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OKINO-DELGADO, C. H. DESENVOLVIMENTO DE BIOCATALISADORES A
PARTIR DE RESIDUOS VEGETAIS PARA APLICACAO EM BIORREMEDIACAO E
PRODUCAO DE BIODIESEL. 2017. 134P. TESE (DOUTORADO) — INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO

O processamento agroindustrial brasileiro tem buscado converter cada vez mais seus residuos
em subprodutos. Neste contexto, o processamento de frutas se destaca devido a riqueza de
composicao das partes inicialmente consideradas residuos, que podem incluir biomoléculas
de elevado valor como enzimas e compostos bioativos. Dentre as enzimas estéo as lipases que
catalisam reagdes de hidrélise e sintese de glicerideos e que possuem expectativas de
crescimento de mercado promissoras devido a atual demanda por biocombustiveis e
biorremediacdo. Nesse contexto, o presente trabalho avaliou os residuos do processamento de
laranja para suco e verificou que esses podem ser utilizados como fontes diretas de lipases.
As lipases de laranja possuem elevada atividade em reacGes de hidrélise e sintese, em faixa
de pH é&cida a alcalina (6,0 a 8,0), termoestabilidade até 50°C e afinidade por substratos de
diferentes tamanhos de cadeia (p-nPP, p-NPL e PNPB); podem ser concentradas por
precipitacdo com sulfato de aménio e imobilizadas por adsorcdo; apresentam efeito sinérgico
com lipases fungicas e potencial para aplicacdo na biorremediacdo de residuos de éleo de
cozinha. Os resultados obtidos estdo apresentados em 5 capitulos, sendo que o primeiro é
composto pela revisao bibliografica sobre o potencial dos residuos gerados no processamento
de frutas brasileiras como fontes de lipases e a inclusdo desse processo no conceito de
biorrefinarias; o segundo descreve a obtencdo e caracterizacdo bioquimica de lipases obtidas
de residuos de laranja de diferentes variedades; o capitulo 3 apresenta a otimizacdo da
atividade dessas lipases por imobilizacdo e sinergismo com lipases fangicas; no capitulo 4
consta a avaliagdo das lipases de laranja na biorremediacdo de 6leo de cozinha; e o capitulo 5
descreve o estudo sobre a viabilidade financeira e bioquimica da producdo de biodiesel por

catalise quimica e enzimatica a partir de diferentes 0leos vegetais.

Palavras-chave: lipases, residuos de laranja, biorremediagéo, imobilizagéo, biodiesel, 6leos

vegetais
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ABSTRACT

Brazilian agroindustrial processing has sought the maximum conversion of waste into by-
products. In this context, the fruit processing stands out due to the rich composition of the
parts initially considered as residues, which may include high value biomolecules such as
enzymes and bioactive compounds. Among the enzymes are lipases that catalyze reactions of
hydrolysis and synthesis of glycerides and which have promising market growth expectations
due to the current demand for biofuels and bioremediation. In this context, the present work
evaluated the wastes from processing from orange to juice and found that these can be used as
direct sources of lipases. Orange lipases have high activity in hydrolysis and synthesis
reactions, ranging from acid to alkaline pH (6.0 to 8.0), thermostability up to 50 ° C and
affinity for substrates of different chain sizes (p-nPP, P-NPL and PNPB); this can be
concentrated by ammonium sulfate precipitation and immobilized by adsorption; and have a
synergistic effect with fungal lipases and potential for application in bioremediation of
cooking oil residues. The results obtained are presented in five chapters. The first one consists
of the bibliographical review on the potential of the residues generated in the processing of
Brazilian fruits as sources of lipases and the inclusion of this process in the concept of
biorefineries; The second describes the obtaining and biochemical characterization of lipases
obtained from orange residues of different varieties; Chapter 3 presents the optimization of
the activity of these lipases by immobilization and synergism with fungal lipases; Chapter 4
includes the evaluation of orange lipases in bioremediation of cooking oil; And chapter 5
describes the study on the financial and biochemical viability of biodiesel production by
chemical and enzymatic catalysis from different plant oils.

Keywords: lipase, orange waste, bioremediation, immobilization, biodiesel, plant oil
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil produziu cerca de 270 milhdes de toneladas de alimentos, incluindo gréos,
frutas e hortalicas no ano de 2015 (IBGE, 2017; CONAB, 2015). Parte desse total passa por
algum tipo de processamento, 0 que contribui para a preservacdo da qualidade e quantidade,
aléem de aumentar o valor agregado da fruta em relacdo ao produto in natura (SEBRAE,
2015; FAO, 2014). Porém, apenas uma parcela do volume total da producdo agricola é
convertida em produto final, sendo que, os residuos gerados sdo parcialmente reutilizados e o
restante ¢ descartado (MARTINEZ et al., 2012).

Esses residuos gerados sdo regulamentados e fiscalizados por 6rgaos governamentais
distintos em diferentes instancias. Além disso, outros termos sdo comumente utilizados para
denominar os residuos, o que acaba por dificultar a padronizacdo das terminologias. Por isso,

a seguir estdo descritas as defini¢cdes oficialmente aceitas dos termos associados aos residuos.

A lei nimero 12.305, de 2 de agosto de 2010, institui a politica nacional de residuos
solidos e define os termos:

Residuo sélido: material, substncia, objeto ou bem descartado resultante de atividades
humanas em sociedade, e cuja destinacdo final se procede, se propbe proceder ou se estd
obrigado a proceder, nos estados sélido ou semissélido, bem como gases contidos em
recipientes e liquidos, cujas particularidades tornem inviavel o seu lancamento na rede puablica
de esgotos ou em corpos d’agua, ou exijam para isso solu¢des técnica ou economicamente
invidveis em face da melhor tecnologia disponivel.

Rejeitos: residuos sélidos que, depois de esgotadas todas as possibilidades de tratamento e
recuperacdo por processos tecnologicos disponiveis e economicamente vidveis, ndo
apresentem outra possibilidade que ndo a disposicao final ambientalmente adequada.

Ja o decreto lei nimero 73/2011, de 17 de junho de 2011, decretada pelo Ministério do
Meio ambiente define:

Residuo: quaisquer substancias ou objetos de que o detentor se desfaz ou tem a intengdo ou a
obrigacdo de se desfazer.

Reutilizacdo: qualquer operacdo mediante a qual produtos ou componentes que ndo Sejam
residuos sdo utilizados novamente para 0 mesmo fim para que foram concebidos.

Valorizagdo: qualquer operacdo, cujo resultado principal seja a transformagédo dos residuos de
modo a servirem um fim (til, substituindo outros materiais que, caso contrario, teriam sido
utilizados para um fim especifico ou a preparacdo dos residuos para esse fim na instalagdo ou
conjunto da economia.

Subproduto: a quaisquer substancias ou objetos resultantes de um processo produtivo cujo
principal objetivo ndo seja a sua producdo quando verificadas as seguintes condigdes: a)
Existir a certeza de posterior utilizacdo da substancia ou objeto; b) A substancia ou objeto
poder ser utilizado diretamente, sem qualquer outro processamento que ndo seja o da pratica
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industrial normal; ¢) A producdo da substancia ou objeto ser parte integrante de um processo
produtivo; e d) A substancia ou objeto cumprir os requisitos relevantes como produto em
matéria ambiental e de protecdo da salide e ndo acarretar impactos globalmente adversos do
ponto de vista ambiental ou da salide humana, face a posterior utilizacéo especifica.

Neste contexto, o cenério de manejo de residuos vem sendo alterado pela incluséo de
processos para obtencdo de novos produtos que utilizam residuos como matéria-prima, que
visam obter subprodutos a partir de residuos (DHILLON et al., 2016). Entre esses produtos
estdo as lipases, capazes de catalisar reacfes de hidrdlise e sintese de triglicerideos. Essas
enzimas possuem grande demanda mercadoldgica, com expectativas promissoras de
crescimento de mercado, devendo chegar a cerca de 600 milhdes de dblares anuais até 2020
(MARKETS AND MARKETS, 2015). Porém, apesar de estarem presentes em elevada
diversidade de plantas, animais e micro-organismos, as lipases comercias sdo obtidas de
apenas algumas fontes a valores elevados. Essa situagdo torna aplicagcbes que requerem
quantidades elevadas de enzimas de baixo custo, como a producdo de biodiesel e

biorremediagdo, impraticaveis.

Dessa forma, estudos sobre novas fontes de lipases com alta atividade e caracteristicas
bioguimicas diversas, por métodos simples, de baixo custo e de fontes abundantes como 0s
residuos agroindustriais sdo especialmente atrativos. Podem inclusive, auxiliar a reduzir os
valores das enzimas comerciais viabilizando aplicacGes como a biorremediacéo e producdo de

biodiesel por catélise enzimatica.

Para isso, 0 presente estudo considerou todo o material gerado no processamento de
laranja ndo convertido em suco como residuo. Esses residuos sdo subdivididos em diferentes
fracbes durante o processo de extracdo de suco, pois, cada uma recebe destinacdo distinta. O
numero de fracGes geradas varia de acordo com o equipamento e configuracGes utilizadas,
sendo que neste estudo foram utilizados os residuos gerados pelo uso da extratora in line da
empresa J. B. T. Food Tech, na configuracdo padrdo. Essa extratora separa os residuos em
trés fracbes denominadas casca, que corresponde ao epicarpo do fruto e € utilizado para
extragdo de pectina; o fragmento de casca, frit, que corresponde a parte mais externa do
epicarpo e é utilizada para extracdo de Oleo essencial; e o bagaco, que corresponde ao

mesocarpo. Apds a extracdo, o suco ainda contém interferentes que sdo removidos em
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equipamentos adicionais denominados finishers (despolpadeiras), os quais separam o suco do
residuo denominado polpa (OKINO-DELGADO e FLEURI, 2016; J. B. T. Food Tech, 2013).

