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SINTESE ENZIMATICA DO BIODIESEL DO OLEO DA SEMENTE DE BARU (Dipteryx
Alata) A PARTIR DE LIPASES FUNGICAS DE Penicillium sumatrense POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

RESUMO

O interesse na producdo de lipases esta relacionado ao seu potencial tecnolégico como
biocatalisador em reacGes de hidrolise e sintese como esterificacdo, transesterificacdo
(interesterificacdo, alcoolises e aciddlises), bem como amindlise (sintese de amidas) e
lactonizacdo, em meios aquo-restritos, quando a quantidade de &gua do sistema €
suficientemente baixa para deslocar o equilibrio no sentido da sintese. A Fermentagédo no Estado
Solido (FES) surge como uma alternativa para reducéo de custos de producéo do biocatalisador,
pois é possivel utilizar residuos agroindustriais como substratos. O objetivo deste trabalho foi
estudar a producdo de lipase fungica de Penicillium sumatrense por FES, utilizando como
substrato a semente de baru (Dipterix alata). O microrganismo utilizado, o Penicillium
sumatrense foi isolado das folhas de mamona (Ricinus communis L.) e identificado por
sequenciamento de DNA ribossomal. A atividade enzimatica foi determinada pelo método
titulométrico utilizando-se o dleo de oliva como substrato. Para otimizar a producéo de lipases
foi realizado um planejamento experimental 22, visando avaliar os efeitos das variaveis
envolvidas no processo (granulometria do substrato e umidade). A variavel resposta escolhida
foi a atividade enzimatica em unidades totais (U). As analises estatisticas foram realizadas pelo
software Statistica 7.0. Os resultados do planejamento experimental indicaram que a atividade
enzimatica foi maxima (237,0 U) quando utilizamos uma umidade do substrato de 60 % (m/m,
base Umida), granulometria do substrato de 15 mesh, 28°C, ap0s 72 h de fermentacédo. O sélido
fermentado e seco, produzido no melhor resultado do planejamento experimental (237,0 U ou
23,7 U gSS™) foi empregado nos estudos da sintese enzimatica do biodiesel a partir do dleo da
semente de baru. Verificou-se, através do método espectrofotométrico, que o rendimento em

éster do biodiesel (oleato de etila) foi de 100%.

Palavras-chave: FES, lipases, 0leo de baru, biodiesel



ENZYMATIC SYNTHESIS OF BIODIESEL OF BARU (Dipteryx Alata) SEED OIL FROM
FUNGAL LIPASES of Penicillium sumatrense BY SOLID STATE FERMENTATION

ABSTRACT

The interest in the production of lipases is related to its technological potential as a biocatalyst
in hydrolysis and synthesis reactions such as esterification, transesterification
(interesterification, alcoholysis and acidolysis), as well as aminolysis (synthesis of amides) and
lactonization, in aquo-restricted medium, when the amount of water in the system is low enough
to shift the balance towards the synthesis. Solid State Fermantation (SSF) emerge as an
alternative to reduce production costs of the biocatalyst, since it is possible to use agro-
industrial waste as substrates. The objective of this work was to study the production of fungal
lipase from Penicillium sumatrense by SSF using baru seed (Dipterix alata) as substrate. The
microorganism used, Penicillium sumatrense, was isolated from castor leaves (Ricinus
communis L.) and identified by ribosomal DNA sequencing. The enzymatic activity was
determined by the titrimetric method using olive oil as a substrate. In order to optimize the
production of lipases, an experimental design 22 was carried out, aiming to evaluate the effects
of the variables involved in the process (substrate size and moisture). The response variable
chosen was the enzymatic activity total units (U). The statistical analyzes were performed using
Statistica 7.0 software. The results of the experimental design indicated that the enzymatic
activity was maximum (237.0 U) when used a substrate moisture of 60% (m / m, wet basis),
substrate granulometry of 15 mesh, 28 °C, after 72 h fermentation. The fermented and dry solid,
produced in the best result of the experimental design (23.7 U gSS™ or 237,0 U). It was verified,
through the spectrophotometric method, that the yield into biodiesel ester (ethyl oleate) was
100%.

Key-words: SSF, lipases, baru oil, biodiesel
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas aumentaram os estudos para reduzir 0s impactos negativos
provocados ao meio ambiente por agdes antropicas, como a emissdo de gases de efeito estufa,
advindo dos combustiveis fésseis (XIA & TANG, 2017). Dentre esses estudos, diversos
segmentos vem adotando uma nova pratica de gestdo ambiental com uma produgdo mais limpa,
dentre eles podemos citar o industrial e o agricola, que buscam priorizar o uso de matérias-
primas oriundas de fontes renovaveis, diminuindo a geragdo de residuos e emissdes que causem
danos ao meio ambiente (BEZERRA, et. al., 2012; FOLEY et. al., 2017).

O biodiesel € um combustivel derivado de 6leos vegetais e gorduras animais, pode ser
classificado como qualquer combustivel alternativo, de natureza renovavel, que possa ser
empregado na substituicdo total ou parcial do diesel de petr6leo em motores de ignicdo por
compresséo interna (motores do ciclo Diesel) (RAMOS et al., 2017).

O oleo da semente de baru, como matéria-prima na producéo de biodiesel, ¢ interessante
principalmente por ndo ser uma variedade competitiva com outras culturas agriculturaveis e
também porque existem poucos trabalhos na literatura utilizando este 6leo. O baruzeiro € uma
arvore nativa do Cerrado, pertencente a familia Fabaceae, se prolifera na regido do Planalto
Central, precisamente no norte de Minas Gerais, Goias e centro do Mato Grosso, indo até a
costa atlantica do Maranh&o. As sementes dessa leguminosa sao fontes significativas de lipideos
e proteinas, a composicao dos acidos graxos € semelhante as do 6leo de amendoim, destacando-
se 0s &cidos oleico e linoleico. O elevado grau de insaturacdo do 6leo desta semente favorece
seu uso para fins comestiveis e como matéria-prima industrial (TAKEMOTO et al., 2001). O
teor de lipidios da semente de baru é de 38% sendo mais elevado que o da soja (17%) e mais
baixo que a castanha do Para (67%) (ALMEIDA, 1988).

Com relacdo as rotas sintéticas de sintese do biodiesel, o processo de transesterificacdo
é 0 mais frequentemente utilizado. Este processo consiste na reacdo quimica de éleos vegetais
ou de gordura animal com o alcool, etanol ou metanol, na presenca de um catalisador basico,
acido ou enzimatico. Apesar de diversas vantagens socioambientais, 0 aumento da producéo de
biodiesel acarreta no aumento de efluente gerado durante o seu processo de purificacdo.

A producao e purificacdo de biodiesel pela rota quimica passam por varias etapas, como
a preparacdo da matéria-prima; preparacdo do catalisador; processo reacional; separacdo de

fases; recuperacdo de excesso de alcool; lavagem e secagem do biodiesel e purificacdo da



glicerina (BENEVIDES, 2011). Assim como qualquer processo de sintese gera subprodutos,
como a glicerina e efluentes da lavagem do biodiesel oriundos da purificacéo.

Como uma rota alternativa, estudou-se neste trabalho de pesquisa, 0 uso de enzimas
como catalisadores na producdo do biodiesel, pois a producéo da enzima é de baixo custo e
apresenta as vantagens de biodegradabilidade (white biotecnology) e pode se recuperada e
utilizada em reciclos, reduzindo o custo operacional. Neste trabalho utilizou-se lipases fangicas
de Penicillium sumatrense com aplicacdo em processos de sintese do biodiesel. A producéo de
enzimas por Fermentacdo no Estado Sélido (FES), com aplicagdes na sintese enzimética do
biodiesel, justifica plenamente este trabalho, considerando que 0s processos enzimaticos sdo
ambientalmente limpos e geram menores volumes de efluentes, associados a crescente

preocupacao com 0s impactos ambientais e uma legislacdo ambiental cada vez mais rigida.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BIODIESEL

Os problemas ambientais surgidos em decorréncia da emissao dos gases de efeito estufa
pelo consumo do petréleo e seus derivados tem desencadeado varias pesquisas para utilizacdo
de fontes renovaveis de energia substitutas aos combustiveis fosseis.

O biodiesel ¢ um combustivel composto de alquil ésteres de acidos carboxilicos de
cadeia longa, produzido a partir da transesterificacdo e/ou esterificacdo de matérias graxas de
gorduras de origem vegetal ou animal com um &lcool na presenca de um catalisador,
(PORTELA, 2008; ALBUQUERQUE, 2010; SILVA et al., 2015).

E um combustivel ambientalmente limpo quando comparado ao diesel de petrdleo, pois
ele reduz as emissdes dos gases poluentes, é considerado um substituto parcial e alternativo aos
derivados do petroleo, sendo um combustivel ecolégico e renovavel (SILVA, 2010). Ao liberar
0 gas carbonico (CO2) durante o processo de queima, as plantas o absorvem transformando-o
em oxigénio, que é liberado na atmosfera neutralizando as emissdes de CO,. Outra
caracteristica importante do biodiesel é sua facil adaptagdo aos motores a diesel se
compararmos com outros biocombustiveis como o gas natural, que requer adaptacdo do motor,
0 que se torna uma técnica capaz de atender toda a frota de motores a diesel ja existente
(KNOTHE, 2018). Ainda podemos citar como vantagem a auséncia de enxofre e compostos
aromaticos, o que resulta em uma combustdo mais limpa sem a formacdo de SO (didxido de
enxofre), causador das chuvas acidas e compostos cancerigenos (SANTOS et al., 2008). A
adicdo do biodiesel no petrodiesel ainda melhora as caracteristicas do combustivel fossil
reduzindo os niveis de ruido do motor, melhorando a eficiéncia da combustdo pelo aumento do
namero de cetanos (GALLO, 2003).

