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1 - Introducéo

O 6leo de palma é um dleo vegetal de grande
versatilidade, sendo utilizado, atualmente, em diversos
setores da industria, como o de alimentos, cosméticos,
detergentes e também para manufatura de graxas,
lubrificantes e biodiesel. Ademais da versatilidade de
aplicacbes do 6leo produzido, o custo de producdo do 6leo
de palma é inferior se comparado a outros 6leos vegetais
(Carter et al., 2007), fazendo com que o dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacg.) seja considerado uma planta de grande
importancia comercial.

As lipases sdo biocatalisadores com potencial de
aplicacdo para sintese de biodiesel por uma rota mais
sustentavel, sendo capazes de contornar os problemas
oriundos da producdo deste biocombustivel pela rota
tradicional com a catélise alcalina. Uma das vantagens de
se utilizar lipases estd na capacidade destas enzimas
sintetizarem mono-alquil ésteres tanto a partir de
triacilglicerois (transesterificagcdo) quanto de &cidos graxos
livres (esterificacdo). Esta caracteristica torna o processo de
producdo do biodiesel enzimatico atrativo para o uso de
matérias primas de baixo valor agregado, como 6leos de
menor qualidade e maior acidez (maior quantidade de
acidos graxos livres), como é o caso dos 6leos de palma, de
macalba e de 6leos de fritura usados. Outras vantagens em
relacdo a catalise alcalina sdo, ainda, o menor consumo de
&gua em etapas de lavagem, o menor consumo de energia
no processo de obtengdo de glicerol de alta qualidade e de
féacil recuperacéo.

Apesar de todas as vantagens, a producdo de biodiesel
por catalise enzimética ainda é um processo dispendioso
devido ao alto custo de obtencdo destas enzimas, sendo a
obtencdo e utilizacdo destes biocatalisadores um dos
grandes obstaculos a consolidagcdo deste processo pela
indUstria (Liu et al., 2013; Liu et al., 2014). Deste modo, a
busca por novas e eficientes lipases, bem como a
determinacdo de condicBes otimizadas do processo de
reagdo sdo necessarias para aumentar a producédo de lipases
e superar essa limitacéo.

Neste trabalho aplicou-se os sélidos fermentados
obtidos do cultivo de Burkholderia gladioli BGL579
contendo lipase, para a sintese de biodiesel etilico a partir
de um meio reacional contendo 6leo de palma e etanol, bem
como otimizar as condi¢Bes de temperatura e quantidade de
agua adicionada a reacdo de sintese, objetivando a reducao
dos custos associados a producgdo do biodiesel.

2 - Material e Métodos

As lipases foram produzidas por fermentacdo em
estado solido utilizando a bactéria B. gladioli BGL579
(isolada a partir de frutos de dendé e mantida na colecdo

“Microrganismos e Microalgas Aplicados
a Agroenergia e Biorrefinarias” - CMMAABIO). A
fermentacdo foi realizada em farelo de trigo com adicdo de
o6leo de soja (1%) e umidade de 65%. Ao final do cultivo,
0s sélidos fermentados resultantes contendo a lipase foram
liofilizados (SFL) e utilizados como biocatalisadores para a
reacdo de transesterificacéo.

Para a etapa de otimizacdo das condi¢bes de
temperatura de reacdo e de quantidade de agua adicionada
ao meio reacional que favorecessem a sintese de ésteres
etilicos (FAEE) foi feita por meio de planejamento
experimental do tipo delineamento composto central
rotacional (DCCR). Foram considerados cinco niveis e duas
variveis independentes na analise. O experimento foi
conduzido conforme matriz gerada com duas variaveis e
trés repeticbes do ponto central, totalizando 11
experimentos. Foi utilizado alfa de ortogonalidade (1,41).
As varidveis independentes  consideradas  foram:
temperatura de reacdo variando de 19,5 °C a 44,9 °C (X1) e
guantidade de agua adicionada ao meio reacional variando
de 0 a 10% m/m (X2). A estequiometria da reacdo (razéo
molar) foi fixada em 1 mol de 6éleo de palma (Denpasa)
para 1 mol de alcool etilico (Sigma), sendo utilizados um
total de 5 mmol de cada substrato e carga enzimética de 1 g
de SFL por frasco de reacdo. As reagdes foram conduzidas
em frascos do tipo Erlenmeyer, sob agitacdo de 170 rpm em
agitador orbital de bancada com temperaturas controladas.
A sintese de FAEE foi avaliada ap6s 72 horas de reagdo,
medindo-se as massas dos ésteres formados, conforme
método de quantificacdo por Cromatografia Liquida de
Ultra Eficiéncia (UPLC) com uma coluna C18 e um
Detector Evaporativo de Espalhamento de Luz (ELSD).

A analise estatistica dos dados experimentais obtidos
foi feita utilizando o software Statistica v. 12.0. Foi
considerado um nivel de significancia de 90% (p<0,1),
devido a variabilidade dos bioprocessos (Haaland, 1989).
Para validagcdo do modelo obtido, novas reacGes de sintese
foram realizadas em condicGes de alta conversdo preditas
pelo modelo.

