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Resumo

O biodiesel € um combustivel liquido composto por monoalquil ésteres e pode ser obtido por
meio da reacdo de transesterificacdo por catalise enzimatica. Para isso, empregam-se lipases,
que, em ambiente aquorrestrito, sdo capazes de sintetizar monoalquil ésteres tanto a partir de
triacilglicerdis quanto de acidos graxos livres, tornando o processo mais atrativo para o uso
com matérias-primas de baixo valor agregado. A versatilidade e a alta eficiéncia catalitica das
lipases representam alguns dos motivos de sua grande aplicabilidade industrial. Entretanto, o
custo de obtencdo desses biocatalisadores ainda tem sido um grande limitante a utilizacdo
destes em processos de producdo de biodiesel por catalise enzimatica. Assim, este trabalho
visou a producdo dessa enzima por meio do cultivo da bactéria CNPAE 99 (579) A3 por
fermentacdo em estado sélido em farelo de trigo e a sua aplicagdo a sintese de biodiesel. Apds
a avaliacdo de quatro composicées de meio distintas, observou-se que ndao houve diferenca
estatistica entre os cultivos, sugerindo que a composi¢cdo do meio pode ser a mais simples e
barata, para ser utilizado para o cultivo da bactéria para a producado das lipases (farelo de trigo
umedecido com tamp3o fosfato de sédio 100 mmol/L pH 7,0 acrescido de 5% d6leo de soja). Em
testes preliminares, tanto os sdlidos fermentados quanto os extratos enzimaticos obtidos do
cultivo da bactéria CNPAE 99 (579) A3 foram capazes de sintetizar ésteres etilicos a partir de
6leo de soja. O maior indice de conversdo encontrado foi de 95,1% para a rea¢do conduzida
em n-heptano e onde foram utilizados sélidos fermentados como catalisador da sintese.
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Introdugao

A crescente escassez e crise dos combustiveis fosseis revelou a necessidade da
busca por fontes de energia renovaveis. Assim, os biocombustiveis surgem como
tecnologias alternativas mais sustentaveis e eficientes que visam tanto a baixos
impactos ambientais quanto a beneficios econémicos.
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O biodiesel € um biocombustivel composto por ésteres de acidos graxos e pode
ser utilizado tanto na forma de misturas quanto em sua forma pura, sendo um
substituto do diesel derivado de petréleo e totalmente compativel com motores a
combustdo interna. Atualmente, esse combustivel é produzido por meio de um
processo de catdlise alcalina que, apesar de proporcionar altos indices de conversao,
apresenta uma série de desvantagens, como a gera¢do de grande quantidade de
efluentes alcalinos, a necessidade da utilizacdo de dleos com baixa acidez, um alto
consumo energético e a producdo de um glicerol de baixa qualidade e de dificil
recuperacao (SALUM et al., 2013). Uma alternativa mais promissora sera a utilizacao
de lipases para realizar as reacOes de transesterificacao dos triacilgliceréis.

As lipases sdao enzimas da familia carboxil-éster hidrolases capazes de catalisar a
hidrélise de triacilglicerdis, produzindo glicerol e acidos graxos, bem como promover
as reacdOes de esterificacdo, transesterificacao, interesterificacdo e amindlise. Dentre
diversas aplicacOes, as lipases podem ser utilizadas na producao do biodiesel por meio
da reacdo de transesterificacdo (MA; HANNA, 1999). A vantagem de se utilizar lipases
em relacdo a catalise alcalina esta na capacidade catalitica dessas enzimas em produzir
ésteres tanto a partir de triacilgliceréis quanto de acidos graxos livres, tornando o
processo de producdo do biodiesel atrativo para o uso com matérias-primas de baixo
valor agregado. Outras vantagens em relagao a catalise alcalina sao o menor consumo
de 4gua em etapas de lavagem, o menor consumo de energia no processo e obtencao
de um glicerol de alta qualidade e de facil recuperagdo (SOARES et al., 2013).