2.1.1. Histérico

Na Exposi¢do Mundial de Paris em 1898, Rudolf Diesel, inventor do motor a combustéo
interna que leva seu nome, demonstrou seu invento utilizando 6leo de amendoim in natura,
onde o motor ndo apenas funcionou com o 6leo organico, como o desempenho da maquina em
comparacdo com o combustivel fossil foi exatamente 0 mesmo (TEIXEIRA;2010) Outros

experimentos conduzidos por Rudolf Diesel foram realizados em S&o Petersburgo, na Russia,



com locomotivas movidas a 6leo de mamona e a 6leos animais, ele acreditava que a utilizacdo
de um combustivel advindo da biomassa seria o futuro para o seu motor apesar da
insignificancia que Ihe era atribuida na época como registrado em seu discurso realizado em
1912 (KNOTHE et al., 2018). Quando surgiu a Segunda Guerra Mundial, muitos governos
passaram a adotar o 6leo vegetal como combustivel de emergéncia porem devido a falta de uma
base tecnoldgica adequada as industrias ndo progrediram apds o encerramento da Guerra.

As iniciativas de substituicdo do petréleo e seus derivados na economia mundial
ganharam destaque devido as crises do petréleo nas décadas de 70 e 80, causadas pelo
agravamento dos conflitos no Oriente Médio, quando o mercado de petréleo passou por
desequilibrios entre ofertas e demandas mundiais, aumentando as pesquisas por outras fontes
de energia a fim de diminuir a dependéncia por petroleo ( BARROS et al., 2014). Nesta época,
0 governo Federal criou além do ProAlcool, o Plano De Producéo De Oleos Vegetais Para Fins
Carburantes (Pro Oleo), através da Resolugdo n° 007, de 22 de outubro de 1980
(GOLDEMBERG et al., 2004). Através desta Resolucdo previa-se a regulamentacdo de uma
mistura de 30% de 6leo vegetal e uma substituicdo integral a longo prazo.

Porém, entre 1983 e 1985, a producdo de petréleo teve um aumento significativo o que
acarretou em uma baixa dos precos no mercado internacional onde o cenario tornou-se
desfavoravel ao uso dos biocombustiveis, e em consequéncia varios projetos foram
desarticulados (CAMARA DOS DEPUTADQS, 2003; MENDES 2015).

O preco do petrdleo se estabilizou no ano de 2000 em um nivel um pouco mais alto no
mercado internacional e as fontes de energia renovaveis voltaram a assumir um papel
importante na matriz energética mundial com técnicas mais avancadas. Em 2005, o biodiesel
foi introduzido na matriz energética brasileira através do artigo 2° da Lei n°® 11.097, de
13.01.2005, onde determinou o volume de 5% minimo obrigatorio de adicdo ao Oleo diesel
comercializado ao consumidor final em qualquer parte do territorio nacional (FERRARI et al.,
2005; MME/EPE, 2007; MENDES, 2015).

Em 2020, a mistura de biodiesel no diesel comercializado no Brasil passou a ser de, no
minimo 12% a partir de marco, percentual confirmado e publicado pela Agéncia Nacional do
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP). Anteriormente 0 minimo obrigatorio era de
11% e a expectativa € de que a mistura suba 1 ponto porcentual por ano até chegar em 2023 aos
15%.



2.1.2. Matéria-prima para producédo de biodiesel

Toda substancia que contém triglicerideos em sua composicdo pode ser usada para
producéo de biodiesel. Estes sdo encontrados nos 6leos vegetais e gorduras animais. O Brasil é
favorecido com sua biodiversidade e clima por possuir uma gama de matérias-primas para
extracdo de 6leo vegetal como a mamona, pinhdo manso, o girassol, dendé, canola, babacu entre
outros. No Brasil, a soja é a principal matéria-prima utilizada.

J& existem estudos investigando também o Oleo extraido das microalgas como
Unpaprom (2015) e Ribeiro (2019). As algas sdo de crescimento rapido na natureza e tem
capacidade de converter grandes quantidades de CO, em oxigénio. Segundo Santos A. (2007),
quando comparado aos 0leos vegetais, 0 maior rendimento em 6leo provém das microalgas.

Devido & semelhanga com o0s 0leos vegetais, a gordura animal também pode ser
convertida em biodiesel, como por exemplo, o 6leo de peixe, o sebo bovino, a banha de porco
dentre outras, podendo ser obtidas de frigorificos e abatedouros (SBRT, 2006).

Alem dos 0leos vegetais e gorduras animais, constituem também matéria-prima para a
producéo de biodiesel os 6leos e gorduras residuais, resultantes de processamentos domésticos,

comerciais e industriais.

2.1.3. Producéo de biodiesel

O biodiesel s6 € renovavel em consequéncia do uso das matérias-primas advindas das
fontes renovaveis, da biomassa, diferente dos compostos derivados do petréleo. A Lei n°
11.097, de 13 de janeiro de 2005, define como biodiesel qualquer combustivel advindo de uma
fonte renovavel que posso ser utilizado na substituicdo do diesel de petréleo em motores de
ciclo diesel.

O processo mais utilizado na producdo de biodiesel é a transesterificacdo, onde se
utilizam catalisadores basicos, porém mais recentemente surgiram estudos utilizando também
0 processo de hidroesterificacdo, que permite a utilizacdo de diferentes matérias-primas
independente da acidez e da umidade (ENCARNAGCAO, 2008).

Silva (2014) e Parente (2003) descreveram o processo de producdo do biodiesel em
algumas etapas, como a prepara¢do da matéria-prima, reacao de transesterificacdo, separacdo

das fases, recuperacao do alcool e da glicerina, assim como mostra na Figura 1.



Figura 1- Fluxograma das etapas operacionais da producéo do biodiesel.
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Segundo Parente (2003) e Encarnacdo (2008), na preparacdo da matéria-prima, os 6leos
devem ter baixo teor de acidos graxos livres e umidade evitando a saponificacao, o que diminui
a eficiéncia de conversdo. Assim, pode-se utilizar uma preparacdo anterior a reacdo onde a
matéria-prima € neutralizada com uma lavagem de solugéo alcalina de hidroxido de sodio ou
potassio e uma secagem ou desumidificacdo, nesta etapa o processo gera como subproduto o
soapstock (borra de refino) que é basicamente tratado como rejeito.

Na reacdo de transesterificacdo (Figura 2), a matéria-prima passa por uma reagdo
quimica onde o triglicerideo reage com um alcool simples (metanol ou etanol), formando

ésteres (metilico ou etilico), que constituem o biodiesel, e o glicerol.



Figura 2— Reacdo de transesterificacgao.
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O alcool ¢é adicionado em excesso, permitindo a formacdo de uma fase separada de
glicerol, o que ainda gera um deslocamento do equilibrio no sentido de formacéo do biodiesel,
pela caracteristica reversivel da reacdo. Nesta reacdo ocorre a separacao da glicerina do 0leo
vegetal, o que constitui cerca de 20% da massa molecular do 6leo. Ainda pode-se utilizar nesta
reacao um catalisador quimico como as bases e os acidos ou um catalisador biolégico, como as
enzimas. Os catalisadores mais eficientes para esse proposito séo KOH e NaOH. A catéalise
basica homogénea é a mais empregada comercialmente por razdes econémicas e pela grande
disponibilidade (BORGES & DIAZ, 2012).

O meio reacional é composto por duas fases, a mais densa contém a glicerina e a menos
densa o biodiesel, ambas contaminadas com impurezas e excesso de alcool. A separacdo de
fases pode ocorrer por decantacdo ou centrifugacdo (MARQUES et al., 2011). Ainda segundo
0 autor, a recuperacdo do alcool da fase glicerinosa pode ser realizada através da evaporacéo,
que pode ser tratado posteriormente para reutilizacdo no processo de producdo. Na recuperacdo
do alcool da fase menos densa (biodiesel), utiliza-se 0 mesmo tratamento descrito acima na
recuperacao do alcool da glicerina. Depois de recuperado, o alcool ainda contém quantidades
significativas de agua, necessitando ser desidratado por destilacdo. A purificacdo da glicerina
pode ser realizada por destilacdo a vacuo, resultando em um produto limpido e transparente,
gerando uma glicerina de grau farmacéutico de concentracdo superior a 99%. A purificacdo do
biodiesel é feita através de uma sequéncia de lavagens para retirada de vestigios de catalisador,
glicerina e alcool que ainda podem estar retidos no produto, seguido de uma desumidificacao

para se enquadrar nas especificacdes comerciais do produto.



Na hidroesterificacdo, que atualmente vem sendo estudada como alternativa
tecnoldgica, o processo consiste em duas etapas correlacionadas, a hidrolise onde o0s
triacilglicerdis sdo hidrolisados aos acidos graxos, gerando como subproduto a glicerina, e em
seguida a etapa de esterificacdo, na qual os acidos graxos livres gerados, apds passar por um
processo de purificacdo, séo esterificados com o alcool desejado (Figura 3), (RAMOS, 2011).

Figura 3 -Etapas do processo de hidroesterificacdo: hidrolise dos triacilglicerdis e esterificacdo
dos acidos graxos.
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Fonte: (RAMOS 2011)

O processo de hidroesterificacdo possui diversas vantagens em relacdo a
transesterificacdo, sendo um processo quimico com menor custo e com eliminacdo de etapas de
purificacdo, o acido graxo livre passa a ndo ser uma limitagdo em termos de especificacdo na
matéria-prima onde as com alta acidez ndo necessitam de tratamento prévio, 0 uso ainda se
torna mais atrativo quando se realiza o uso de catalisadores heterogénicos, diminuindo o
namero de etapas de separacao, possibilitando o reuso do catalisador e produzindo no final uma
glicerina livre de sais com alta pureza (ARANDA et al., 2009; TEIXEIRA 2011).