Assim, o estudo aqui apresentado avaliou a reutilizagdo dos residuos de laranja para
sua valorizacdo pela obtencdo direta de lipases. A Figura 1.1 apresenta o fluxograma que
descreve os experimentos realizados durante o desenvolvimento dessa pesquisa e indica qual

produto cientifico (patente/artigo) foi gerado.

Residuos vegetais
Caracterizagdo Hamlim

+ dados JBT

Patente (Lipases
concentradas)

Obtengdo lipases

+ Dados Natal + Dados

Valénci = w =
alenca Medigao atividade reagoes

Esterificagao Transesterificacao

Biotransformagdo acido
oleico

Biorremediagdo 6leo
50ja

Biorremediagdo 6leo
soja

Efeito Sinérgico e imobilizacdo | ... : Biodiesel — 5 éleos vegetais

+ analise economica

+ Dados extrato fungico
Teste atividade bioldgica

Figura 1.1 Fluxograma de experimentos e produtos cientificos gerados

O capitulo 1 intitulado “Analise do processamento de frutas no Brasil para inclusdo de
processos para obtencdo de lipases e outros produtos biotecnoldgicos” € composto pela
revisdo bibliografica que contextualiza o cenario do processamento de frutas no Brasil e
indica quais residuos e subprodutos sdo gerados a partir das principais frutas processadas no
pais. Entre as frutas estudadas, os residuos de laranja, manga, mamao e dendé apresentaram
maior potencial como fontes diretas de lipases, devido as caracteristicas das enzimas e dos
processos utilizados. Este estudo também propds a inclusdo desse e de outros produtos na
cadeia produtiva de frutas dentro do conceito de biorrefinarias.
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O capitulo 2 intitulado “Atividade enzimatica e caracterizacdo de extratos de residuos
de laranja variedade Hamlin” avaliou se ha diferencas entre as fracdes de residuos de laranja
das principais variedades utilizadas para a extracdo. Para isso, foram analisados os dados de
balango de massas do processamento de laranja entre as safras de 2007 a 2016 das variedades
de laranja Hamlin, Pera, Valéncia e Natal, que foram fornecidos pelo departamento de
Pesquisa e Desenvolvimento da empresa JBT Food Tech. Apresenta também os dados da
caracterizacdo bioquimica de lipases de residuos de laranja da variedade Hamlin e as compara
com os dados da variedade Pera obtidos durante o mestrado da referida aluna. Os resultados
apresentados neste estudo serdo publicados juntamente com os de caracterizagédo de lipases de
residuos de laranja das variedades Valéncia e Natal obtidos pelo mesmo grupo de pesquisa

em formato de artigo cientifico.

Durante a pesquisa também foram conduzidos experimentos sobre a concentracdo de
extratos brutos de lipases obtidos de residuos de laranja. Os resultados foram publicados no
formato de patente depositada no INPI — Instituto Nacional de Propriedade Industrial, nimero
do processo BR1020150180888 com o titulo de “Obtencdo e processamento de extratos
lipoliticos de residuos da laranja”. Por incluir informacdes confidenciais, os resultados deste
estudo ndo foram incluidos neste documento, mas, como evidéncia do processo patenteado

foi anexado o recibo de depdsito da referida patente.

No decorrer dos experimentos foi verificado que os extratos brutos de lipases de
laranja apresentam a atividade catalitica reduzida na presenca de solventes organicos, o que
dificulta sua aplicacdo em reacGes de sintese, como a alcoolise, assim como em processos de
purificacdo que utilizam reagentes como acetona. Assim, foram conduzidos estudos com o
objetivo de atenuar essa sensibilidade. Para isso, foram avaliadas diferentes abordagens para
essa finalidade, a saber: efeito sinérgico com lipases fingicas com o objetivo de aumentar a
transformacéo final; diminui¢do do tempo de exposicao das lipases pelo uso de ultrassom; e
aumento da resisténcia as alteragbes do meio reacional por imobilizagdo enzimatica por
adsorcdo e encapsulamento. Os resultados foram descritos no capitulo 3 intitulado
“Otimizacdo da atividade de lipases obtidas de residuos laranja por sinergismo com lipases

fangicas e imobilizacdo enzimatica” e serdo publicados no formato de artigo cientifico.
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Ja no capitulo 4 intitulado “Biorremediacdo de residuos de 6leo de cozinha por lipases
obtidas de residuos de laranja — Modificagdo por hidrdlise e alcoolise e analise de
citotoxicidade”, constam as andlises da aplicacdo de lipases de laranja e comerciais na
biorremediacdo de residuos de Oleo de cozinha. Este trabalho também serd publicado no
formato de artigo cientifico.

Além disso, essas enzimas foram avaliadas quanto a aplicabilidade na producgdo de
biodiesel e os resultados deste estudo estdo descritos no capitulo 5 intitulado “Producéo de
biodiesel de 6leos vegetais por catélise enzimatica e quimica: estimativa de custo e analise da
viabilidade enzimatica”. O objetivo do trabalho foi avaliar se diferentes matérias-primas
oleaginosas vegetais, disponiveis no Brasil, podem ser utilizadas para a producéo de biodiesel
em relacdo a viabilidade reacional, ou seja, se o0s catalisadores testados apresentam
rendimento satisfatério na conversao de triglicerideos a ésteres de acidos graxos; e, em caso
afirmativo, se 0s custos dessa conversdo sdo compativeis ao preco final para o biodiesel
comercializado. Para isso, foram testados catalisadores enzimaticos e quimicos na alcodlise
de Gleos vegetais e esterificacdo do &cido oleico. Além disso, foram avaliados os valores de
fatores de impacto no custo final em reais por litro de biodiesel, produzido por catalise
quimica e enzimatica a partir de 9 matérias-primas vegetais. Os resultados serdo publicados

no formato de artigo cientifico.

Apdbs a apresentacdo dos capitulos foram inseridos a conclusdo geral e perspectivas

sobre os trabalhos realizados.
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CAPITULO 1: Revisdo Bibliografica: Analise do processamento de frutas no Brasil

para incluséo de processos para obtencao de lipases e outros produtos biotecnologicos

1.1 Introdugéo

O Brasil possui grande extens&o territorial e, como consequéncia, diferentes condi¢des
climatologicas e sistemas de cultivo vegetal, destacando-se como o principal produtor e
exportador de culturas de diferentes espécies e origens. Na safra de 2014/15 a produtividade
de gréos (cereais, leguminosas e oleaginosas), frutas e hortalicas, atingiu aproximadamente
270 milhGes de toneladas. Em geral, as estimativas indicam que esse volume continuara
crescendo, e que em 2017 a producdo brasileira de cereais, leguminosas e oleaginosas devera
ser 20% maior em relacdo ao ano anterior (IBGE, 2017; CONAB, 2015). Dessa producao,
cerca de 200 milhdes correspondem a grdos e cereais, que incluem as culturas de soja,
girassol, milho, algoddo, amendoim, arroz, mamona, aveia, centeio, cevada, trigo e triticale,
abrangendo cerca de 58 milhGes de hectares majoritariamente concentradas nas regioes sul e
centro-oeste do pais e conduzidas por grandes produtores agricolas (IBGE, 2016, MAPA,
2006).

Ja em relacgdo as frutas, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial. Os trés maiores,
China, India e Brasil, produziram cerca de 340 milhdes de toneladas de frutas em 2012
(SEAB, 2013; FAO 2012; IBGE 2012). O perfil brasileiro difere do mundial, ou seja: as
frutas mais produzidas em nosso pais sdo, em ordem decrescente, laranja, banana, coco,
abacaxi, mamao, castanha-de-cajl, caju e castanha-do-Brasil, enquanto, as frutas mais
produzidas mundialmente sdo banana, melancia, maca, laranja e uva (SEBRAE, 2015, SEAB,
2013). As areas de producdo estdo pulverizadas em todo o pais, sendo que cada espécie esta
concentrada na regido de melhor adaptacdo climatica e sédo conduzidas majoritariamente por
pequenos produtores (IBGE, 2016; SEBRAE, 2015).

Antes da comercializacdo, grande parte das frutas passa por algum tipo de
processamento, 0 que contribui para a preservacdo da qualidade e quantidade, alem de

aumentar o valor agregado. Em 2013, como exemplo, a industria de processamento de frutas
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e vegetais processou cerca de 136 milhdes de toneladas na China; 40 milhdes nos EUA, 4,8
milhdes na india e 23 milhdes de toneladas no Brasil (SEBRAE, 2015; FAO, 2014).

O processamento de frutas engloba a producdo de sucos integrais e concentrados,
frutas e polpas congeladas, compotas e geleias, frutas desidratadas, entre outros produtos
(SHARMA et al, 2016; THASSITOU e ARVANITOYANNIS, 2001). Durante o
processamento € gerada elevada quantidade de residuos, que representa elevados gastos com
destinacdo adequada, transporte e tratamento para redugdo dos danos causados ao meio
ambiente. Entretanto, este cenario vem sendo alterado pela inclusdo de processos para
obtencdo de novos produtos que utilizam esses residuos como mateéria-prima (DHILON et al.,
2016; MARTINEZ et al., 2012). Entre esses produtos estdo as lipases, capazes de catalisar
reacOes de hidrolise e sintese de triglicerideos (FLEURI, 2016; LOPES et al., 2011) e que
possuem elevada demanda mercadologica, assim novas fontes de obtencdo vém sido

pesquisadas atualmente.