Apesar de tudo, a producdo de biodiesel por catdlise enzimatica ainda é um
processo dispendioso devido ao alto custo de obtencdo dessas enzimas. Desse modo,
extensos trabalhos de prospec¢do tém sido conduzidos de forma a isolar
microrganismos produtores de lipases a fim de se obter enzimas novas e mais
eficientes (CIUDAD et al., 2011; ADRIO; DEMAIN, 2014).

A legislagao brasileira atual estabelece uma adi¢ao obrigatdéria de 7% de
biodiesel ao 6leo diesel comercializado (BRASIL, 2016) e chegara a 10% em 2019,
enfatizando, assim, a importancia do estudo e da producdo desse biocombustivel de
forma cada vez mais sustentavel.

Materiais e Métodos

A bactéria CNPAE 99 (579) A3 foi isolada a partir do mesocarpo de frutos de
dendé em um trabalho prévio de selecdo de microrganismos produtores de lipase
(dados ndo apresentados). Para a obtencdo das lipases, a bactéria foi estriada em meio
Luria-Bertani Agar e cultivada a 28 °C até a obtencdo de col6nias puras. Em seguida,
uma colonia foi selecionada da placa e repicada para um cultivo submerso em meio
Luria-Bertani, etapa denominada de pré-inéculo. Os frascos foram condicionados em
mesa agitadora a uma temperatura de 28 °C e rotacdo de 180 rpm até que a cultura
atingisse uma densidade 6tica de 0,6 de absorbancia a 600 nm, ponto em que a
bactéria se encontra na fase exponencial de crescimento. A bactéria foi, entdo,
submetida a uma fermentac¢do em estado sdlido utilizando 4 g de farelo de trigo como
substrato com 65% de umidade, adigdo de 5% (m/m) de indutor e 1 mL de pré-indculo
em frascos do tipo Erlenmeyer, variando-se as solugGes utilizadas para umedecer o
material e os dleos indutores. As solugdes utilizadas para umedecer os cultivos foram
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um tampao fosfato de sédio 100 mmol/L pH 7,0 e um meio sintético (KNOs 3,54 g/L;
K,HPO, 0,7 g/L; KH,PO, 0,4 g/L; NaCl 0,38 g/L; FeS0,.7H,0 0,01 g/L; Extrato de
levedura 5,0 g/L; pH 7,0). Os 6leos indutores avaliados foram o Oleo de Oliva (Borges)
e o Oleo de Soja (Soya), perfazendo um total de 4 combina¢des. Com os cultivos
preparados, os frascos foram condicionados em ambiente com temperatura
controlada de 30 °C e sem agitagdao por 96 horas. Para todas as etapas de cultivo, os
meios de cultura e materiais utilizados foram autoclavados por 30 minutos a 121 °Ce
pressdo de 1 atm para garantir condicdes estéreis de cultivo.

Apds a etapa de cultivo, a extracdo das lipases foi realizada incubando 5 mL de
solugdo extratora (Tampdo fosfato de sédio 50 mmol/L pH 7,0, Goma arabica 1,11 g/L
e Triton X-100 4,44 g/L) por grama de substrato seco, incubando-se a 25 °C com
agitacdo de 150 rpm por 1 hora. Apds o periodo de incubacdo, coletaram-se os
sobrenadantes obtidos da centrifugacdo do material em rotacdo de 10.000 rpm e
temperatura de 4 °C por 10 minutos. Os extratos enzimaticos obtidos foram, entdo,
avaliados conforme método de hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila (Krieger, 1995).
As atividades foram expressas em unidades de atividade enzimatica por grama de
substrato seco (U/gss). Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a
guantidade de enzima necessaria para a formacdo de 1 umol do produto (p-nitrofenol)
por minuto.