2.1.3.1. Catalise enzimatica do biodiesel

Segundo a NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology), as lipases (triacilglicerol éster acilhidrolase, E.C.
3.1.1.3) sdo pertencentes ao grupo das serina hidrolases. Sdo enzimas hidroliticas que in vivo

catalisam a hidrolise da ligacdo éster presentes em triacilglicerdis de cadeia longa (acima de 10



atomos de carbono), sendo a trioleina o seu substrato padrdo, em monoacilglicerois,
diacilglicerdis, acidos graxos e glicerol na interface 4gua 6leo (Figura 4). As lipases constituem
uma classe especial de carboxil éster hidrolases. Ja as esterases sdo enzimas que hidrolisam
triacilglierdis de cadeia curta (menor que de 10 atomos de carbono) (MESSIAS et al., 2011;
DOS SANTOS et al., 2016; LAGE et al., 2016).

Figura 4- Reacdes de hidrolise de um triacilglicerol catalisadas por lipase.
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As lipases sdo provenientes de diversos tipos de microrganismos como bactérias, fungos
filamentosos e leveduras e, sdo encontradas naturalmente em tecidos de animais e algumas
plantas (SAXENA et al., 2003, COLLA et al; 2012). As enzimas provenientes de
microrganismos constituem um grupo interessante para aplicacdo biotecnoldgica industrial,
devido a versatilidade de suas propriedades, no que se refere a atuacdo enzimatica, utilizacéo
de substratos de custos mais baixos e a facilidade de producdo de enzimas em grande escala
(HASAN et al., 2006).

Lipases podem ser utilizadas como catalisadores em varias reacdes industrialmente
importantes, como a esterificacdo e a transesterificacdo (SHAH et al., 2003, COLLA et al.,
2012). Elas podem converter de forma eficiente triglicerideos em ésteres de acidos graxos, o
que atrai o interesse no campo de producdo do biodiesel. Assim, muitos pesquisadores
consideram que o uso de lipases como sendo uma alternativa “verde” em relacdo aos
catalisadores quimicos tradicionais, pois as enzimas nao sdo tdxicas e sendo biodegradaveis,

ndo poluem o meio ambiente.



O processo quimico utilizado para producédo do biodiesel, mesmo sendo simples e
répido, possui suas desvantagens. Ao término da reacdo, o catalisador permanece misturado
com um subproduto (glicerina) fazendo com que a separacdo e purificagdo sejam complexas.
Por outro lado, o processo enzimatico ndo possui tais dificuldades e possibilita o
aproveitamento do biocatalisador (NASCIMENTO et al; 2001). Fernandes (2002) descreve

Varias vantagens para o uso da catalise enziméatica como podemos observar na Tabela 1.

Tabela 1- Vantagens e desvantagens do processo quimico e enzimatico na producdo de
biodiesel (FERNANDES, 2002).

Processo Vantagens Desvantagens

° De forma geral as reacdes por catalise enzimaticas sdo limpas;
Enzimatico ° O catalisador pode ser reutilizado; o Custo das enzimas
o Facilidade de separagdo do catalisador; o Longo tempo de reacdo
> Obtencdo de produtos mais puros;
° Nao ha corrosdo nos equipamentos durante o processo;

o Dificuldade de separagdo do

o Simplicidade catalisador
o Impossibilidade de reutilizacdo do
Quimico o Alto rendimento catalisador
o Dificuldade de utilizacdo de
o Curto tempo de reacdo etanol hidratado

o Obtengdo de produtos com menor
grau de pureza

Neste sentido, o uso das enzimas apresenta-se como uma alternativa promissora
atendendo aos apelos atuais da quimica verde, reduzindo o impacto ambiental minimizando os
residuos gerados nos processos quimicos convencionais, com menor consumo de energia
(COSTA-FILHO, 2008).

2.2. LIPASES-ASPECTOS GERAIS

2.2.1. Definicéo

As lipases representam uma importante classe de enzimas cujo papel bioldgico

relaciona-se com a digestao e o metabolismo de gorduras. S&o hidrolases que atuam na interfase



orgénica aquosa catalisando a hidrdlise de 6leos com liberacéo de acidos graxos, triglicerideos
em digliceridios, monogliceridios, &cidos graxos livres e glicerol. Em meios de baixa
concentracdo de agua agem em ligacOGes éster do grupo carboxilico, como reacbes de
esterificacdo, transesterificacdo e interesesterificagdo como mostra na Figura 5 (CARVALHO
et al., 2003, ZORN et al., 2016).

Figura 5- Reagdes de sintese catalisadas por lipases.

Esterificagdo

0 0

A, o = o
R Son " ROH =——— o Nt ©
Interesterificacio

0 0

R

0 0
J\ + )L e— + )k
orR! R OR® ™ R “or!' R

Fonte: CARVALHO et al., 2003, ZORN et al., 2016.
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As lipases geralmente ndo requerem cofatores, atuam em uma ampla faixa de pH, séo
relativamente estaveis a altas temperaturas e elevadas concentragdes de sais, solventes
organicos, liquidos idnicos, entre outros (PANDEY et al., 1999; GANDHI, 1997; ZORN et al.,
2016). O interesse pelas lipases para possiveis aplicacdes industriais € importante, pois a
substituicdo de catalisadores quimicos por estes biocatalisadores oferece vantagens no

processo, como menor consumo de energia, maior rendimento e menor geracéo de subprodutos.

2.2.2. Aspectos Estruturais e Mecanismo Catalitico das Lipases

A cristalografia de raios-x possibilitou a obtencdo de estruturas tridimensionais de
diversas lipases sendo possivel compreender melhor seus mecanismos de acdo. A primeira
estrutura resolvida de uma lipase fungica foi a Rhizomucor miehei, que apresentou um padréo
conformacional comum, denominado de conformacdo o/f hidrolase, composto de uma
sequéncia de a-hélices e folhas B-pregueadas alternadas (JAEGER et al., 1999). Este tipo de

enovelamento apresenta um nucleo central composto por fitas B paralelas rodeado por porgdes



em a-hélice. As fitas f tém orientacdo para a esquerda, e a primeira e a ultima fita possuem um

angulo de aproximadamente 90°C entre si.

Figura 6- Padrdo de enovelamento de lipases (a/p — hidrolases). Os cilindros representam as
alfa-hélices e as setas correspondem as fitas beta (folhas beta).
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Fonte: GONCALVES, 2013.

O sitio ativo das lipases esta localizado no lado C-terminal das fitas 3 e € composto por
trés residuos cataliticos que invariavelmente ocorrem na seguinte ordem na sequéncia primaria:
serina (nucledfilo), aspartato ou glutamato (acido) e histidina. O residuo de serina esta
localizado especificamente no C-terminal da fita B5 em um pentapeptideo altamente
conservado G-X-S-X-G, onde G é o aminodcido glicina, S € o residuo de serina e X representa
qualquer aminoacido. Esse pentapeptideo ¢ denominado “cotovelo” nucleofilico por conectar a
fita B5 com a hélice aC (EGLOF et al., 1995; SCHRAG & CYGLER, 1997; JAEGER &
REETZ, 1998).

Estes estudos propiciaram a verificacdo em nivel molecular da existéncia da ‘tampa’
conhecida como tampa hidrofébica, que foi associada a ativacdo interfacial, ou seja, na presenca
de substratos micelares ou anfipaticos ela sofreria uma mudanca conformacional expondo o
sitio ativo e na presenca de substratos soliveis em agua ela se manteria fechada com auséncia
de atividade (COSTA & AMORIM, 1999, GONCALVES, 2013). A abertura da tampa consiste
no seu deslocamento da forma que seu lado hidrofilico seja encoberto em uma cavidade polar

e sua regido hidrofdbica seja exposta expandindo a superficie apolar em torno do sitio catalitico.



O mecanismo de catélise pode ser compreendido através da Figura 7 e a descricdo
proposta por BORNSCHEUER & KAZSLAUSKAS (2005).

Figura 7- Mecanismo de catélise e os estados de transi¢do durante a hidrélise de ester catalisada

por lipases.
Glu 341 enzima livre Glu 341
/ __/ /
O@ ) ; OO—\O-Q ) H—O\.f O 2° Intermedidrio tetraédrico
“H- X e “H-NPYN-H O7 To---
N N Vo) H |l @N N / 1 ~"H
\__} / N - AN NOH \— \ N
/ [Loff B RN — = ser200 " Ala2i0
\ Ser 209 N i \ S
1) His 449 HN_ Gly 124 (4) His440 HN_ Gly 124
Gly 123 Gly 123
O
R [\ Cavidad
+ H:0
Glu 341 enzima acilada
Glu 341 ()A/ ’
o= = © 7
\ @ R ; Ox 2 /
OO O\ S} THART N 8
HSN? T NHE07 Qe —-ROH \— O Q---H
ON_ / N ——ROH__ N O
/T : H \ ( 2 H
( Ser 209 \ Ala 210 \ Ser 209 Ala 210
2) \ NG 3) His 449 NS
His 449 HN_ Gly 124 HN_  “Gly 124
Gly 123 Gly 123

1° Intermediario tetraédrico
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Apos a etapa de abertura da tampa, j& no sitio ativo, o aminodcido histdiina (His)
aumenta a nucleofilicidade do grupo hidroxila da serina (Ser). Desta forma, ocorre um ataque
nucleofilico ao atomo de carbono suscetivel da ligacéo éster do substrato, abrindo a ligagédo
C=0 e dando origem ao primeiro intermediario tetraédrico. O anel imidazdlico da histidina fica
protonado e carregado positivamente, sendo estabilizado pela carga negativa do residuo &cido
(GONGALVEZ, 2013).

Posteriormente, o intermediario tetraédrico formado é estabilizado por ligacGes de
hidrogénio com os grupamentos amidas dos residuos pertencentes a cavidade do oxianion. O
intermediario tetraédrico é desfeito, pelo retorno da ligagdo C=0 e consequente clivagem da
ligacdo éster e liberacdo da porcao alcool, cujo oxigénio recebe um préton proveniente da
histidina, que age como acido gerando assim o intermediario denominado enzima acilada, onde
0 componente acido do substrato encontra-se esterificado com o residuo serina da enzima. Para
que a quebra da ligacdo covalente na enzima ocorra, € necessaria a presenca de agua. Neste
caso, a molécula de agua que se aproxima é ativada pelo residuo histidina vizinho e o ion
hidroxila resultante promove o ataque nucleofilico ao 4&omo de carbono da carbonila do

intermediario covalente. Uma molécula de agua, que tem seu carater nucleofilico acentuado



pela acdo basica da histidina protonada, ataca o carbono suscetivel do intermediario acil enzima,
abrindo a ligagdo C=0, gerando um segundo intermediario. O retorno da ligacdo C=0 desfaz o
segundo intermediario tetraédrico com a liberacdo do &cido carboxilico e da enzima livre
(MACHADO, 2011; GONCALVEZ, 2013).