3 - Resultados e Discussao

Apds condugdo das reagdes referentes as condigdes da
matriz gerada, o teor de FAEE foi avaliado (Tabela 1). A
analise estatistica demonstrou que ambas as variaveis
influenciaram significativamente o teor de FAEE obtido da
reacdo de sintese de biodiesel com 6leo de palma e alcool
etilico.

A andlise de varidncia (ANOVA) indicou que o
modelo foi significativo e satisfaz os requisitos para a
construg@o de uma superficie de resposta (Figura 1). Além
disso, a ANOVA indica que o modelo é adequado para fins
preditivos, ja que a relacdo de Feaic / Fiap obtida foi superior
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a 3, conforme recomendado por Box (1978). Devido a boa
correlagdo entre os valores preditos e as andlises de
variancia do modelo gerado, este foi considerado valido
para descrever o processo de sintese de FAEE com SFL de
B. gladioli BGL579.

Tabela 1. DCCR com variaveis reais e codificadas (entre
parénteses) para otimizagdo das condicGes de sintese de
FAEE por SFL de B. gladioli BGL579, a partir de 6leo de
palma e etanol. Condi¢Bes: razdo molar 1:1, 170 rpm, 72 h.

Temperatura  Agua m/m

o) @) TAEEMO
1 232(1) 15(-1)  201%21
2 232(-1) 86(1)  245%08
3 41,2 (1) 15(-1)  274+16
4 412(1) 86(1)  299%07
5 19,5 (-1,41) 50(0)  262%02
6 44,9 (L41) 5,0 (0) 30,9408
7 322(0) 00(-1,41) 22,9+04
8 32,2(0) 10,0 (1,41)  30,0£22
9 32,2(0) 5,0 (0) 29,9

10 32,2(0) 5,0 (0) 29,4

11 322(0) 5,0 (0) 23,1

) 3INA 0 00L
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Figura 1. Superficie de resposta obtida para a sintese de
FAEE em funcdo da temperatura e da quantidade de agua
adicionada ao meio reacional.

A fungdo f(x) que descreve a sintese de FAEE nas
condi¢cdes de reagdo compreendidas na faixa analisada é
apresentada na Equacdo 1, com variaveis codificadas e
considerando apenas o0s parametros estatisticamente
significativos (p<0,1).

F(x) = 28,04 +2,45.X; + 2,015X, — 1,53.X.2  (Eq. 1)

A partir da fungdo obtida e¢ da superficie de resposta
apresentada, encontrou-se o ponto de inflexdo com maximo
de teor de FAEE predito de 32,7% para as condi¢des de
temperatura de 44,9 °C (X; = 1,41) e quantidade de agua
adicionada ao meio reacional de 7,3% m/m (X> = 0,69).
Assim, foi realizada a reagdo nas condigdes de validagdo
encontrando-se um teor de FAEE de 29,4 + 0,9%, que foi
correspondente a 88,2% do maximo teor de FAEE possivel
(33,33%) considerando uma razdo molar 1:1.

A temperatura que proporciona maior sintese de
FAEE obtida por este trabalho foi préxima a obtida por
trabalhos similares. Para os SFL obtidos do cultivo de B.
cenocepacia a temperatura 6tima para transesterificagdo foi
de 40 °C (Liu et al., 2014) e 50 °C para a linhagem de B.
cepacia LTEB11 (Salum et al., 2010). Em relacdo a

quantidade de agua no meio reacional, sabe-se que sua
adicdo é essencial para a manutengdo da camada de
solvatagdo da enzima. Entretanto, quando em excesso, pode
acarretar um aumento da taxa de hidrdlise em detrimento da
reacdo de transesterificagdo. Assim, existe uma quantidade
Otima especifica para cada lipase, sendo de 7,3% a
observada neste trabalho, valor superior ao encontrado por
Salum et al. (2010) para os SFL de B. cepacia (1%).

O uso de enzimas imobilizadas tem sido proposto
como uma das solugdes para a redugdo dos custos
associados ao processo de sintese enzimatica de biodiesel.
Uma forma de viabilizar este processo e ainda reduzir as
etapas associadas a imobilizacdo de enzimas, como a
extracdo, purificacdo e imobilizacdo em si, seria 0 uso dos
préprios SFL obtidos de um cultivo por fermentacdo em
estado solido como Dbiocatalisadores da reagdo de
transesterificacdo (Liu et al., 2014). Outra vantagem do uso
de SFL é, ainda, a associacdo da producdo destes com a
utilizacéo de residuos agroindustriais, reduzindo ainda mais
0s custos associados ao processo e agregando valor a um
residuo outrora desprezado (Salum et al., 2010).

4 — Conclusées

Os solidos fermentados obtidos do cultivo de
Burkholderia gladioli BGL579 foram capazes de catalisar a
sintese de FAEE a partir de 6leo de palma e etanol. A
possibilidade do uso de matérias-primas de menor
qualidade e maior acidez, como o 6leo de palma, revela
uma vantagem da utilizagdo de biocatalisadores para sintese
de biodiesel.
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