabalhar com fatores de recuperagdo menores, uma vez que o0 processo €
bem mais rapido do que o processo com sulfato de sédio e o residuo gerado (uma
solucdo hidro-alcodlica) pode ser reaproveitada no processo de obtencdo de

biodiesel.

Estudo da imobilizacio da lipase de Geotrichum candidum — avaliou-se quatro

diferentes suportes para imobiliza¢do da enzima (alginato de célcio, nidbio-grafite,
zellita e Celite). Em todos os casos, faz-se necessario avaliar melhores condicdes
para imobilizacdo enzimatica da lipase, sendo os resultados de imobilizagdo com

Celite o que se mostraram mais promissores dentre os suportes avaliados.

Estudo da hidrdlise enziméatica de o6leos vegetais — foi possivel obter uma

condicdo de processo que levasse a um alto nivel de hidrélise enzimética do 6leo de
soja pela lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552. Sob as condic¢des de 5,0%
m/m de lipase LS (equivalente a 22,0 U/ g 6leo); 15,0% m/m de dgua; 45°C e 210
rpm em frascos agitados foi possivel obter-se uma taxa de hidrélise de (77 + 3)%
ap6s 24 horas de processo. Verificou-se ainda que a temperatura de processo pode
ser ampliada até 55°C com considerdvel manuten¢do da atividade lipolitica. A
enzima mostrou-se eficaz também na hidrélise enzimdtica, com 0s mesmos niveis
de hidrélise, para os 6leos de milho, girassol e canola, indiciando uma versatilidade
na atuacdo da enzima sobre diferentes substratos. A enzima apresentou também
resultados na mesma ordem de grandeza em reator encamisado, mostrando ser
possivel ampliar a escala de producdo do hidrolisado alterando-se o sistema
reacional. As taxas de hidrdlise obtidas sdo adequadas a aplica¢do do hidrolisado
para a producdo de biodiesel por esterificagdio com alcodis de cadeia curta,
apresentam niveis similares a trabalhos relatados na literatura, com a vantagem de
se utilizar baixas concentracOes de dgua e de enzima e de se utilizar uma enzima
apenas parcialmente purificada, o que reduz significativamente os custos do

processo.
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+ Estudo da esterificacio e transesterificacio enzimatica do oleo de soja — na

avaliacdo da capacidade da enzima de realizar os processos de esterificacdo do
hidrolisado de 6leo de soja e da transesterificacdo do 6leo de soja ndo se obteve
resultados significativos quanto a taxa de formacgdo de ésteres etilicos de dcidos
graxos (biodiesel), dentro das condi¢des avaliadas, que atingiu cerca de 2,0%
apenas. No entanto, o sistema desenvolvido pode ser melhorado avaliando-se outras
condic¢des reacionais e a utilizagao de outra lipase com maior poder de esterificagio
do que a lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552. Como resultado promissor
desta etapa hd a indicacdo de que a lipase estudada apresenta uma especificidade

por realizar a esterificacio do 4cido linoléico com etanol, cuja concentragdo

aumentou em 5 vezes no meio reacional ao longo do processo de esterificacao.

De uma forma global, o estudo realizado aponta que o sistema proposto para
a producdo de biodiesel a partir de 6leos vegetais € promissor. Os custos de producdo da
enzima sdo baixo devido a utilizacdo de residuos agro-industriais e a etapa de
purificagdo parcial € simples. Os resultados do sistema hidrolitico mostram taxa de
hidrdlise bastante elevada, o que € essencial para a obtencdo do biodiesel no sistema
reacional com duas etapas ( hidrdlise + esterificacdo). Apesar dos resultados baixos
quanto a esterificacdo, pode-se a partir do sistema de hidrélise otimizado investigar
melhores condi¢des para a realizacdo da etapa de esterificacao, tais como: remocdo da
dgua residual da etapa prévia de hidrdlise, aumento na concentracdo enzimatica,
associacdo com outras lipases de maior atividade de esterificacdo, avaliacdo de outras
faixas de concentracdo de etanol e utilizacdo de enzimas imobilizadas que tenham

maior estabilidade na presenca do etanol.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

* Procurar micro-organismos que apresentem niveis de producdo de lipases
maiores;

* Selecionar enzimas com maior atividade de esterificagao;

* Aplicar o processo de purificacao parcial com utilizacao do etanol e reaproveitar
o residuo da purificagdo enzimatica no processo de producdo do biocombustivel;

e Estudar melhores condi¢des para imobilizacio de lipases e aplicar lipase
imobilizadas aos sistemas de hidrdlise, esterificacdo e transesterificacdo dos
Oleos vegetais;

* Realizar associacdo de lipase com melhor atividade de esterificacdo com a
lipase de Geotrichum candidum a fim de potencializar os resultados do sistema
hidrdlise + esterificacdo;

* Realizar a ampliagcdo de escala tanto na producdo da enzima como nos sistemas
de hidrolise, esterificacdo e transesterificagao;

» Estabelecer condi¢des para obtencdo de elevadas taxas de formacdo de ésteres

etilicos de acidos graxos (biodiesel).
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