2.2.3. Fontes de Lipases

As lipases sdo encontradas amplamente distribuidas na natureza em tecidos animais e
em microrganismos. Nos organismos eucariéticos essas biomoléculas fazem parte do
metabolismo de lipidios, incluindo a digestdo, absorcdo e reconstituicdo de gorduras, nas
plantas s@o encontradas em tecidos de reserva de energia ou podem ser produzidas por
fermentacao de varias espécies de microrganismos (SHARMA et al., 2001; LAGE et al., 2016).

As enzimas produzidas por fermentagdo microbiana sdo em sua maioria extracelulares
(GUTARRA et al.,, 2009). As lipases extracelulares sdo secretadas em quantidades
significativas por algumas espécies de fungos filamentosos cultivados em condi¢fes adequadas.
A otimizacdo do cultivo é de suma importancia pois os parametros podem influenciar nas
propriedades microbianas de producéo da lipase (ANDRADE, 2012).

Os fungos filamentosos, principalmente aqueles pertencentes aos Géneros Aspergillus
fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizomucor e Thermomyces séo conhecidos como
melhores produtores de lipases (CARDENAS et al., 2001).

2.2.4. Aplicacges industriais das lipases

O interesse industrial por lipases vem aumentando gradativamente, especialmente nas
areas de engenharia de proteinas e enzimologia em meios ndo convencionais que aumentaram
consideravelmente o potencial de aplicacdo das enzimas como catalisadores em processos
industriais (ROVEDA et al., 2010). Dentre as multiplas aplicacGes das lipases se destacam as
sinteses organicas, hidrolise de 6leos e gorduras, melhoramento de sabor no processamento de
alimentos e analises quimicas (SHARMA et al., 2001). Elas também catalisam reacdes de
hidrolise, esterificacdo e transesterificacdo em solventes orgéanicos, sistemas bifasicos e em
solugdes micelares (BABICZ, 2009). A Tabela 2 demonstra as principais aplicacdes industriais

das lipases.



Tabela 2- Principais aplicagdes industriais das lipases.

Setor Aplicacdes das lipases Produto
Alimentos
Laticinio Hidrélise da gordura do x
- Formacao do aroma para
leite. .
produtos lacteos
Panificacdo Melhora sabor e Confeitos e bolos
qualidade, prolongamento da vida
atil do alimento.
Bebidas Melhora aroma e aumenta

Processamento de
derivados do ovo, carnes e peixes

Processamento de 6leos

Quimico

Quimica fina

Detergentes

Farmacéutico e Médico

Medicina

Cosmeético

Analitico

a velocidade da fermentacéo, por
remogao de lipidios.

Melhora a qualidade do
ovo por hidrdlise dos lipidios,
desenvolvimento do aroma e

remocao de gordura.

Transesterificacdo de
oleos

naturais, hidrélise de
6leos

Sintese de Esteres

Retirada de manchas de
gorduras de alimentos

Digestdo de 6leos e
gorduras de alimentos

Remocdo de Lipidios

Anaélise de triglicerideos
no sangue

Bebidas alcoolicas como
0 saqué, vinho e outras

Maionese, produtos
embutidos.

Oleos e gorduras
modificadas

Esteres

Detergentes

Digestivo

Cosmeéticos em geral

Diagnostico

Fonte: CASTRO et al., 2004; SALIHU & ALAM, 2015; KRUGER,2017.

Uma das areas com maior aplicacdo industrial das lipases é a inddstria de detergentes.
A eficiéncia da limpeza desses produtos € aumentada pela adicdo de enzimas em sua
composicdo (HASAN, 2006). A producao de surfactantes corresponde a 32% da venda total de
lipases. Estima-se que 1000 t de lipases sdo adicionadas a aproximadamente 13 bilhdes de
toneladas de detergentes produzidos anualmente (JAEGER & REETZ, 1998, COLLA et al;

2012).



As lipases também tém sido aplicadas no tratamento de efluentes e residuos gordurosos,
nas industrias de racdo animal e de suplementos na alimentacdo de ndo ruminantes, melhorando
a utilizagdo dos nutrientes das matérias-primas que sdo mais dificeis de serem digeridas
(JEGANATHAN, et al, 2007; BODALO et al., 2009).

Elas também tém sido aplicadas como catalisadores na producdo de biodiesel, que é
uma rota alternativa e promissora para contornar os problemas associados a rota convencional.
As vantagens da biocatalise sobre o processo quimico, incluem a esterificacdo de triglicerideos
e &cidos graxos, geracdo de um glicerol mais limpo e, no caso das enzimas imobilizadas, existe

ainda a possibilidade de recuperacéo e reutilizacdo do biocatalizador (DRAPCHO, 2008)

2.3. PRODUCAO DE LIPASES VIA FERMENTACAO

Ha dois tipos basicos de fermentacdo para producdo enzimas: a Fermentacdo Submersa
(FS) e a Fermentacao em Estado Sdlido (FES).

A FES é um processo onde se utilizam microrganismos que crescem em um substrato
solido na auséncia ou baixo teor de agua livre. A umidade deve ser suficiente para garantir o
metabolismo e crescimento celular, sem exceder a capacidade maxima de retencdo de agua. Na
FS, os substratos sdo dissolvidos em meio liquido (PANDEY, 2003; HANSEN et al., 2015).

Segundo Rainbout (1998), Maciel (2006) e Santos S. (2007), se compararmos a FES e
a FS, verificamos varias vantagens da Fermentacdo em Estado Sdlido, principalmente quando
utilizamos os fungos filamentosos, pois 0 meio fermentativo se aproxima das condi¢fes do
habitat natural desse microrganismo; a baixa umidade do meio dificulta a contaminacéo por
outros microrganismos; apresenta alta produtividade por volume de fermentacédo e a extragédo
do produto do meio de fermentacéo ¢ facilitada. Ainda podemos considerar a possibilidade de
emprego de meios de cultivo mais baratos, como aqueles constituidos de residuos de produtos
agricolas ndo refinados (por exemplo, palhas, bagacos e tortas vegetais), que muitas vezes sao
descartados pelas industrias agricolas e, que podem ser usados como substratos para geracdo de
produtos de maiores valores agregados, como, por exemplo, as enzimas hidroliticas com

aplicac@es industriais (lipases, proteases, amilases, celulases, xantanases).



2.3.1. Substratos utilizados na FES para producéo de lipases

Os substratos ricos em contetdo lipidico usados nas industrias de extracdo de 6leos
vegetais, como o girassol, a soja e o0 milho sdo usados na producdo de lipases microbianas
(fungos, leveduras e bactérias) por FES; também vem sendo utilizados subprodutos da
agroindustria como o farelo da casca de trigo, da cevada e do arroz (FERNANDES et al., 2007;
CORADI, 2012).

Nesse sentido, surge uma nova e promissora fonte de 6leo para a industria do biodiesel
e uma alternativa de substrato para FES, a semente de baru (Dipteryx alata), um vegetal que
possui em media 38% de 6leo em sua semente, além do alto teor de proteina.

O baru (Dipteryx alata), arvore da familia Fabaceae, que atinge 15 a 20 m de altura
(Figura 8), € encontrada no Bioma Cerrado, e faz parte do grupo das espécies nativas usadas
pela populagéo regional como fonte de renda familiar. Apresenta frutos do tipo ovoides,
levemente achatados e de coloragdo marrom, com uma Unica semente (améndoa) comestivel e
comercializada em empdrios nos grandes centros, bastante apreciada pela populacao local. Os
frutos quando maduros caem com facilidade da arvore e s@o aproveitados pelos animais,

funcionando como complemento alimentar na época da estiagem (PEREIRA, 2010).

Figura 8— Arvore e semente do baru com a polpa.

Fonte: A autora

Takemoto (2001) pesquisou a composicao quimica da polpa e da semente do baru, sendo
gue os componentes majoritarios foram os lipideos (38,2%) e proteinas (23,9%). O éleo da

semente revelou-se altamente insaturado com 50,4 % de &cidos oleicos e 28,9% de linoleico.



Além de ser uma excelente fonte de &cidos graxos insaturados e energia, o 6leo dos frutos do
cerrado vem ganhando espaco no mercado, pois contém um alto percentual de rendimento

podendo ser utilizados para fins industriais (CICONINI et al., 2013).

2.4. CONSIDERACOES FINAIS DA REVISAO DA LITERATURA

Nos ultimos anos, o biodiesel atraiu de forma considerdvel o interesse por um
combustivel de transporte alternativo, biodegradavel e ndo poluente, tanto em estudos
utilizando novas matérias-primas para sua producdo como o uso de biocatalisadores alternativos
que substituam os processos alcalinos convencionais que consomem energia e geram
subprodutos indesejaveis, como sabdes, que dificultam a separacéo e purificagdo do biodiesel.
Neste sentido foi dedicada atencdo especial ao uso de lipases como biocatalisadores na
producéo de biodiesel devido sua taxa de conversao favoravel em condicGes de processamento
relativamente simples.

A partir da revisdo de literatura, podemos observar poucos trabalhos com o uso da
semente de Dipteryx alata, tanto para matéria-prima de producdo de biodiesel como para
lipases. Para confirmar, foi realizada uma busca no Web of Science e no Science Direct sobre
a quantidade de artigos publicados nos Gltimos 10 anos, empregando as palavras-chaves: lipase-
biodiesel, lipase-Dipteryx alata, biodiesel-Dipteryx alata que resultou nos dados mostrados na
Figura 9.