Neste contexto, o presente trabalho buscou analisar o potencial da industria brasileira
de processamento de frutas para inclusdo de processos de obtencdo de lipases e outros
produtos biotecnoldgicos a partir de residuos e discutir a inclusdo de novos produtos na
cadeia produtiva de frutas no pais.

1.2 Lipases vegetais - papeis bioldgicos, caracteristicas e discussdo sobre o uso de

residuos como fonte

Enzimas sdo, em geral, proteinas que atuam como biocatalisadores nos seres Vvivos,
acelerando reacbes bioquimicas. Essa caracteristica faz com que sejam interessantes em
aplicacGes biotecnoldgicas, jA que, em comparacdo com a catalise quimica, sdo mais
eficientes, especificas e menos onerosas (BINOD et al., 2013). Mais de 500 produtos, em
mais de 150 processos industriais, utilizam enzimas nas mais diversas areas como alimentos,
téxtil, detergentes, lavanderias, alimentacdo animal, cosméticos, biocombustiveis e quimica
fina (KUMAR et al., 2014). O mercado de enzimas movimentou cerca de 8 bilhGes de ddlares
em 2015 e estimativas indicam que esse mercado continuard crescendo exponencialmente
chegando a 17 bilhdes de dolares em 2024 (GRAND VIEW RESEARCH, 2016). Esse
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aumento esta relacionado a crescente demanda populacional por produtos mais sustentaveis
como os biocombustiveis produzidos por catalise enzimatica; assim como pela demanda por
alimentos funcionais com propriedades bioldgicas, obtidos por processos cataliticos (PRADO
etal., 2017; MARKETS AND MARKETS, 2015; KUMAR et al., 2014).

A atividade enzimatica estd vinculada a estrutura proteica, que define sua funcéo e
especificidade, com elevada diversidade de fungdes. Entretanto, todas as enzimas descritas
estdo divididas, pela Enzyme Commission em apenas 6 grupos de acordo com a reacgdo
catalisada mais caracteristica, 0 que enfatiza o fato de que as reagdes bioguimicas nos mais
diversos seres vivos sdo catalisadas de maneira similar (DEVASENA, 2010). Assim, a

maioria das enzimas pode ser obtida de animais, plantas e micro-organismos.

As enzimas comerciais sdo obtidas majoritariamente por processos fermentativos
(SETH et al., 2014). Porém, as enzimas vegetais apresentam menores custos, pois podem ser
obtidas por métodos mais simples e sem necessidade de empregar engenharia genética, o que
é comumente utilizado para enzimas microbianas. Estima-se que lipases vegetais podem
custar 20 vezes menos do que as obtidas por processos fermentativos, comparando-se 0s
valores por unidade de atividade enzimatica (MOUNGUENGUI et al., 2013).

Embora os métodos de obtencdo de enzimas vegetais apresentem menores custos, a
estrutura para producdo vegetal requer grandes extensdes territoriais e maior tempo de cultivo
em relacdo aos micro-organismos, por possuirem maior ciclo de desenvolvimento. J& a
producdo enzimatica por processos fermentativos pode ser conduzida em espacos reduzidos e
0 periodo de incubacdo limita-se a apenas alguns dias. No entanto, quando a matéria-prima
vegetal empregada para obtencéo direta de enzimas consiste em residuos, os fatores inerentes
a producdo agricola, sdo neutralizados, pois dessa forma seria utilizada fonte vegetal ja
disponivel (FLEURI, 2016).

Entre as enzimas que podem ser obtidas de diferentes fontes e aplicadas em diversas
areas estdo as lipases, as quais sdo capazes de catalisar reagdes de hidrolise e sintese de
glicerideos. As lipases estdo entre os biocatalisadores com expectativas mais promissoras de

crescimento de mercado, devendo chegar a cerca de 600 milhdes de ddlares anuais até 2020,
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principalmente devido ao aumento de demanda na Asia e América Latina em aplicagbes na
area da saude, biocombustiveis e alimentos (MARKETS AND MARKETS, 2015).

A reacdo considerada tipica catalisada pelas lipases € a hidrdlise de acilglicerdis de
cadeia longa, por isso, essas enzimas sdo agrupadas na subclasse das éster-carboxilico
hidrolases pela Enzyme Comission, codificadas pelo nimero 3.1.1.3 e denominadas
triacilglicerol acilidrolase. A reacdo de hidrolise de lipideos consiste no rompimento da
ligacdo éster do glicerideo produzindo glicerol e acidos graxos, na presenca de agua
(CASTRO et al., 2004).

Em condig¢es com baixo conteido de agua as lipases sdo também capazes de catalisar
reacOes de transesterificacdo. Nessa reacdo pode ocorrer alteracdo na composicdo e
distribuicdo dos acidos graxos, pois a troca de radicais acil entre compostos resulta em um
glicerideo diferente do inicial. Sendo que a denominacdo da reacdo varia de acordo com a
substancia utilizada. Assim, ¢ denominada de acidolise quando ocorre entre um éster e um
acido; alcodlise quando o éster € substituido por um alcool; e interesterificacdo quando ocorre
entre ésteres. Nestas reacGes um acido graxo, um alcool ou outro éster, reagem com o0
glicerideo, resultando no rearranjo dos grupos de é&cidos graxos produzindo um novo
glicerideo com propriedades fisicas e quimicas diversas (CARVALHO et al., 2003,
PEREIRA et al., 2003).

As lipases vegetais, em geral, apresentam atividade 6tima em ampla faixa de pH,
variando de acida, como as obtidas de frutos de palma (pH 4,5) descritas por Abigor et al.
(1985); passando pela neutra, como as de residuos de laranja (pH de 6,0 a 7,0) descritas por
Okino-Delgado e Fleuri (2014); até basica, provenientes de grdos como trigo e soja (pH 8,0)
descritas por Gadge et al. (2011) e Kapranchikov et al. (2004). A faixa de temperatura 6tima
ocorre entre 20 e 40°C (SETH et al., 2014). As lipases vegetais podem ser utilizadas na
interesterificacdo de triglicerideos de cadeia curta e longa por lipase de mamé&o para producéo
e aromas, alcoolise de 6leos vegetais para producdo de biodiesel por lipases de mamona e
colza e hidrolise de triglicerideos por lipases de cereais para pela industria de alimentos
(MOUNGUENGUI et al., 2013; DE MARIA et al., 2006; GANDHI e MUKHERJEE, 2000).
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Apesar da expressividade do mercado de lipases e dessas enzimas estarem presentes
em plantas, animais e micro-organismos, até 2014 foi apenas de 29 lipases relatadas no banco
de dados UniProt, entre as quais apenas algumas foram caracterizadas. A Tabela 1.1. lista
fontes utilizadas para obtencdo de lipases comerciais, na qual, verifica-se que ha um nimero

reduzido de espécies exploradas, entre elas oito fungicas, duas de leveduras, trés bacterianas,

uma animal e uma vegetal.

Tabela 1.1 Espécies utilizadas como fonte de lipases comerciais

Empresa Espécie Fonte de lipase Fonte

Sigma Aldrich Aspergillus niger Fungo www.sigmaaldrich.com
Novozymes Aspergillus oryzae Fungo WWW.NoVOzymes.com
Amano Enzymes Burkholderia cepacia Bactéria  www.amano-enzyme.co.jp
Sigma Aldrich Candida antértica Levedura www.sigmaaldrich.com
Novozymes Candida antartica A Levedura WWW.NovOzymes.com
Novozymes Candida antartica B Levedura WWW.NOVOZymes.com
c-Lecta Candida antértica (CalB) Levedura www.c-lecta.com

Sigma Aldrich Candida rugosa Levedura www.sigmaaldrich.com
Novozymes Humicola insolens Fungo WWW.NOVOzymes.com
Sigma Aldrich Porco (pancreas) Animal www.sigmaaldrich.com
Sigma Aldrich Pseudomonas cepacia Bactéria www.sigmaaldrich.com
Amano Enzymes Pseudomonas fluorescens Bactéria  www.amano-enzyme.co.jp
Sigma Aldrich Rhizomucor miehei Fungo www.sigmaaldrich.com
Novozymes Rhizomucour miehei Fungo WWW.NOVOZymes.com
Sigma Aldrich Rhizopus oryzae Fungo www.sigmaaldrich.com
Biocon Rhizopus oryzae Fungo www.biocon.es
Novozymes Thermomyces lanuginosa Fungo WWW.NOVOZYymes.com
Sigma Aldrich | Thermomyces lanuginosus Fungo www.sigmaaldrich.com
Sigma Aldrich Trigo (gérmen) Vegetal www.sigmaaldrich.com

O valor das lipases comerciais possui ampla variacdo, desde cerca de R$ 2,80/100 U
de atividade para a lipase de pancreas de porco (Sigma-Aldrich®) até R$ 16.000,00/100 U de
atividade para a lipase de Candida antartica (Sigma-Aldrich®) (SIGMA-ALDRICH, 2017).
Essa diferenca pode ser explicada pela diversidade das caracteristicas apresentadas pelas
enzimas, dificuldade dos métodos de obtencdo, necessidade de purificacdo e requerimentos
inerentes de cada aplicagdo (BIOCON, 2017; DEVASENA, 2011). Em aplicagGes, como nas
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areas de quimica fina e cosméticos, sdo necessarias reagdes muito especificas que necessitam
de extratos purificados com elevada atividade por grama de extrato, restringindo as lipases
que podem ser utilizadas e elevando os custos de obtencdo devido a necessidade de
purificacdo. No entanto, ha aplicagcbes mais simples, como a modificagdo de azeite de oliva
emulsionado, que a maioria das lipases disponiveis é capaz de catalisar com 0 uso de extratos
menos concentrados e brutos. Além disso, ha exigéncias inerentes da area de aplicacdo, como
ocorre na industria de alimentos veganos para 0s quais ndo é permitido o uso de fontes de

origem animal ou microbianas modificadas geneticamente (AMANO ENZYMES, 2017).