O extrato enzimatico e os sélidos fermentados (material resultante do cultivo
da bactéria sobre o suporte sélido durante a etapa de fermentacdo) resultantes do
cultivo com maior atividade lipolitica foram submetidos a uma etapa de liofilizacdo e,
em seguida, a reagao de transesterificagao. Esta foi realizada com razao dleo:alcool
1:3. Assim, foi utilizado dleo de soja (2 mmol) e etanol P.A. (6 mmol). Adicionou-se n-
heptano P.A. totalizando um volume de 10 mL por reacdo. Concomitantemente,
avaliou-se a capacidade de conversdao do éleo de soja em ésteres etilicos em reacdo
sem adicao de solvente ao meio reacional. Nesse caso, foram utilizados dleo de soja
(10 mmol) e etanol P.A. (30 mmol). Considerou-se ainda ao volume total, em ambas as
reacdes, a adicdo de dgua destilada 0,5% (m/m) de forma que houvesse um minimo de
agua necessario a manutenc¢ao da conformacao estrutural e camada de solvatacdo da
enzima (SALUM, 2010). Cada reagao foi preparada individualmente em frascos do tipo
Erlenmeyer de 100 mL e foram vedados com rolha de borracha para Erlenmeyers. A
cada Erlenmeyer foi adicionado o sélido fermentado liofilizado ou o extrato enzimatico
liofilizado. O controle negativo da reac¢do consistiu de um meio reacional incubado sem
adicdo de enzima. As reacGes foram realizadas em triplicata. Os Erlenmeyers foram,
entdo, incubados a 37 °C com agitacdo de 120 rpm por 120 horas e foram retiradas
aliguotas de 500 pL para determinacdo da quantidade de ésteres etilicos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

A conversdo de dleo de soja a ésteres etilicos foi quantificada por meio de
analise por HPLC. Foram pesados 5 mg de amostra e diluidos em 1 mL de solvente
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isopropanol:hexano (5:4 v/v). Aplicaram-se 10 pyL de amostra diluida em coluna C18
(250 mm x 4,6 mm x 5 um) a uma temperatura de 40 °C e fluxo de 1 ml/min da fase
movel. A eluigdo foi feita com gradiente bindrio da seguinte forma: 100% metanol por
10 minutos, seguido de 50% metanol/50% isopropanol:hexano (5:4 v/v) por mais 10
minutos e, por fim, 100% metanol até totalizar 25 minutos. O detector utilizado foi o
de arranjo de fotodiodos (PDA) com comprimento de onda de 205 nm. O calculo da
conversao foi realizado comparando-se as dreas relativas aos picos de ésteres entre as
amostras obtidas e um padrao de biodiesel metilico de éleo de soja.

Resultados e Discussao

Em estudos anteriores (dados ndo apresentados), a bactéria CNPAE 99 (579) A3
vinha sendo utilizada para a producdo de lipases por meio do cultivo da mesma por
fermentacdo em estado sélido com farelo de trigo umedecido com tampao fosfato de
sodio 100 mM pH 7,0. A fim de selecionar as melhores condi¢cbes de cultivo para
obtencdo de maior atividade lipolitica com menor custo de producdo, optou-se por
avaliar a utilizacdo de um meio mais rico em fontes de carbono, nitrogénio e
micronutrientes para umedecer o farelo de trigo, bem como de diferentes dleos
indutores. Assim, como teste preliminar a um estudo de otimizacdo da producdo de
lipases por planejamento fatorial, decidiu-se por avaliar inicialmente se havia diferenca
na resposta de atividade lipolitica observada entre um cultivo umedecido com meio
sintético ou com tampado e induzido pela presenca de dleo de oliva ou d6leo de soja.
Decorridas 96 horas de fermentacdo, avaliaram-se as atividades lipoliticas dos extratos
enzimaticos obtidos das combinac¢Ges dos fatores propostos (Figura 1).