Figura 9 — Numero de artigos publicados nos ultimos 10 anos referente as palavras chaves

pesquisadas: Lipase - Biodiesel; Biodiesel - Dipteryx alata; Lipase - Dipteryx alata.
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Fonte: A autora.



De acordo com o levantamento realizado no Web of Since, foram encontrados um total
de 3000 artigos sobre lipase-biodiesel; 2 sobre Biodiesel-Dipteryx alata e O sobre lipase-
Dipteryx alata. Com relagdo ao Science Direct, foram encontrados um total de 2498 sobre
lipase-biodiesel, 0 sobre Biodiesel-Dipteryx alata e 0 sobre lipase- Dipteryx alata.

Assim, ao analisarmos a Figura 9, verificamos poucos trabalhos publicados utilizando a
semente de Dipteryx alata nos dltimos 10 anos. Néo foram encontrados trabalhos na literatura
utilizando-a como matéria-prima na producdo das lipases e apenas dois trabalhos na producéao
de biodiesel.



3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral o estudo da producéo de lipase fingica de
Penicillium sumatrense por Fermentacdo no Estado Sélido (FES), utilizando como substrato a
semente de baru (Dipteryx alata) e a sua avaliacdo catalitica em reacdes de sintese de ésteres

do biodiesel.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1 Estudos de Fermentagao
e Otimizar a producéo de lipases por FES, utilizando a semente de baru como substrato, pelo
estudo dos efeitos das seguintes variaveis no Planejamento Experimental 22: granulometria do

substrato, umidade do substrato e tempo de cultivo.

3.1.2 Estudos de Sintese

e Produzir a lipase nas condicdes otimizadas no Planejamento Experimental.

e Analisar a composicao de acidos graxos do 6leo do baru atraves do metodo de cromatografia
gasosa.

e Aplicar as lipases na reacdo de esterificacdo dos acidos graxos livres obtidos por hidrélise
do dleo da semente do baru e quantificar os ésteres de biodiesel pelo método

espectrofotométrico.



4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na Universidade Estadual do Oeste do Parand, no
Centro de Engenharia e Ciéncias Exatas — Campus Toledo, nos Laboratdrios de Microbiologia
e Laboratorio de Processos de Separacdo. Todas as analises de sintese foram realizadas no
laboratério do Ndcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentvel (NPD) da
Universidade Federal do Parana (UFPR).

4.1. REAGENTES

Neste trabalho foram utilizados reagentes de grau analitico e grau de pureza requeridos
nos experimentos, como a acetona PA (SYNTH), acido oleico (SIGMA-ALDRICH, 99 %),
Agar BDA (KASVI), Goma Arébica (SYNTH), Etanol (SYNTH, 95%), Piridina PA (SYNTH)
e acetato de cobre 1l PA (DINAMICA).

4.2. CARACTERIZACAO FiSICA DA SEMENTE DE BARU E DA CASCA DE ARROZ

A semente de baru (Dipteryx alata), foi adquirida da empresa Biominas—MG. Com
relacio as sementes de baru estudadas, observou-se que as sementes apresentavam
comprimento entre 2,5 a 3,2 cm (Figura 10 A).

Com relacdo a casca de arroz, observou-se que essas cascas apresentavam comprimento
entre 1,2 e 1,5 cm (Figura 10 B). O residuo agroindustrial casca de arroz (Oryza sativa) foi

adquirido da empresa Moinho Iguagu, Itaipulandia-PR.



Figura 10. O baru (A) atuou como fonte de carbono, enquanto a casca de arroz (B) como
suporte fisico.

Fonte: A autora.

4.3. COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DA SEMENTE DE BARU E CASCA DE ARROZ

As analises de cinzas, teor de 0leo, proteina e umidade foram realizadas pelo Grupo de
Estudos de Manejo na Aquicultura— GEMA(q, da Universidade Estadual do Oeste do Parand,
em Toledo-PR.

Para a analise da composicdo centesimal, utilizou-se a metodologia descrita conforme
Associacdo de Quimicos Agricolas Oficiais (AOAC, 2005).

4.4, EXTRACAO DO OLEO DA SEMENTE DE BARU PARA APLICACAO NA SINTESE
ENZIMATICA DO BIODIESEL

O dleo foi extraido pelo método de Sohxlet. Apos a extracdo do 6leo da semente de

baru, este foi utilizado na sintese enzimatica do biodiesel.

4.4.1. Extracéo do 6leo da semente de baru por Soxhlet

Neste método, os acidos graxos sdo extraidos da amostra por contato de solvente e
separados. Foi utilizado neste trabalho, como solvente o n-hexano, sendo adicionado em um
Erlenmeyer, 100 g da semente de baru moida e 500 mL de n-hexano. Acoplou-se ao sistema de

refluxo como o condensador e ligou-se o aquecimento (Figura 11). A temperatura foi mantida



a 65 °C durante 3 horas. Apos a amostra foi filtrada e separada em rotoevaporador segundo a
metodologia do American Oil Chemical Society (AOCS 1990, CORREIA 2009).

Figura 11- Extracdo do 6leo de baru pelo método Soxhlet.

Fonte: A autora.

4.5. MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado neste trabalho foi uma cepa fangica endofitica isolada das
folhas de mamona (Ricinus communis L.), previamente identificada como Penicillium
sumatrense por sequenciamento de DNA ribossomal de acordo com a metodologia descrita por
STRINGARI (2009). Esta cepa foi gentilmente cedida pelo grupo de pesquisa da professora
M.Sc. Roseli Mello, da Universidade Tuiuti do Parana, Curitiba-PR.

Para a manutencdo da cepa, realizada a cada quatro meses, o fungo Penicillium
sumatrense, foi incubado em meio BDA — cloridrato de tetraciclina (250 mg L™ de meio BDA)

e Clorafenicol (1% m\v), em placas de Petri (Figura 12).

Figura 12- Fungo Penicillium sumatrense incubado em meio BDA-—cloridrato de tetraciclina
(250 mg L™ de meio BDA) e Clorafenicol (1% m/v).

Fonte: A autora.

O fungo foi incubado em estufa a 28°C por quatorze dias, apods o crescimento foi transferido



e estocado em tubos estéreis contendo agua esterilizada (CASTELANI, 1967). A cepa foi entdo

armazenada, sob refrigeracéo, a 4°C.

4.6. ESTERILIZACAO DOS MEIOS E EQUIPAMENTOS

Para garantir condicdes estéreis de crescimento dos microrganismos, 0s meios sélidos
de propagacgdo, do in6culo e de producdo, bem como todos os materiais utilizados foram
esterilizados em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

4.7. PRODUCAO DA LIPASE

Para a producdo da enzima, foi utilizado como substrato, a semente de baru (Dipteryx
alata), adquirida da empresa Biominas — MG e o residuo agroindustrial casca de arroz (Oryza
sativa), adquirido da empresa Moinho Iguacu — Itaipulandia \PR.

Nos estudos preliminares, avaliou-se a cinética de producéo de lipases de Penicillium
sumatrense, utilizando-se a semente de baru (Dipteryx alata) como substrato, durante 168 horas
de fermentacéo, a 28°C, 55 % de umidade e granulometria do substrato entre 20 Mesh (0,84
mm) e 15 Mesh (1,18 mm). Os experimentos foram realizados em duplicata.

Os valores de atividade lipolitica foram obtidos pelo método titulométrico, conforme
item 4.10.1.

4.7.1. Condicdes de Cultivo no Meio Sélido

Para avaliar a producdo da enzima, utilizou-se como substrato a semente de baru
(Dipteryx alata) e a casca de arroz (Oryza sativa). Enquanto a semente de baru serviu como
fonte de nutrientes e energia para o crescimento fungico, a casca de arroz foi um suporte para
0 microrganismo.

Os ensaios de FES foram realizados conforme metodologia descrita por Rodrigues et
al. (2015), com adaptacGes. Para a preparacdo do inoculo foram utilizados frascos de
erlenmeyers de 250 mL contendo o meio BDA — cloridrato de tetraciclina (250 mg L de meio
BDA) e cloranfenicol (1% m/v). O fungo foi incubado em estufa a 28°C por 14 dias. Ap0s 0
crescimento foi feita a solucdo de esporos, com pérolas de vidro e adi¢do agua estéril conforme

figura 13.



Figura 13 — Solugéo de Esporos.

Fonte: A autora.

Apo6s o preparo 0s meios foram esterilizados em autoclave, e ap6s atingir temperatura
ambiente foram acrescidos de 108 esporos g™ do in6culo. Nos estudos cinéticos, os solidos
foram incubados em estufa a 28°C durante 24, 48, 72, 96 e 120, 144 e 168 horas (Figura 14).
Este estudo cinético foi realizado para se determinar o pico maximo de producédo de lipases. A
producdo de lipase foi acompanhada pela dosagem da atividade lipolitica (método
titulométrico) no material fermentado. A atividade lipolitica é expressa como unidades de

atividade enzimatica por grama de sdlido fermentado (U gSS™).

Figura 14- Substratos inoculados assepticamente com o inéculo.

Fonte: A autora.



Para a FES foram utilizados Erlenmeyers de 250 mL, contendo, 5 gramas do residuo
agroindustrial casca de arroz (Oryza sativa) e 5 g de semente de baru (Dipteryx Alata) com
diferentes granulometrias (2,80 a 1,18 mm) e teores de umidade (50, 55 e 60%), utilizando-se

tampao fosfato pH 7,0 (50 mM). Os experimentos foram realizados em duplicata.

4.7.2. Secagem do Solido Fermentado

Nos estudos cinéticos e nos experimentos utilizando o planejamento Experimental 22,
os solidos fermentados foram congelados a 0 °C, por 24 horas, para interromper o crescimento
flngico. Apos esse periodo, foram secos em estufa em circulacio de ar por 48 horas a 30 °C,

acondicionados em embalagens plésticas e armazenados em geladeira.