Dessa forma, a baixa diversidade de espécies utilizadas como fontes de lipases
evidencia a importancia das pesquisas por novas fontes dessas enzimas, em especial as
provenientes de residuos vegetais. Além disso, as lipases vegetais podem apresentar
caracteristicas distintas das microbianas possibilitando novas aplica¢fes. Assim, a seguir
estdo descritas as principais frutas produzidas e processadas no Brasil, os residuos gerados em
seu processamento, as aplicacdes biotecnoldgicas e a discussdo do potencial de tais residuos
para obtencdo de lipases e outros produtos biotecnolégicos dentro do conceito de

biorrefinaria.
Laranja (Citrus sinensis L. Osbeck)

A laranja € a segunda fruta mais produzida no mundo, chegando a 800 milhdes de
toneladas por ano, sendo o Brasil 0 maior produtor. A maior parte da producdo brasileira é
processada para obtencdo de suco concentrado, correspondendo a cerca de 80% do volume
total de frutos. Durante este processo os residuos gerados representam 50% da massa da fruta
(SEBRAE, 2015; IPEA, 2012). Estima-se que sejam gerados mais de 15 milhdes de toneladas
de residuos de frutas citricas no mundo (MARIN et al., 2007).

Os principais residuos gerados a partir do processamento de laranja para suco sao
denominados de bagaco ou core, que corresponde ao mesocarpo do fruto; casca ou peel,
composta pelo epicarpo; fragmento de casca ou frit, constituida pela parte mais externa do
epicarpo; e polpa que corresponde ao endocarpo. Tal fracionamento é obtido pelo uso do

equipamento in line utilizado pela empresa J.B.T. Food Tech, que é o mais utilizado no
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mundo para a extra¢do de suco citrico (OKINO-DELGADO e FLEURI, 2016; J. B. T. FOOD
TECH, 2013; VIDAL e VIDAL, 2006).

Os residuos citricos sdo comumente utilizados para obtencdo de polpa desidratada,
pectina, fibras e 6leo essencial, os quais vém sendo aprimorados em técnicas como as
descritas por Hosseini et al. (2015) para extracdo de pectina; e Boukroufa et al. (2015) para
obtencdo de pectina, polifendis e déleos essenciais. Entretanto, o volume utilizado para essas
finalidades é baixo em relagdo ao total de residuos produzidos. Dessa forma, a busca por
novas aplicacOes para esses residuos faz-se necessaria como o destino para fins
biotecnologicos. Esse foco é possivel e promissor pelo fato do processo de extracdo ser
mecanico, totalmente realizado em condi¢gdes amenas de temperatura e pressao e sem adi¢ao
de compostos quimicos que poderiam desestruturar e/ou diminuir as propriedades bioldgicas
dos compostos presentes nos residuos (OKINO-DELGADO e FLEURI, 2016; LANIDAYA,
2009).

Os residuos de laranja também podem ser utilizados como substrato em processos
fermentativos, como no estudo descrito por Madeira Jr. et al. (2014) sobre fermentacdo em
estado sélido por Paecilomyces variotii, visando o aumento da capacidade antioxidante e dos
compostos hesperidina, naringenina e acido elagico. Assim como, no descrito por
Mantzouridou et al. (2015) que utilizou a fermentacao pela levedura comercial Vitilevure MT
(Saccharomyces cerevisiae) para producdo de aromas. Em outros estudos, o bagaco foi
utilizado como substrato em processos fermentativos para producdo de biogas e metano
(ERDORGAN et al., 2015) e a casca testada como combustivel sélido e como bioadsorvente
de metais pesados (SANTOS et al., 2015).

Esses residuos também podem ser utilizados como fontes diretas de lipases, como
descrito por Okino-Delgado e Fleuri (2014). As lipases de residuos de laranja tém sido
aplicadas no estudo de biorremediacéo de residuos de 6leo de cozinha e modificacdo de 6leos
vegetais para producdo de biodiesel. Além disso, outros trabalhos como o descrito por
Francisco (2017) propdem a aplicacdo dessas enzimas para bioconversdo de 0leos vegetais
visando o aumento de atividade biologica para fins farmacéuticos, demonstrando a

versatilidade dessas enzimas.
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Manga (Mangifera indica L.)

A manga esté entre as frutas tropicais mais produzidas no mundo, incluindo o Brasil
que é o sétimo maior produtor e segundo maior exportador, abrangendo uma area de 66 mil
hectares concentrados nas regides sudeste e nordeste do pais (FAO, 2012; EMBRAPA, 2010).

A composigdo da fruta, bem como dos seus residuos, varia de acordo com as
condicdes edafoclimaticas de cultivo, ponto de maturacdo e variedade. Entretanto, em geral, a
polpa corresponde a 60% da massa total do fruto e é constituida por carboidratos, lipideos,
proteinas, vitaminas, minerais, fibras, taninos, polifendis, flavonoides, alcaloides, pigmentos e
compostos aromaticos (DAR et al., 2016; JAHURUL et al., 2015; MA et al., 2011). A casca
corresponde a cerca de 25% da massa do fruto e é construida por fibras, minerais, mono e
diterpenos e 0s compostos antioxidantes como os compostos fendlicos mangiferina,
kampferol, quercetina e antocianinas. J& as sementes correspondem a aproximadamente 15%
da massa total do fruto e sdo constituidas por amido, fibras, lipideos, tocoferois e esterois
como o campesterol, stigmatesrol e B-sitosterol (JAHURUL et al., 2015).

Esses residuos podem ser utilizados como substratos em processos fermentativos
como no estudo descrito por Fernando et al. (2014), no qual polpa e residuos foram utlizados
como substrato pela levedura Saccharomyces cerevisiae Y2034 para producdo de bioetanol.
Podem ainda ser utilizados para extracdo de pectina como no estudo descrito por Pandit et al.
(2015).

O estudo descrito por Okino-Delgado (2014) descreve a obtencdo direta de lipases a
partir da casca e a polpa de manga da variedade Tommy Atkins, cujas enzimas apresentam
atividade 6tima em azeite de oliva em pH de acido a neutro e temperaturas até 50°C. O que
demonstra que os residuos do processamento de manga poderiam ser utilizados como fontes

diretas de lipases.
Uva (Vitis vinifera L. e Vitis lobruscas L.)

Mundialmente, foram produzidos cerca de 74 milhdes de toneladas de uvas na safra
2013/14. A produgéo se concentra na Europa, representando mais de 50% de todas as uvas

colhidas mundialmente, principalmente na Italia, Franca e Espanha (UVIBRA, 2015). No
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Brasil foram produzidas cerca de 1,5 milhGes de toneladas de uvas na safra 2014/15,
concentradas em poucas regides, sendo a principal a serra gaducha localizada no Rio Grande
do Sul, onde a maior parte da producéo € destinada para o processamento para vinho e sucos
(EMBRAPA, 2015).

As cascas e sementes de uva provenientes do processamento para vinhos sdo ricas em
compostos fenolicos, incluindo flavonoides e acidos fendlicos, com estrutura considerada
ideal para sequestro de radicais livres, com elevada acdo antioxidante, por isso, vém sendo
estudadas para aplicacdes no tratamento e prevencdo de doencas degenerativas e tumorais, na
conservacao de alimentos, em cosmeéticos para a prevencdo do envelhecimento precoce, entre
outras (NOGALES-BUENO et al., 2017; RIEBEL et al., 2017; DE CAMARGO et al., 2014).
Estudos conduzidos por De Camargo et al. (2016) concluiram que compostos fendlicos
extraidos de residuos de uva foram capazes de inibir a acdo das enzimas o-glucosidade e
lipases e, por isso, poderiam ser utilizados no tratamento de doencas como diabetes e

obesidade.

As sementes de uva contém aproximadamente 15% de conteudo lipidico e sdo
utilizadas, principalmente na Europa, para obtencdo de 6leo. No Brasil, a extracdo de 6leo
ainda é baixa, mas possui elevado potencial de crescimento devido a versatilidade de

aplicacdo nas industrias alimenticia, de cosméticos e de biodiesel (FREITAS, 2007).

Os frutos e residuos da uva sdo fontes de quitinases, endoglicosil-hidrolases, que
catalisam a hidrolise de ligagdes B-1,4 da quitina, que por sua vez, estdo entre as fontes mais
abundantes de carboidratos e estdo presentes em exoesqueletos de insetos e crustaceos e na
parede celular de fungos. Dessa forma, as quitinases presentes nos vegetais estdo associadas
ao mecanismo de defesa de plantas, ja que, a quitina degradada pelas quitanases é o principal
componente do exoesqueleto dos insetos. O ataque a planta desencadeia processos
metabdlicos que induzem o aumento na producdo de etileno e &cido salicilico, que, por sua
vez, estimulam a producdo de quitinases, acarretando aumento da sua concentra¢do em frutos
imaturos. Nessas condi¢des, essas enzimas podem corresponder a 50% da concentracdo das
proteinas solUveis encontradas nos frutos (GOMES et al., 2010; PATEL et al., 2009).
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Extratos de sementes de uva possuem acdo inibitéria em lipases pancreaticas e
colesterol esterases e, por isso, vém sendo estudadas para o0 uso no tratamento e prevencéao de
obesidade de hiperlipidemia (ADISAKWATTANA et al., 2010; MORENO et al., 2003).
Entretanto, dados do genoma de Vitis vinifera indicam a presenca de lipases, que estariam
envolvidas no catabolismo de lipideos (UNIPROT, 2016). Dessa forma, considerando a
presenca de lipase na planta e de compostos com acdo inibitdria dessa enzima em elevadas
concentragdes, pondera-se que lipases possam ser obtidas de uvas e, consequentemente, de
seus residuos. Entretanto, sdo necessarios estudos que avaliem a presenca de lipases ativas,

suas caracteristicas e potenciais aplicacoes.
Coco (Coco nucifera L.)