200 A A A A

600
500

0 I 1 I 1 I 1 I )

Tampio + Oleo Tampdo + Oleo Meio + Oleo Oliva Meio + Oleo Soja
Oliva Soja

B

o

o
T

w

o

o
T

N

o

o
T

=

o

o
T

Figura 1. Atividades lipoliticas dos extratos enzimaticos obtidos dos cultivos da bactéria CNPAE 99 (579)
A3. Os valores sdo apresentados em Unidade Internacional (umol/min) por grama de substrato seco. As
letras acima das colunas representam a avaliagdo estatistica (teste de Tukey, nivel de significadncia 5%).
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A partir dos resultados dos ensaios enzimaticos obtidos, procedeu-se com a
avaliacdo estatistica do teste de hipdtese para igualdade de médias dos cultivos. Para
essa avaliagao, foi aplicado o teste de Tukey considerando um intervalo de confianga
de 95%. De acordo com a analise estatistica (Tukey), conclui-se que os grupos sdo
iguais entre si quando comparados dois a dois, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante da resposta em atividade lipolitica. Desse modo, optou-se
pela condicdo de cultivo umedecida com tampao, pois além de facilitar o processo,
ainda é uma forma de baratear a producdo das lipases, pois reduz consideravelmente a
variedade e a quantidade de reagentes utilizados para o preparo do meio de cultura do
cultivo. Optou-se, ainda, pelo uso do d6leo de soja como indutor, pois este é mais
barato do que o dleo de oliva.

A fim de dar continuidade ao estudo de condi¢des de cultivo da bactéria para a
producdo de lipases, realizaram-se alguns testes preliminares de producao de biodiesel
usando as lipases produzidas pelo cultivo umedecido com tampdo e induzido pela
adicdo de dleo de oliva. Tanto o extrato enzimatico liofilizado quanto os sélidos
fermentados liofilizados foram capazes de sintetizar ésteres etilicos em ambos os tipos
de reacdo testados, com e sem solvente (Tabela 1).

Tabela 1. Conversdo em ésteres etilicos das reacdes de transesterificacdo. CondicOes: razao
molar d6leo:etanol 3:1, 0,5% agua (m/m), temperatura de 37 °C, agitacdo de 120 rpm, 120
horas de reacgao.

Reagdao com solvente Reagao sem solvente
Extrato Sdlido Extrato Sdlido
Enzimatico Fermentado Enzimatico Fermentado
C°“(‘f,2;sa° 77,6 +0,1 95,1+ 0,4 48,7 +4,2 55,8+ 9,6

As amostras de sélidos fermentados apresentaram maior indice de conversao
do que as amostras de extrato enzimdatico, o que caracteriza uma vantagem para a
reducdo dos custos do processo, pois além de eliminar uma etapa de extracdo da
enzima, esta ainda pode ser recuperada e reutilizada em uma nova reagao. Uma
possivel explicacdo para o fendbmeno encontrado seria que a enzima pode estar
adsorvida ao sélido fermentado de tal maneira que estabilize a conformacgao
tridimensional da mesma protegendo-a da a¢do desnaturante do alcool de forma que
favoreca a catdlise. Observou-se, ainda, que a reac¢do conduzida em meio com n-
heptano apresentou maior conversao do que a reacao conduzida em meio sem o
solvente organico. Segundo relatou Bu et al. (2010), a adicdo de cossolventes, como o
n-heptano, as reacdes de transesterificacdo reduz a polaridade do meio reacional,
diminuindo a competicdo entre o etanol e as enzimas pelas moléculas de agua,
promovendo, assim, uma melhor manutencao da camada de solvatacdo da enzima, o
gue acaba por proteger e estabilizar a conformacdo estrutural e a consequente
atividade catalitica das enzimas.
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Conclusoes

Nao foi observada diferenca estatistica entre as respostas de atividade lipolitica
para as quatro condi¢Ges de cultivo avaliadas. Sendo assim, a condigdo escolhida foi de
cultivo com farelo de trigo umedecido com tampao fosfato de sédio 100 mmol/L pH
7,0 acrescido de 5% de 6leo de soja, pois trata-se do meio de composicao mais simples
e barato, reduzindo assim, os custos associados a producdo das lipases. Em testes
preliminares, tanto os sdélidos fermentados quanto os extratos enzimaticos obtidos do
cultivo da bactéria CNPAE 99 (579) A3 foram capazes de sintetizar ésteres etilicos a
partir de 6leo de soja. O maior indice de conversao encontrado foi de 95,1% para a
reacdo conduzida em n-heptano e utilizando sélidos fermentados como catalisador da
sintese. A fim de viabilizar o uso da reacdo de transesterificacdo sem solvente
organico, se faz necessaria uma etapa de otimizacdo das varidveis do processo.
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