4.8. OTIMIZACAO DA FES ATRAVES DO DELINEAMENTO FATORIAL

4.8.1. Otimizacdo da producdo de lipases de Penicillium sumatrense utilizando

planejamento experimental 22

Apds os estudos cinéticos, realizou-se um planejamento experimental 22 com ponto
central, empregando as variaveis que influenciam na producdo da enzima: granulometria do
substrato e umidade. O objetivo do Planejamento foi otimizar a producéo de lipases. Todos 0s
experimentos foram realizados conforme descrito em 4.7.1. Os niveis das variaveis analisadas
podem ser observados na Tabela 3. A variavel resposta escolhida foi a atividade enzimatica em
U (Unidades Totais) de cada meio fermentado. As analises estatisticas foram realizadas pelo

software Statistica 7.0.



Tabela 3 Planejamento experimental do delineamento fatorial 22 com ponto central aplicado
no estudo da FES, para a producéo de lipase de Penicillium sumatrense.

Experimento Granulometria (Mesh) Umidade (%)
1 (-1) 15,0 (-1) 50,0
2 (+1) 20,0 (-1) 50,0
3 (0) 17,5 (0) 55,0
4 (+1) 20,0 (+1) 60,0
5 (-1) 15,0 (+1) 60,0

Legenda: Os experimentos foram realizados em duplicata com triplicata no ponto central.

Os experimentos foram realizados com diferentes combinagBes das varidveis

independentes a fim de encontrar o melhor efeito desses fatores para a producao da lipase.

4.9. ESTUDO DA SINTESE ENZIMATICA

4.9.1. Hidrolise do 6leo da semente de baru

Os acidos graxos, presentes no 0leo da semente de baru, extraidos pelo método de
Soxhlet em n-hexano, conforme descrito no item 4.4.1 foram hidrolisados a quente segundo
Costa (2012), com adaptacdes.

Dissolveu-se, em um erlenmeyer, 5 g do 6leo em 100 mL de uma solucdo de etanol
(95%) / hidroxido de potassio 1 mol L (5%) e apds realizou-se um sistema de refluxo durante
1 hora a 60 °C. Apos resfriamento, adicionou-se 300 mL de 4gua destilada e deionizada. A fase
aquosa foi entdo acidificada com 100 mL de &cido cloridrico concentrado e o0s acidos graxos
livres extraidos com 600 mL de acetato de etila. ApoOs a agitacdo em shaker por 5 minutos e
repouso por 5 minutos, retirou-se a camada organica e evaporou-se 0 solvente em um
rotoevaporador, obtendo-se assim os &cidos graxos livres.

Os &cidos graxos livres obtidos foram posterirormente esterificados conforme descrito
em4.9.2.



4.9.2. Reagéo de Esterificacdo por Adicéo Direta do Material Fermentado

Os estudos de sintese, foram realizados utilizando-se o solido fermentado contendo a
lipase, por adi¢do direta.

Nestes experimentos, a enzima foi produzida por FES com a semente de baru, nas
melhores condic@es do Planejamento Experimental 22, granulometria do substrato de 15 Mesh
e umidade 60%.

A verificacdo de sintese dos ésteres do biodiesel foi realizada utilizando-se os &cidos
livres obtidos pelo processo de hidrélise (item 4.9.1)

O estudo da cinética enzimatica dos ésteres de biodiesel, permite avaliar o rendimento
dos reagentes em produtos em funcdo do tempo. A sintese foi conduzida em frascos
erlenmeyers de 125 mL, contendo um volume reacional de 10 mL. Em cada frasco foram
adicionados o solido fermentado (60 U), 50 mM dos &cidos livres obtidos através da hidrolise,
450 mM de etanol e 10 mL de n-hexano. As reagdes foram incubadas em Agitador orbital a 37
°C e 180 rpm, e a cinética acompanhada por 400 minutos (0, 20, 40, 60, 90, 150, 210, 270, 350
e 400 minutos).

Este método foi utilizado para verificar qual o tempo necessario para converter os acidos
graxos em ésteres do biodiesel. O rendimento em éster foi avaliada pelo método pelo Método
Espectrofotometrico (item 4.10.2) de Lowry-Tinsley (1976), baseado na curva de calibracéo do

acido oleico.

4.10. METODOS ANALITICOS

4.10.1. Determinacao de Atividade Lipolitica- Método Titulométrico

A dosagem da atividade enzimatica foi determinada pelo método titulométrico descrito
por Rodrigues et al. (2015), com adaptacdes. Para as dosagens foi preparada uma emulséo
contendo 6leo de oliva (7,15% m/v) emulséo de goma arabica (7% m/v) em tampao fosfato 2,5
mM e pH 7,0. O ensaio foi realizado em Erlenmeyers de 125 mL, adicionando-se 20 mL da
emulsdo e 1 grama do sdlido fermentado. As amostras foram incubadas em Shaker, sob
agitacdo, por 20 minutos, a 37 °C. A reacdo foi paralisada adicionando-se 20 mL de solucdo de
etanol/acetona (1:1 v/v). Os acidos graxos liberados foram titulados em solucdo de NaOH (0,1

M) até pH 10. Uma unidade de atividade lipolitica foi definida como a quantidade de enzima



que libera 1 mM de &cido graxo por minuto nas condigdes descritas acima, sendo o resultado

expresso em unidades totais por fermentacao.

4.10.2. Determinacdo de Atividade Lipolitica-Método Espectrofotométrico

Este método espectrométrico (Lowry & Tinsley, 1976) foi utilizado para quantificar o
teor residual de acidos graxos durante a sintese enzimética do biodiesel, a partir do éleo da
semente de baru.

Baseia-se na ligacéo entre os acidos graxos livres e os ions cobre 11 em meio orgénico,
possibilitando a avaliagdo do percentual de acidos graxos convertidos a ésteres.

Adicionou-se 0,2 mL do meio reacional a 2,4 mL de tolueno e 0,5 mL da solucdo de
piridina e acetato de cobre 11 (5%). As reacdes foram agitadas em vortex por 30 segundos e a
fase orgéanica lida em espectrofotdmetro em 715 nm.

O rendimento em éster foi calculado a partir do consumo do &cido graxo do meio
reacional relacionada a absorbéncia atraves da curva de calibracdo (Figura 15) feita com acido
oléico (Sigma, 99 % PA) e nas mesmas condicdes do ensaio. O acido oleico foi utilizado porque

estd em maior porcentagem no 6leo de baru (50,4 %), segundo a literatura (ARAKAVA, 2018).

Figura 15 — Curva de Calibracdo do Acido Oléico.
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4.10.3. Identificacdo dos ésteres do 6leo de baru

Foi extraido o Oleo da semente de baru (método de Soxhlet). A partir do 6leo foi
produzido o biodiesel metilico (transesterificacdo alcalina) (PEREIRA, 2015) e os ésteres de
biodiesel foram quantificados por Cromatografia Gasosa (CG).

Foi utilizado um cromatdgrafo gasoso Varian modelo Saturn 1800 com um detector
4000 MS (ion) equipado com uma coluna capilar DB225 de 30 mm (comprimento) x 0,25 mm
(diametro interno) x 0,25 um (espessura do filme). A rampa de temperatura foi: injetor a 250
°C, forno inicialmente a 50 °C, mantido por 2 minutos, aquecido a 90 °C (20 °C.min e ent&o
mantido por 1 minuto) e depois a 280 °C (5°C.min"! e depois mantido por 2 minutos). Espectro
de ionizacdo eletronica foi obtido a 70 eV e 200 °C. O volume de injecdo foi 1 uL com uma
razdo de 1:10. Analises depois da corrida foram feitas com o Saturn Workstation 5.1. Os ésteres
foram identificados comparando o tempo de retengdo com o padrdo FAME (Fatty Acid Methyl

Esther) comercializado pela Sigma-Supelco.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO SUBSTRATO

As sementes de baru (Dipterix alata) e a casca de arroz (Oryza sativa) foram submetidas
a um processo de andlise e avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas de acordo com 0s

procedimentos descritos por AOAC (2005). Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados da composicao centesimal da semente de baru (Dipterix alata) e casca

de arroz (Oryza sativa).

Residuo
Parametro
Baru (SB) Arroz (CA)
Cinzas 2,37 %+ 0,09 20,64% + 0,78
Umidade 8,99% + 0,07 8,93% + 0,03
Proteinas 16,6% £ 0,78 2,49 % £ 0,10
Teor de Oleo 37,8 %+ 0,18 0,47% + 0,12

Pode ser observado que as améndoas apresentaram baixo teor de umidade, assim como
os relatados por Vallilo et al (1990) (5,8%) e por Takemoto et al. (2001) (6,1%), que tambem
analisaram as améndoas cruas. Melhem (1972) observou teor médio de umidade para améndoas
da regido do Estado de Minas Gerais de 10,7 %, superiores aos obtidos neste trabalho.

O teor de cinzas observado foi de 2,37 %, valor préximo aos obtidos para a améndoa do
baru por Fernandes et al. (2010) e Fraguas et al. (2014), de 3,34 % e 2,65 %, respectivamente.

O teor de dleo obtido foi de 37,8 % e se assemelha aos valores obtidos por outros autores
como Almeida (1988) e Togashi (1993), que obtiveram teores de 38% e 40,27%,
respectivamente.

Ao analisar os resultados da Tabela 4, verifica-se que o teor de 6leo da casca de arroz
(CA) € extremamente baixo (menor que 1%) em comparacdo a semente de baru (SB) (37,8% *
0,18). A CA foi utilizada como suporte para a producdo de lipases fungicas por FES, enguanto
0 baru como substrato. Este substrato € viavel e de facil obtencéo, se tornando 6tima opcdo para
a FES e producdo de enzimas, uma vez que a semente de baru servira como fonte de lipidios,

que induzem a producdo de lipases.



Outras vantagens do uso do baru (Dipterix alata) é que o proprio material fermentado
pode ser utilizado como suporte para a enzima e aplicado diretamente em reac6es de sintese.