O coqueiro de Coco nucifera L. ocorre naturalmente em todos os continentes, sendo
que cerca de 90 paises o cultivam comercialmente. Os cultivos comerciais se concentram nas
regides litoraneas, principalmente no continente asiatico. Em todo o mundo foram produzidos
aproximadamente 60 milhdes de toneladas de cocos em 2008 (EMBRAPA, 2011; FAO,
2009).

No Brasil o coco é consumido principalmente in natura, entretanto, 0 processamento
vém crescendo e inclui diferentes partes do fruto. O endosperma soélido ou albumen,
conhecido comercialmente como améndoa corresponde a parte branca da polpa, é desidratado
e destinado a producdo de coco ralado e leite de coco. Ja a parte liquida do endosperma,
conhecida popularmente como agua de coco, vem sendo processada e comercializada
engarrafada. O mesocarpo é empregado como fonte de fibras em inUmeros processos
(EMBRAPA, 2011).

O Oleo de coco é constituido por triglicerideos saturados, possui elevado valor e é
utilizado nas industrias alimenticia, farmacéutica e de biodiesel (SULAMAIN et al., 2013). O
biodiesel de dleo de coco possui desempenho superior ao produzido a partir de outros 6leos
vegetais, devido ao seu calor especifico reduzido (KALAM et al., 2016).

Os residuos lignocelulésicos provenientes do mesocarpo do fruto também vém sendo
avaliados como substratos em processos fermentativos para a producdo de bioetanol
(SOARES et al., 2016).
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Ejedegba et al. (2007) demonstraram que o extrato das améndoas de coco, apresenta
atividade de lipase em 0leo de coco, trioleina, tripalmitina e azeite, em temperaturas até 35°C
e em faixa de pH de 7,5 a 8,5. Entretanto, o processamento do fruto inclui a etapa de
autoclavagem, com o intuito de facilitar a separacdo da améndoa da casca fibrosa
(EMBRAPA, 2010). Essa etapa contribui para desestruturar as enzimas presentes nos
residuos, e como consequéncia a exploracdo dos residuos para obtencdo direta de enzimas
ndo é possivel. Dessa forma, a fracdo casca do processamento de coco vem sendo estudada
como fonte de polimeros utilizada como suporte, bem como substrato de processos
fermentativos para producdo de biocombustiveis (KOCAMAN et al., 2017).

Mamao papaia (Carica papaya L.)

O Brasil é o maior produtor de maméo do mundo, sendo que no ano de 2013 foram
produzidos mais de 1,5 milhdes de toneladas de frutos. A Bahia é o estado de maior produgédo
correspondendo a cerca de 45% de toda a producdo brasileira (EMBRAPA, 2014; IBGE,
2014).

Os frutos imaturos de mamao papaia assim como o caule possuem latex rico em
enzimas como proteases e lipases. Na Asia e Africa o0 mamoeiro é cultivado exclusivamente
para a obtencdo de latex, sendo empregado nas indlstrias farmacéutica, de alimentos e
cosmeética. As lipases provenientes do latex de mamao sdo capazes de catalisar reacdo de
esterificacdo, transesterificacdo e interesterificacdo de glicerideos (DE MARIA et al., 2006).
Paques et al. (2008) caracterizaram bioguimicamente as lipases de residuos de mamao papaia,
que foram capazes de manter atividade apds concentracdo por precipitacdo com acetona e
sulfato de ambnio e apresentaram atividade 6tima em faixas de pH de &cidas a bésicas e a
55°C.

Dessa forma, os residuos agroindustriais do processamento de mamdo poderiam ser
explorados para a obtencdo de lipases, apresentando como diferencial, a manutencdo da

atividade em meios reacionais com elevada concentragédo de solventes.

Mamona (Ricinus communis L.)
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A mamona possui ocorréncia global, adaptando-se a climas, do tropical quente e
Umido ao temperado. A parte comercialmente explorada é o fruto, que abriga sementes lisas,

ovaladas que variam em tamanho e coloracdo (MALHOTRA et al., 2015).

As sementes possuem cerca de 50% de sua massa constituida por 6leo, que possui
atividade bioldgica associada a proteina ricina e ao alcaloide ricinina. Quando ingerido por
animais e insetos, o 6leo de mamona causa diarreia, anorexia, fraqueza, apatia e até ébito.
Possui também outras propriedades exploradas pela industria farmacéutica como atividade

convulsionante e estimulante de memoria (SALIMON et al., 2010).

Durante a producdo de 6leo, para cada tonelada de produto, sdo gerados cerca de 1,1
tonelada de residuos. Esses, por sua vez, sdo utilizados como biomassa para geracdo de
energia e adubacdo organica, ja que, ndo podem ser utilizados diretamente para alimentacdo
animal devido a sua toxidez (SANTOS et al., 2016). No entanto, hd a possibilidade de
biodetoxificacdo desses residuos, o que permite a aplicacdo na alimentacdo animal (GODOY
et al., 2009).

A presenca de lipases em sementes de mamona foi verificada h4 mais de 50 anos,
apresentando caracteristicas de atividade 6tima em pH &cido e estabilidade em temperaturas
amenas, e capacidade de catalisar a hidrdlise de 6leos vegetais ricos em acido linoleico e
linolénico (AVELAR et al., 2013; ORY et al., 1960). Entretanto, ndo séo exploradas
comercialmente para esta finalidade, devido ao fato de estarem ativas apenas em sementes
dormentes, ou seja, quando ainda estdo imaturas e ainda ndo podem ser utilizadas para a
extracdo de 6leo (AVELAR et al.,, 2013). No entanto, os residuos do processamento de
mamona podem ser utilizados como substrato em processos fermentativos para a producéo de
diferentes enzimas por micro-organimos, como celulases por Aspergillus japonicus

(Herculano et al., 2011) e lipases por Pseudomonas aeruginosa (Amara e Salem, 2009).
Dendé (Elaeis guineenses Jacq.)

A palma de dendé ou dendezeiro é originaria do continente africano e cultivada
mundialmente na faixa da linha do Equador. No Brasil a producdo de dendé se concentra na
regido Norte e abrange cerca de 65 mil hectares (EMBRAPA, 2001).
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O fruto € a parte explorada comercialmente, sendo do tipo drupa sessil, esférico, com
aproximadamente 4 cm e chega a pesar 30 g. O dleo pode ser extraido de diferentes partes do
fruto, recebendo denominacdes distintas (CASTRO e KLUGE, 2001).

O dleo proveniente do mesocarpo € denominado 6leo de palma, representa cerca de
50% da massa do fruto fresco, é o segundo mais produzido no mundo, possui coloracao
avermelhada devido a presenga de carotenoides, sendo também rico em precursores de
vitamina E. J& o 6leo obtido do endocarpo é conhecido comercialmente como de palmiste e é
considerado um subproduto da producéo de 6leo de palma, correspondendo a cerca de 3% da
massa do fruto (SILVA, 2007).

A presenca de lipases ativas foi verificada no 6leo obtido do mesocarpo, apresentando
atividade 6tima em ampla faixa de pH, do &cido (4,5) ao alcalino (9,0) e temperatura amenas
de 30°C a 35°C, sendo que essas caracteristicas variam de acordo com o estagio de maturacao
e concentracdo de agua dos frutos (EBONGUE et al., 2006; ABIGOR et al., 1985). Assim, a
obtencdo de lipases poderia ser adicionada ao processo de extracdo de 6leo de palma a frio

utilizando métodos simples como a centrifugagdo, sem prejuizo ao produto final.

As lipases estdo presentes em fontes vegetais diferentes das utilizadas comercializadas
atualmente, sendo que o resumo do potencial dos residuos vegetais, apresentados neste
estudo, como fontes de lipases esta descrito na Tabela 1.2. Nota-se que entre as culturas
descritas somente algumas possuem elevado potencial para exploragédo de seus residuos como
fontes diretas de lipases devido as caracteristicas inerentes do fruto, como a atividade apenas
em sementes dormentes (mamona) e presenca de compostos inibitorios (uva); ou do
processamento, como 0 uso de elevadas temperaturas (coco). Por outro lado, os residuos
gerados no processamento de laranja, manga, mamao e dendé possuem elevado potencial para
obtencdo direta de lipases devido a elevada atividade dessa enzima e elevada quantidade de
residuos gerados nos processamentos, 0s quais sao adequados a manutencdo da atividade
enzimatica. Os residuos provenientes do processamento de frutas podem ser utilizados em
diversas areas: as cascas provenientes de processos mecanicos e fisicos sdo interessantes para

obtencdo direta de compostos por manter as caracteristicas originais no fruto; ja as tortas
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provenientes de processos de extracdo a quente podem ser utilizadas como substratos para
processos fermentativos; e 0s bagacos ricos em celulose podem ser utilizados como biomassa
para producdo de energia. Assim, considera-se que estudos sobre a obtencédo e aplicacdo de

lipases desses residuos poderiam agregar novas opcdes de fontes para a exploracdo comercial.