Conhecidos também a umidade de cada um dos substratos, pode-se ajustar a umidade
disponivel durante a fermentacdo de modo a favorecé-la.

Apobs determinar a composicao fisico-quimica dos substratos, realizou-se entdo um

estudo cinético de fermentacdo para os dois substratos escolhidos para o estudo.

5.2. ESTUDOS DE PRODUCAO DE LIPASES DE Penicillium sumatrense POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

5.2.1. Cinética de Producdo da Enzima

Nos estudos prévios avaliou-se a cinética de producdo de lipases de Penicillium
sumatrense, utilizando-se a semente de baru como substrato, durante 168 h de fermentacgéo, a
28 °C, 55 % de umidade e granulometria do substrato entre 20 e 15 Mesh (1,18 e 2,80 mm). Os

resultados da cinética de producéo de lipases estdo apresentados na Figura 16.

Figura 16- Cinética de producéo de lipase fungica de Penicillium sumatrense por fermentacéo
no estado solido. Os ensaios foram realizados com umidade de 55 %. Experimentos realizados
em duplicata com temperatura de 28°C.
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Os resultados demostraram que inicialmente houve um aumento de atividade lipolitica

com o tempo de fermentacdo devido ao maior crescimento do microrganismo em fase



exponencial e maior disponibilidade de substrato. A maior atividade lipolitica (337,5 U ou
33,75 U gss™) foi obtida apds 72 horas de fermentagéo.

Apds o tempo de 72 horas, nota-se uma diminuicéo dos valores de atividade lipolitica,
provavelmente devido a diminuicdo da fonte de carbono dos éleos presentes no substrato. Na
determinacdo de lipideos, realizada segundo o método AOAC (2005), verificou-se que no inicio
da fermentagdo o valor era de 37,8 + 0,18 % e ap06s 96 horas de fermentacdo o valor reduziu
para 18,2 %.

A queda na atividade lipolitica ocorre porque o fungo comeca a produzir proteases para
processar as outras fontes de carbono menos abundantes. Essas proteases sdo capazes de
hidrolisar as ligagcdes peptidicas presentes em proteinas e outras enzimas, desnaturando e
diminuindo a concentracdo de lipases (OLIVEIRA, 2013). Apds realizar os estudos prévios,

iniciou-se os estudos de FES através de um Planejamento experimental 22.

5.2.2. Otimizagdo da producdo de lipases de Penicillium sumatrense utilizando

planejamento experimental 22

Para otimizar a produc&o de lipases foi realizado um planejamento experimental 22 com
triplicata do ponto central, empregando as variaveis que influenciam na producdo da enzima:
granulometria do substrato e umidade. Os niveis das variaveis analisadas podem ser observados

na Tabela 5. A variavel resposta escolhida foi a atividade enzimatica em U (Unidades Totais).

Tabela 5- Resultados experimentais do delineamento fatorial 22 com ponto central aplicado no
estudo da FES, utilizando a semente de baru como substrato, para a producdo de lipase de
Penicillium sumatrense.

Experimento Granulometria (Mesh)  Umidade (%) Unidades Totais (U)

1 -1 (15,0) -1 (50,0) 110,0/ 105,0
2 +1 (20,0 -1 (50,0) 97,0/ 93,0
3 -1 (15,0) +1(60,0) 235,0/ 219,0
4 +1(20,0) +1(60,0) 123,0/ 142,0
5 0 (17,5) 0 (55,0) 152,0

6" 0 (17,5) 0 (55,0) 147,0

7* 0 (17,5) 0 (55,0) 160,0

Legenda: Os experimentos foram realizados em duplicata. " Pontos centrais.



Os experimentos foram realizados com diferentes combinagBes das variaveis
independentes a fim de encontrar o melhor efeito desses fatores para a producéao da lipase.

Com intuito de avaliar o efeito das condi¢Oes operacionais investigadas foi utilizado o
gréafico de Pareto, o qual é apresentado na Figura 17.

Figura 17- Gréfico de Pareto na interacdo dos efeitos das varidveis na atividade enzimaética,
com um intervalo de 95% de confianca.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Unidades Totais U
2*%(2-0) design; MS Pure Error=69,16667
DV: Unidades Totais U

p=,08
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

(2)Umidade (%) 13,34862

(1)Granulometria (Mesh) -9,09746

1by2 -6,9?189

Para este experimento, foi assumido o valor de p igual a 0,05, que indica a probabilidade
do resultado obtido ter uma confianca de 95%. O delineamento experimental e as analises dos
efeitos gerados pelas variaveis bem como seus valores de p foram calculados empregando-se o
software Statistica 7.0. Ao analisar a Figura 17 podemos observar que as duas variaveis
(umidade e granulometria) foram estatisticamente significativas dentro dos niveis avaliados a
95% de confianca.O modelo foi validado a partir do valor de F calculado obtido (Tabela 6),

para o intervalo de confianca de 95%.



Tabela 6- Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de atividade enzimatica obtida pelo

fungo Penicillium sumatrense.

SQ GL SM F
Modelo 21751,91 4,00 5437,9775 78,6175
Erro 415,00 6,00 69,17
Total 22166,91 10,00

Legenda: SQ: Soma dos Quadrados; GL: Graus de Liberdade; SM: Soma dos Quadrados Médios; F:
Distribuicdo F de Fisher-Snedecor

Observa-se pela Tabela 6 que o valor F de Fisher-Snedecor obtido para o modelo é
78,6175. Com os valores dos graus de liberdade do modelo e do erro, encontrou-se o valor do
F tabelado como sendo 4,534. Como o valor F obtido é superior ao valor F tabela, o0 modelo é
considerado significativo e valido. O modelo obtido, em variaveis codificadas, é apresentado
na Equacgéo 01, de Regressdo em Unidades Codificadas.

U = 143,91 - (26,75.G) + (39,25.Umid) — (20,50.G.Umid)
Onde: UT= Unidades Totais
Gran= Granulometria

Umi= umidade

Os valores obtidos das atividades enzimaticas observadas e previstas pelo modelo sao
apresentados na Figura 18 e sugerem uma correlacdo satisfatdria entre valores experimentais e

previstos.



Figura 18- Grafico de paridade para mostrar a distribuicdo dos observados e os valores

previstos para producado de lipase.

Valores Preditos vs. Observads

260

240

220

200

180

160

Valores Preditos

140

120

100 [+)

80
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Valores Observados

Nota-se na Figura 18, que os pontos observados e preditos ndo se distanciam muito da
reta identidade, deste modo, torna-se possivel afirmar que o modelo segue uma distribuicédo
normal observando que ha um bom ajuste. Além do mais, 0 modelo apresenta a distribuicdo do
erro de forma aleatoria, fato que elimina a existéncia de erros sistematicos ou de que a analise
seja tendenciosa, 0 que atribui uma maior confiabilidade ao modelo.

Os graficos de contorno e de superficies de respostas obtidas sdo apresentados nas
Figuras 19 e 20, respectivamente, concluindo-se que o processo de producdo da enzima é
altamente influenciado pelo efeito combinado da granulometria e da umidade do meio
fermentativo. Onde podemos notar que com o0 aumento da umidade e diminuicdo da

granulometria hd uma maior producdo da enzima lipase.



Figura 19- Superficie de resposta para a influéncia das variaveis granulometria e umidade na
atividade lipésica
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Figura 20- Curva de contorno que apresenta a interacdo entre as variaveis Granulometria e
Umidade para a producao de lipase.
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A granulometria € um parametro importante para o crescimento e atividade microbiana

no substrato. O tamanho das particulas interfere diretamente no crescimento pois as particulas



menores aumentam a superficie de contato ocorrendo um melhor aproveitamento dos nutrientes
0 que favorece o crescimento fangico. Porem particulas menores podem dificultar a troca
gasosa e dissipacdo de calor, neste contexto a granulometria deve ser selecionada de acordo
com cada estudo e processo em particular (PANDEY et al., 1999). Analisando-se o grafico de
superficies de resposta, verifica-se que a condicdo 6tima para a granulometria foi de 15 mesh
(1,28 mm).

Analisando-se os gréaficos de Contorno e de Superficie de Resposta, (Figuras 19 e 20)
observa-se que para aumentar o valor da resposta Unidade U, é preciso caminhar em dire¢cdo ao
menor valor da granulometria e para o maior valor da Umidade.

Verifica-se que ndo obtemos efetivamente um ponto 6timo, pois tem-se uma superficie
plana. Indica-se um novo planejamento, onde estes pontos sejam considerados como 0s novos
pontos centrais, no &mbito de encontrar 0 ponto 6timo.

Porém, dentro das limitacdes do teor de umidade na FES (entre 50 e 65%) os resultados
obtidos foram 6timos. Segundo BINOD et al. (2015), a fermentacdo sera classificada como
submersa (FS) quando é conduzida com um teor alto de &gua livre, com uma umidade superior
a 65% e, quando a fermentacdo ocorre com um indice de agua livre reduzido, umidade inferior
a 65%, a fermentacdo sera caracterizada como fermentacdo em estado sélido (FES). Portanto,
deve-se trabalhar com uma umidade que mantenha o equilibrio entre a disponibilidade de agua,
expansdo do substrato e efeitos de difusdo do oxigénio.

Dutra (2007) estudou o efeito da umidade no processo de FES para producdo de lipase
utilizando Aspergillus niger, em substrato farelo de trigo e como indutor o éleo de mamona.
Trés condicbes de umidade (50, 60 e 70%), os resultados mostraram que o melhor teor de
umidade para a producdo de lipase foi de 60%. Um alto teor de umidade diminui a porosidade
do substrato, diminuindo a troca gasosa, € um teor muito baixo de umidade acarreta menor
crescimento do microrganismo, o que também diminui a producdo de enzima (MAHANTA,
GUPTA & KHARE, 2008).