Tabela 1.2 Potencial de residuos vegetais para obtencao de lipases

Vegetal Produto Residuos Presenca de Potencial para obtencdo de  Fonte
principal lipase lipases
Laranja | suco frit, casca, Confirmadae  Elevado, processamento Okino-
bagaco e caracterizada padronizado, elevada Delgado e
polpa producéo e atividade Fleuri (2014a)
Manga | polpa Casca Confirmadae  Elevado, elevada atividade e~ Okino-
caracterizada produgdo, porém o Delgado e
processamento ndo € padrdo  Fleuri (2014b)
Uva | suco casca e Confirmada Baixo, acdo inibitéria de Adisakwattana
semente teoricamente lipase et al. (2010)
Coco | polpa Casca Confirmada Baixo, temperatura elevada EMBRAPA
no processamento (2010)
Mamé&o | polpa casca e Confirmadae  Elevado, elevada atividade e De Maria et al.
semente caracterizada ~ uso comercial para extracdo  (2006)
de outras enzimas
Mamona | 6leo casca e Confirmadae  Baixo, atividade apenasem  Avelar et al.
bagaco caracterizada ~ sementes dormentes (2013)
Dendé | éleo casca e Confirmadae  Elevado, elevada atividade e  Ebongue et al.
bagaco caracterizada uso comercial para extracdo  (2006)
de outras enzimas

1.3 Analise dos residuos do processamento de frutas para uso em aplicacdes

biotecnoldgicas e perspectivas de biorefinarias

A reutilizacdo de residuos para conversdo em energia, alimentagdo animal e como
fonte para obtencdo de moléculas de elevado valor agregado, como antioxidantes e enzimas,
tem sido considerada uma opcao viavel e sustentavel. Entretanto, o tipo de aplicagdo possivel
depende das caracteristicas dos processos empregados para transformar o material in natura
em produtos finais, ja que sdo gerados diferentes residuos com caracteristicas bioquimicas
distintas. A seguir estdo descritos 0s principais tipos de processamento de frutas, com anélise

dos residuos gerados e discussdo sobre sua aplicabilidade para fins biotecnoldgicos, bem
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como as perspectivas de integralizacdo do reaproveitamento de residuos aos processos ja

existentes culminando em biorrefinarias.

O processamento de frutas é dividido em transformacgdo priméria e secundaria. A
transformacédo primaria engloba processos que aumentam a vida util do produto agricola,
transformando-os em produtos que podem ser comercializados, mas que geralmente sdo
utilizados como matéria-prima para transformacbes secundarias, ou seja, constituem
processos simples de extracdo de polpas, Oleos essenciais, aromas e flavors. Ja a
transformacdo secundaria ou final gera produtos mais elaborados destinados ao consumidor

final, incluindo bebidas, doces, compotas, entre outros (CUNHA et al., 2008).

O tipo do produto obtido dos processamentos depende da espécie, variedade e
caracteristicas fisico-quimicas de cada fruta a ser processada, sendo que 0s principais sao
polpa, suco, néctar, refresco, 6leo, doce em pasta, doce em massa, doce cremoso, fruta em
calda, geleia e fruta desidratada (OLIVEIRA e SANTOS, 2015). A seguir estdo descritos os
processos de obtencdo de polpa e suco de frutas, incluindo os processos envolvidos e 0s

residuos gerados.

A polpa de fruta é o produto ndo fermentado, ndo concentrado, nao diluido, obtido de
frutos polposos, por meio de processo tecnoldgico adequado, com um teor minimo de sélidos
totais, proveniente da parte comestivel do fruto obtido por transformacéo priméaria (BRASIL,
2000). As frutas sdo primeiramente higienizadas e lavadas, podendo haver adi¢do de produtos
quimicos como hipoclorito ou detergentes. As frutas higienizadas sdo selecionadas, sendo
descartadas as fermentadas ou imaturas. Apds a selecdo, dependendo das caracteristicas de
cada espécie, as frutas podem ser conduzidas diretamente para o despolpamento, como no
caso da uva, macd, acerola e caja; ou passarem por processos de retirada de casca, como
ocorre coma banana, manga e mamé&o. As polpas, entdo, podem ser pasteurizadas ou

congeladas para aumentar seu tempo de conservagdo (TOLENTINO e GOMES, 2009).

O suco ¢ o produto obtido pela dissolugdo em agua potavel, da polpa da fruta polposa,
por meio de processo tecnoldgico adequado, ndo fermentado, de cor, aroma e sabor
caracteristicos da fruta, submetido a tratamento que assegure sua conservagdo e apresentacao

até 0 momento do consumo (BRASIL, 2003). A producdo de sucos inclui as etapas de
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processamento para polpa e podem incluir a diluicdo e adicdo de conservantes e outros
aditivos para padronizacdo (OLIVEIRA e SANTOS, 2015).

Durante a selecéo das frutas sdo descartadas as inadequadas para 0 consumo, ou seja,
as que estdo imaturas, fermentadas ou deterioradas, que, em geral, apresentam caracteristicas
organolépticas (aroma, sabor e textura) e microbiologicas comprometidas (EMBRAPA,
2004). As caracteristicas dos residuos dessa etapa de processamento sdo muito variaveis, ja
que sdo constituidos por frutos fora do padréo (frutos imaturos e em estagio de putrefacéo séo
descartados juntos). O teor de soélidos sollveis, por exemplo, sofre elevada variacdo nos
diferentes estagios de maturacdo, variando de 14° BRIX quando os frutos estdo verdes até 22°
BRIX quando os frutos estdo amarelos, como ocorre em mangas da variedade Ataulfo. A
variacdo de compostos fendlicos totais também ocorre durante a maturacdo da manga, com
menor concentracdo em frutos verdes, atingindo um pico quando as frutas estdo no ponto
ideal de consumo e sofrendo reducdo quando os frutos caminham para a putrefacdo (AZIZ et
al., 2012; PALAFOX-CARLOS et al., 2012a). Dessa forma, o uso de residuos da etapa de
selecdo como fonte direta pode ser comprometido devido a baixa uniformidade, sendo mais
indicados para uso como substrato para processos fermentativos devido a elevada

concentracdo de nutrientes e umidade.

O descascamento pode ser realizado por equipamentos ou manualmente. Geralmente,
0s equipamentos utilizados sdo fabricados em acgo inox e incluem conjuntos de facas que
removem as cascas mecanicamente, separando as partes comestiveis. Essa etapa é
interessante para o aproveitamento dos residuos gerados como fontes diretas de compostos, ja
que a casca é a parte na qual, geralmente, concentram-se 0s compostos relacionados a
protecdo dos frutos e de maior interesse biotecnolégico. Na casca de manga, por exemplo, ha
maior concentragdo de flavonoides em comparacdo com a polpa do fruto (PALAFOX-
CARLOS et al., 2012b). As etapas de descascamento e refinamento, portanto, geram residuos
promissores para 0 USO como materia-prima em aplicagfes biotecnoldgicas, pois sdo
homogéneos e 0s compostos bioativos e enzimas estdo presentes em abundancia nas cascas e

sementes das frutas.
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O despolpamento & quente é o processo utilizado para separar a polpa das fibras de
frutas que apresentam escurecimento rapido, como maca, banana e péssego. O aguecimento
inativa as enzimas por desestruturacdo paralisando imediatamente 0 escurecimento
(OETTERER et al., 2006). Além disso, acabam por afetar outras enzimas impedindo que os
residuos desses processos sejam utilizados na obtencédo direta de enzimas, vitaminas, aromas
e outras substancias termossensiveis (CASTRO et al., 2011). Dessa forma, considera-se que 0
aproveitamento dos residuos como fonte direta € possivel somente para substancias que nédo

sdo alteradas pelas elevadas temperaturas como flavonoides, polimeros e fibras.

Durante o despolpamento e refino as sementes, no geral, sdo retiradas inteiras, ja que a
sua desintegracdo pode conferir alteragdo no sabor do produto. As sementes facilmente
separaveis da parte comestivel sdo retiradas manualmente ou por equipamentos mecanicos,
como no caso do mamao, carambola e citros (TOLENTINO e GOMES, 2009). Por isso,
considera-se que essas sementes podem ser utilizadas na obtencdo direta de compostos

bioativos e enzimas.

O aproveitamento de residuos pode ser maximizado quando implantado o conceito de
biorrefinaria, cujo objetivo é a integralizacdo de processos de conversdo de biomassa em
novos produtos como biocombustiveis, insumos quimicos, compostos bioativos, materiais,
alimentos, racGes e energia; otimizando recursos e minimizando efluentes e maximizando os
beneficios e lucro (EMBRAPA, 2011).

Uma vez que as biorrefinarias agregam diferentes rotas de conversdo, incluindo vias
bioquimicas, microbianas, quimicas e termoquimicas, 0 seu conceito é dinamico e esta em
pleno desenvolvimento, mas pode ser definido como “a unido de tecnologias entre matérias-
primas bioldgicas, intermediarios industriais e produtos finais” (KAMM e KAMM, 2004).
Atualmente ha diferentes exemplos de biorefinarias ja instaladas, como as usinas produtoras
de acgucar, etanol e bioeletricidade a partir da cana-de-agucar e as fabricas de dleo, racgdes,
biodiesel e diversos outros derivados a partir da soja; entretanto, esse conceito poderia ser
aplicado em muitas outras culturas, em especial no Brasil que possui elevada diversidade de
culturas e processos (EMBRAPA, 2011).
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O fluxograma apresentado na Figura 1.1 inclui as etapas mais frequentes do
processamento de frutas, os residuos gerados nessas etapas e sugestfes para suas aplicacfes
biotecnologicas. O material descartado na etapa de selecdo € menos uniforme, por isso, sdo
menos indicados para obtencdo de enzimas e compostos ativos de maneira direta. J& 0s
residuos gerados no descascamento sdo, em geral, uniformes e concentram compostos
bioativos e enzimas. Na etapa de corte e despolpamento a finalidade depende do método
empregado, pois, quando ha uso de elevadas temperaturas pode haver desestruturacdo dos
compostos bioativos e enzimas. Dessa forma, seriam incluidos novos produtos no

processamento ja instalado aumentando assim, a rentabilidade e sustentabilidade do processo.

Frutas fora do padréo S ELECAO
Fibras, pectinas e | Cascas
substrato para
processzs LAVAGEM Obtengao de enzimas,
fermentativos | compostos bioativos,
DESCASCAMENTO fibras e pectinas
|
A QUENTE == CORTE/DESPOLPA = A FRIO
I
AJUSTE PH, BRIX
Bagacos e sementes ! Bagacos e sementes
Substratos para Obtengdo de enzimas,
processos EMBALAGEM compostos bioativos,
fermentativos, fibras, | fibras e pectinas
pectinas CONSERVACAO
|

Figura 1.1 Fluxograma dos residuos gerados no processamento de frutas com sugestdes de
aplicacdes biotecnoldgicas

A industria citrica esta entre as que possuem maior potencial, devido ao tamanho do
setor, ao processamento padronizado e sem etapas desnaturantes, possibilitando a obtencdo de
novos produtos sem interferéncia no processo de producdo do produto principal. Do
processamento de laranja para suco originam-se os residuos frit, casca e bagaco, dos quais

podem ser obtidos biocatalisadores, antioxidantes e fibras. A partir da extracdo dessas
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biomoléculas, dependendo do residuo, 0 mesmo pode ser destinado a obtencdo de Oleo
essencial, pectina e aroma, e em seguida direcionado a alimentagdo animal, bioenergia ou ser
utilizado para processos fermentativos para a obtencdo de novas enzimas e compostos
bioativos. J& do processamento de laranja para suco concentrado pode-se obter a polpa que é
fonte de antioxidantes e aromas e, apds suas extracdes, ser direcionada também para a

alimentacdo animal, bioenergia ou processos fermentativos (FLEURI, 2016).

Outro tipo de processamento que poderia incluir o conceito de biorrefinaria do
processamento de frutas sdo as industrias de polpa, que utilizam o processo de extracdo a frio
de polpa de frutas de diferentes espécies durante o ano. Dessa forma, durante o
processamento seriam extraidas as polpas de frutas como produto principal; enquanto as
cascas das frutas poderiam ser utilizadas em processos de extragdo de compostos
antioxidantes e enzimas das cascas; as sementes em processos de obtencdo de Odleos e
enzimas; e os residuos lignocelulésicos poderiam ser conduzidos para geracdo de energia ou

como substratos em processos fermentativos.

1.4 Conclusao

O processamento de frutas tem aumentado com o intuito de maximizar a durabilidade
e agregar valor ao produto, no entanto, como consequéncia a geracao de residuos também tem
crescido, principalmente porque a proporcdo entre produtos principais e residuos, em média, é
de 1:1 (m/m). Assim, o0 aproveitamento desses residuos como matéria-prima de processos
biotecnoldgicos, além de aumentar a rentabilidade, devido a inclusdo de novos produtos,
reduz o descarte de residuos, tornando o processo mais sustentavel. Entre esses novos
produtos destacam-se as lipases que possuem mercado expressivo e que atualmente séo
obtidas a partir de poucas fontes apesar de estarem presentes em grandes quantidades e em
diversas espécies. Entre as espécies analisadas, 0s residuos do processamento de laranja,
manga, mamao e dendé possuem maior potencial para a obtencdo direta de lipases. Além
disso, as etapas de obtencdo desse e outros produtos biotecnologicos poderiam ser inseridos
no processamento de frutas ja instalado em conceitos de biorrefinarias, nos quais uma fruta

daria origem a diferentes produtos tornando o processamento mais sustentavel e rentavel.
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CAPITULO 2: Atividade enzimatica e caracterizagio de extratos de residuos de laranja

variedade Hamlin

2.1 Introducao

O Brasil produz cerca de 60% do suco de laranja comercializado mundialmente, sendo
que na safra 2015/16 produziu cerca de 12 milhdes de toneladas de laranja. Desse total 85%
foi processado para producdo de suco gerando cerca de 900 mil toneladas do produto
concentrado (FCOJ - frozen concentrate orange juice) (CITRUS BR, 2017). No Brasil, esse
processamento inicia-se em maio, utilizando laranjas de variedades precoces como a Hamlin
(corresponde em torno de 10% das laranjas processadas); chegando ao apice de julho a
outubro com a variedade Pera que é a mais utilizada (corresponde a cerca de 40% das laranjas
processadas); e estende-se até dezembro e janeiro com variedades tardias como a Natal e
Valéncia (que correspondem a cerca de 30 e 20% das laranjas processadas, respectivamente).
Assim, a industria de processamento de laranja para suco mantém suas atividades durante a
maior parte do ano, o que é essencial para garantir a fluidez e rentabilidade do setor
(EMBRAPA, 2013).

As diferentes variedades de laranja possuem caracteristicas distintas, as quais
influenciam as caracteristicas do suco (ARANHA, 2011); dos residuos (LERMA-GARCIA,
2016); e provavelmente das lipases e outras moléculas contidas nesse material.

Aproximadamente 75% dos sucos citricos produzidos no mundo utilizam a extratora
in line da empresa JBT Food Tech, cujo equipamento gera diferentes fraces de residuos
durante a extragdo (JBT FOOD TECH, 2017; OKINO-DELGADO e FLEURI, 2016).

Cada fracdo de residuo é gerada em diferente proporcdo em relacdo ao suco, de acordo
com a variedade, safra e configuracdo do equipamento (EMBRAPA, 2013; ARANHA, 2011).
Sua composi¢do tambem varia, j& que cada uma delas é constituida por determinada parte
anatémica do fruto e, por isso, sdo destinadas & obtencéo de diferentes subprodutos. A casca
corresponde ao epicarpo e é a fragdo mais utilizada para a extracdo de pectina; o frit é
composto pela parte mais externa do epicarpo e é utilizada na extracdo de 6leo essencial; o
bagaco corresponde ao mesocarpo e vém sendo estudado como biomassa para producéo de

energia; ja a polpa equivale ao endocarpo, o qual possui as caracteristicas organolépticas mais



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y& «40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

proximas ao suco, devido a mesma origem anatdmica, sendo a fracdo de residuo mais
utilizada para alimentacao animal (OKINO-DELGADO E FLEURI, 2016).

Além das aplicacbes mencionadas, esses residuos vém sendo estudados como matéria-
prima para novos produtos biotecnoldgicos entre os quais, destacam-se as enzimas lipases,
que podem ser obtidas diretamente dos residuos de laranja como descrito por Okino-Delgado
e Fleuri (2014). Essas enzimas apresentaram elevada atividade em faixa de pH de &cido a
neutro, em temperaturas de 20 a 70°C e catalisam reacdes de hidrélise e sintese de &cidos
graxos, que podem ser aplicadas nas areas de producédo de biodiesel, modificagdo de produtos
lacteos, biorremediacdo de residuos de contetdo lipidico, entre outras (OKINO-DELGADO e
FLEURI, 2016).

Dessa forma, o presente estudo comparou as fracdes de residuos do processamento de
laranja para suco das principais variedades utilizadas no Brasil. Para isso, foram avaliados os
dados de balango de massas de rendimento de suco/residuo. As lipases de residuos da
variedade Hamlin foram caracterizadas bioguimicamente e comparadas aos dados obtidos
para a variedade Pera ja publicados, com o intuito de verificar se as diferentes fracdes das
diferentes variedades podem ser utilizadas como fontes diretas de lipases. Além disso, o
mesmo grupo e pesquisa caracterizou lipases obtidas de residuos de laranja das variedades

Natal e Valéncia.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Perfil de residuos gerados no processamento de laranja para suco

Os dados sobre o balan¢o de massas do processamento de laranja para suco foram
coletados a partir da safra 2007/2008 até a safra 2015/2016 pelo centro de Pesquisa e
Desenvolvimento da empresa JBT Food Tech, situado na cidade de Araraquara-SP, Brasil. A
cada ano foram processados pelo menos quatro lotes das variedades Pera, Natal, Hamlin e
Valéncia utilizando a extratora in line, na configuracdo padrdo. Que geraram quatro fragdes
de residuos, a saber: casca (peel); fragmento de casca (frit); bagaco (core); e a polpa. Cada

lote foi composto por frutos selecionados e considerados adequados ao consumo. A massa de
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cada fragcdo foi mensurada durante o processamento. O valor total e porcentagens relativas

foram calculados em relacdo a soma da pesagem do suco e de todas as fracdes de residuos.
2.2.2 Caracterizacao de lipases obtidas de residuos de laranja

Foram utilizados residuos do processamento de laranja para suco, pertencentes a
espécie Citrus sinensis L. Osbeck da variedade Hamlin, cultivadas no estado de S&o Paulo,
coletadas e processadas no ano de 2015. O processamento foi realizado na extratora in line da
empresa J.B.T. Food Tech na cidade de Araraquara-SP. Foram coletadas as quatro diferentes
fracBes de residuos, as quais foram amostradas, processadas separadamente e preparadas de
acordo com o descrito por Okino-Delgado e Fleuri (2014).