Verifica-se na Tabela 6, que o ponto 6timo do Planejamento Experimental foi obtido
com uma granulometria de 15 mesh e umidade de 60%, obtendo-se uma atividade enzimatica
total de 227 U, durante 72 horas de fermentacdo. Comparando-se os resultados com Kriiger
(2017), que realizou um estudo utilizando a torta de crambe como substrato na FES e fungo
Penicillium sumatrense como produtor de lipase, verificou-se que os valores obtidos séo

proximos aos encontrados neste trabalho. A autora obteve atividade enziméatica maxima de



243,0 U em 96 horas de fermentagdo, com 60% de umidade, granulometria de 28 mesh (0,6
mm) e temperatura de 27 °C.

Oliveira et al. (2017) produziram lipase de Aspergillus ibericus por FES utilizando
bagaco de azeitona e farelo de trigo e conseguiram uma atividade final de lipase de 223 £ 5 U,
apos 168 horas de fermentacdo. Rigo et al. (2009) obtiveram uma producdo maxima de lipase
de Penicillium sp. de 317 U, com o uso de farelo de soja. Souza et al. (2017) utilizaram a torta
de canola e farelo de soja como matéria-prima para producdo de lipase de Yarrowia lipolytica
por FES. A atividade maxima lipolitica obtida por FES, com torta de canola, apds 28 horas de
fermentacdo, foi de 72,6 + 2,4 U g*. Ja com farelo de soja, apds 14 horas de cultivo, a atividade
lipolitica maxima foi de 93,9 +2,9 U g*.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que os estdo de acordo com a
literatura, e que os substratos sdo propicios para producéo de lipases fungicas via fermentacéao
em estado solido (FES).

5.3. ESTUDO DA SINTESE
5.3.1. Caracterizacio da Composicdo em Acidos Graxos do Oleo de Semente Baru
Os ésteres analisados foram preparados por transesterificacdo basica, utilizando metanol

como reagente. Na Tabela 7 estdo apresentados os dados referentes ao perfil de ésteres do 6leo

de semente de baru, disponiveis na literatura comparados aos dados obtidos neste trabalho.



Tabela 7- Composicdo em acidos graxos da semente de baru, disponiveis na literatura

comparados com este trabalho.

Acidos Graxos Arakava, 2018 Takemoto et Carrazzae  Pereira,2015 Dados do
al. 2001 Avila 2010 autor,
2020.
Palmitico (C16:0) 7,39-7,60 7,60 7,60 6,28 8,69
Esteérico (C18:0) 4,62-5,40 5,40 5,40 5,87 8,01
Araquidico(C20:0) 1,07-1,10 1,07 1,07 1,38 -
Behénico (C22:0) 2,60-2,64 2,60 2,60 2,77 -
Lignocérico(C24:0) 2,10-3,02 2,10 2,10 0,21 4,31
Oléico (18:1) 48,37-50,40 50,40 50,4 46,66 50,22
Gadoleico (C20:1) 2,70 2,70 2,70 - -
Linoléico (C18:2) 28,0-30,13 28,0 28,0 30,84 28,77
Linolénico (C18:3) 2,22 - - 0,21 -

No que se refere ao perfil de ésteres do 6leo extraido da semente de baru, pode-se
observar na Tabela 7, que o Oleo possui elevado grau de insaturacdo que deve-se a
predominancia dos &cidos oléico e linoleico, que variam de 48,37 a 50,40 % e 28,00 a 30,13,
respectivamente.

Oleos vegetais ou gorduras muito insaturados (6leo de tungue) ou pouco insaturados
(sebo de boi) levam a producéo de biodiesel de baixa qualidade. No primeiro caso, 0 excesso
de duplas ligacdes pode levar a polimerizacéo pelo contato com o ar ou, quando aquecidos, a
polimerizacdo oxidativa do biodiesel, durante seu armazenamento ou uso. J4 0 excesso de
cadeias completamente saturadas aumenta o ponto de fusdo do combustivel, o que limita o seu
uso em regides de clima temperado e frio. Estes problemas muitas vezes podem ser contornados
com o uso de aditivos, por exemplo, antioxidantes, ou utilizacdo de misturas de duas ou mais
matérias-primas, de forma a obter misturas com propriedades que melhoram tanto o seu
processamento para gerar o biocombustivel quanto as propriedades finais do mesmo (SUAREZ
et al., 2009).

O indice de acidez ¢ um dos parametros mais importantes para se avaliar a qualidade

e estado de conservacao dos 6leos vegetais (MATA et al., 2012).



Um processo de decomposi¢do por hidrolise, oxidacéo ou fermentacéo altera o pH do
meio. A decomposicao dos triglicerideos é acelerada pela luz e calor, e a rancidez é um indicio
da presenca de acidos graxos livres (PEREIRA, 2015).

Pereira (2015) determinou o indice de acidez do dleo de baru. O autor obteve um valor
de 2,46% de &cidos graxos livres (AGL), indicando que o 6leo de baru pode ser utilizado na
producdo de biodiesel por transesterificacdo alcalina, pois o limite recomendavel para a
etanolise é de 5% de AGL.

A composicdo de &cidos graxos na semente baru é qualitativamente semelhante a do
6leo de amendoim (TAKEMOTO et al., 2001).

5.3.2. Reacdo de Esterificacdo Enzimética por Adicdo Direta do Material Fermentado

5.3.2.1. Método Espectrofotomético

Os estudos de sintese foram realizados utilizando-se o solido fermentado contendo a
lipase, por adicdo direta. Nestes experimentos, a enzima foi produzida por FES com a semente
de baru, nas melhores condigdes do Planejamento Experimental 22, granulometria do substrato
de 15 Mesh e umidade 60%. Foram realizados estudos para a verificacdo de sintese de ésteres
do biodiesel.

Utilizou-se como reacdo modelo, a sintese enzimatica do oleato de etila (Figura 22),
pois 0 acido oleico esta em maior porcentagem no Oleo de baru, segundo a literatura
(TAKEMOTO et al. (2001); CARRAZZA & AVILA, 2010; ARAKAVA, 2018).

Figura 21. Reacdo de sintese do oleato de etila catalisada pela lipase.
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O estudo da cinética enzimatica dos ésteres do biodiesel, conforme descrito no item
4.9.2, permite avaliar o rendimento dos reagentes em produtos em funcéo do tempo. A sintese
foi realizada com o sélido fermentado (60 U), 50 mM de &cidos graxos livres, 450 mM de
metanol e 10 mL de n-hexano. As reacdes foram realizadas a 37 °C e acompanhadas por 400

minutos (Figura 23), segundo 0 método espectrofotométrico (4.10.2).



Figura 22- Cinética de rendimento do oleato de etila em funcao do tempo utilizando-se o sélido
fermentado, contendo a lipase de Penicillium sumatrense produzida por FES. Condigfes: 37
°C, 10,0 mL de n-hexano, razdo molar 1:9 (acido:alcool) e 60,0 U.
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A reacdo de esterificacdo enzimatica foi utilizada para verificar qual o tempo necessario
para converter 0s &cidos graxos em ésteres do biodiesel. O método utilizado foi o
espectrofotométrico, sendo que esse ndo € utilizado na literatura para acompanhar reacao de
sintese de esteres de biodiesel, apenas os métodos Cromatograficos.

Neste trabalho, utilizou-se 0 método espectrofotométrico, pois € um método mais
econémico que o Cromatografico. Analisando-se a Figura 23, verifica-se que a reacao atinge o
equilibrio quimico apds 270 minutos de reacdo, com um rendimento em éster de 100 %.

Batista (2012), estudou a producéo de biodiesel com 6leo da semente de baru extraida
por prensagem mecanica convencional, utilizando o hidroxido de potassio como catalisador na
reacao de transesterificacdo. Foi realizada a transesterificacdo com etanol e metanol, sendo que
a utilizacdo do metanol (MEOH) foi mais eficiente para producdo do biodiesel (91%) se
comparado com a conversao quando utilizado o etanol (86%). Comparando-se estes resultados
de testes quimicos e fisicos com as normas oficiais (ASTM e 1424) para biodiesel, verifica-se
que os dados confirmaram a qualidade do 6leo de baru.

O fato de esses produtos atenderem aos requisitos oficiais de qualidade do
biocombustivel ¢ uma evidéncia que usar 6leo de baru para producdo de biodiesel € uma
abordagem viavel.



6. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a viabilidade da producdo de lipases por Penicillium
sumatrense em FES, utilizando o substrato semente de baru. E na conversacdo de ésteres, o
rendimento foi de 100 % apds 270 minutos de reacao.

Os resultados apresentados neste trabalho séo originais em trés aspectos fundamentais:
(1) na producéo de lipases por FES usando um fungo com o substrato semente de baru e (2) na
utilizacdo do sélido fermentado contendo a enzima diretamente no meio reacional (3) na
aplicacdo de um catalisador biolégico na sintese de biodiesel de baru. O éster produzido podera
ser aplicado, no futuro, em outras reacbes para geracdo de produtos de interesse estratégico,
como o biodiesel. O baru apesar de suas propriedades nutricionais ndo é um produto alimentar
de rotina, e sendo uma espécie nativa do cerrado pode ser utilizada para reflorestamento

ambiental incentivando e gerando renda para agricultura familiar.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este é um trabalho que abre muitas novas perspectivas. Trabalhos futuros poderdo
abordar temas como, por exemplo:

e Estudar a capacidade de sintese da lipase, em reacdes de transesterificacdo livre de
solvente orgéanico, para a producéo do biodiesel.

e Otimizar a reacdo de transesterificacdo enzimatica do 6leo de baru através dos seguintes
parametros: quantidade de biocatalisador, tempo de reacdo para obter a conversdo do 6leo
em éster, temperatura, Razdo Molar (6leo/etanol) e reutilizacdo do biocatalisador.

e Avaliar os parametros quimicos e fisicos do biodiesel produzido.

e Estudo da capacidade de sintese da lipase de Penicillium sumatrense, produzida por FES,
utilizando-se a adi¢do direta do sélido fermentado em batelada alimentada em reacdes de

transesterificacdo do biodiesel.
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