2.2.3 Atividade de lipase e influéncia do pH e temperatura

A atividade lipolitica das fragdes foi medida pela hidrélise de azeite de oliva
emulsionado, seguindo o método descrito por Macedo et al. (1997) e Lopes et al. (2011) e
modificado por Okino-Delgado e Fleuri (2014). A atividade especifica foi obtida comparando
a atividade de lipase em azeite de oliva em condi¢Ges padrdo (pH 7,0 e 40°C) com a
quantidade de proteinas totais do extrato enzimatico, determinada pelo método de Biureto,
descrito por Gornall et al. (1949). O resultado foi expresso em unidades de atividade por
miligrama de proteina (U/mg de proteina).

O estudo do pH 6timo foi conduzido pela medicdo da atividade de lipase de cada
extrato seguindo o método utilizado por Okino-Delgado e Fleuri (2014). A faixa de variacao
do pH foi de 4 a 10. No estudo de pH de estabilidade as amostras foram incubadas por 24 h

nas solucdes tampdo dos diferentes pHs antes da determinacao de atividade de lipase.

O estudo de temperatura 6tima foi conduzido pela medicdo da atividade de lipase de
cada extrato seguindo o método utilizado por Okino-Delgado e Fleuri (2014). A faixa de
variagdo da temperatura foi de 20 a 80°C. No estudo de termoestabilidade as amostras foram
incubadas por 60 min nas diferentes temperaturas antes da determinacdo de atividade de

lipase.

2.2.4 Estudo de especificidade
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A especificidade das lipases de laranja por diferentes substratos sintéticos de
diferentes tamanhos de cadeia carbdnica foi determinada sobre p-nitrofenil palmitato (p-NPP)
seguindo os metodos descrito por Mahadik et al. (2002) e Lopes et al. (2011); sobre p-
nitrofenil laurato (p-NPL) pelo método descrito por Gutarra et al. (2009); e sobre p-nitrofenil-
butirato (p-NPB) seguindo os métodos de Calado et al. (2002) e Lopes et al. (2011).

2.2.5 Analises estatisticas

Os dados foram comparados pela analise de variancia (ANOVA) e submetidos ao

teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o software Assistat 7.7 beta.
2.3 Resultados

2.3.1 Perfil de residuos gerados no processamento de laranja para suco

A andlise do balanco de massas do suco gerado pelo processamento de laranja de
diferentes variedades demonstrou que a proporcdo entre residuos e suco difere entre as
variedades (Figura 2.1). Entre as variedades analisadas, a Pera possui 0 maior rendimento,
correspondendo a 60,55% de suco e a Hamlin o menor, correspondendo a 53,44% de suco.
Considerando as porcentagens das massas de todas as variedades em todas as safras a média
de suco foi de 57,48%.
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Figura 2.1 Balango de massas de suco de laranja de diferentes variedades (safras de 07/08 a
15/16)

A anélise do balanco de massas dos residuos do processamento de laranja de
diferentes variedades demonstrou que ha diferencas significativas entre as porcentagens de
fracdes de cada variedade (Figura 2.2). As fracbes mais abundantes sdo bagaco e casca,
chegando a 19,44% de massa para bagaco da variedade Hamlin e 15,86% de massa para casca
da variedade Natal.

Em relacdo aos dados obtidos da variedade Hamlin observou-se diferengas
significativas entre as fracGes de residuos geradas, sendo que a fracdo de residuo mais
abundante é o bagaco, e as menores sao de frit e polpa, chegando a 6,14% e 6,46% de massa,
respectivamente, em relagéo ao fruto.

Para os residuos de todas as variedades essas diferencas significativas entre as fracdes
geradas também foram observadas. Para a variedade Pera as fracbes de residuos mais
abundantes sdo de bagaco e casca, correspondendo a 13,76% e 14,50% de massa,
respectivamente; e a menor de frit correspondendo a 4,65% de massa em relagdo ao fruto.
Para a variedade Valéncia, as fracdes de residuos mais abundantes sdo de bagaco e casca,
correspondendo a 14,07% e 15,66% de massa, respectivamente; e a menor de polpa

correspondendo a 5,22% de massa em relagdo ao fruto. J& para a Natal as fracGes de residuos

55



AVA
A5y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp «JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

mais abundantes sé@o de bagaco e casca, correspondendo a 14,44% e 15,84% de massa,

respectivamente; e a menor de polpa correspondendo a 5,64% de massa em relacdo ao fruto.
Assim, conclui-se que, a média geral (todas as safras e variedades) de rendimento de

suco é de 57% da massa do fruto e, o restante, 43% da massa do fruto é convertido em

residuo; sendo que os residuos sdo constituidos por cerca de 37% de bagaco, 35% de casca,
14% de frit e 13% de polpa.
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Figura 2.2 Balanco de massas dos residuos do processamento de suco de laranja de
diferentes variedades, safras de 2007/08 a 2015/16, das fracGes bagaco (B), casca (C), frit
(F) e polpa (P) das variedades Natal (N), Hamlin (H) e Valéncia (V) (codigo formado por
letra referente a fracéo seguida por letra referente a variedade)

2.3.2 Caracterizacao de lipases obtidas de residuos de laranja

Os extratos obtidos de todas as fragGes de residuos de laranja da variedade Hamlin,
apresentaram atividade de lipase em azeite de oliva emulsionado, sob condic¢Ges padrao, isto
é, pH 7,0 e 40°C. Durante esta etapa, as atividades medias foram de 25,9 U/g para o frit; 38,4
U/g para casca; 41,1 U/g para bagaco e 41,2 U/g para a polpa.

Todos os extratos apresentaram atividade de hidrélise dos substratos sintéticos de

diferentes tamanhos de cadeia, porém, houve diferenca entre a intensidade da atividade
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apresentada pelos diferentes extratos. As lipases de frit apresentaram maior atividade quando
comparados aos outros extratos na hidrolise dos trés substratos sintéticos testados,
correspondendo a cerca de 9,46 U/g para p-NPB; 4,88 U/g para p-NPL e 34,12 U/g para p-
NPP (Figura 2.3).
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* Osvalores seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Skott Knott test (p=<0,05).

Figura 2 3 Atividade de lipase de laranja variedade Hamlin em substratos p-NP (para-
nitrofenil); fragdes bagaco (B), casca (C), frit (F) e polpa (P) da variedade Hamlin (H)
(codigo formado por letra referente a fracéo seguida por letra referente a variedade)

No estudo do pH 6timo a atividade maxima para o frit, casca e polpa ocorreu em pH 7
e para 0 bagaco em pH 6. Sendo que todos os extratos apresentaram maior atividade na faixa
de pH entre 5 e 8 (Figura 2.4).

No estudo de pH de estabilidade a atividade méxima para o frit, casca e polpa foi em
pH 7 e para bagaco em pH 6. Entretanto, houveram diferencas nos perfis apresentados entre
as diferentes fracdes. O frit e a casca apresentaram elevada atividade na faixa de pH de 6 a 8,
ja o bagaco apresentou 3 picos, em pH 5, 7 e 9, enquanto a polpa apresentou atividade em pH

5, queda em pH 6 e pico em pH 7 (Figura 2.5).

Nos estudos de temperatura 6tima e de estabilidade os quatro extratos apresentaram
maior atividade em 40°C, sendo que foi verificada atividade de lipases em todos os extratos
de 30 a 60°C (Figura 2.6 e 2.7).
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Figura 2.4 Estudo de pH 6timo de extratos residuos de laranja Hamlin (FT — frit; CC —
casca; BG — bagaco; PP — polpa; H — variedade Hamlin)
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Figura 2.5 Estudo de pH de estabilidade de extratos residuos de laranja Hamlin (FT —

frit; CC — casca; BG — bagaco; PP — polpa; H — variedade Hamlin)
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Figura 2.7 Estudo de temperatura de estabilidade de extratos residuos de laranja
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2.4 Discussao

2.4.1 Perfil de residuos gerados no processamento de laranja para suco

Os dados obtidos no balanco de massas do processamento de laranja para suco
demonstraram que a proporcao media foi de 57,48% de suco em relacdo a massa do fruto,
similar ao descrito por Ladaniya (2009) que descreveu que de 45 a 60% do fruto € convertido
em suco. Considerando que na safra de 2015/16 foram processadas cerca de 10 milhdes de
toneladas de laranja (CITRUS BR, 2017), conclui-se que foram geradas aproximadamente 4,2
milhdes de toneladas (Mt) de residuos do processamento de laranja no Brasil, sendo 1,5 Mt de

bagaco; 1,4 Mt de casca; 0,5 Mt de frit; e Mt de polpa citrica.

O bagaco é a fracdo gerada em maior quantidade, sendo que para a variedade Hamlin
a proporgdo é ainda maior, o que provavelmente, influencia no rendimento de suco, o qual
para essa variedade possui menor porcentagem de suco e menor concentracdo de solidos
soltveis (CITRUS BR, 2015, CITROSUCO, 2016).

A casca é a fracdo com a segunda maior porcentagem de massa gerada no
processamento e € o residuo de laranja mais estudado. A busca pela expressao “orange peel”
pelo sistema de arquivos cientificos Science Direct registrou 15.605 resultados, entre 0s quais
ha diversos exemplos de aplicacBes biotecnoldgicas. Boukroufa et al. (2015) utilizou a casca
para extracdo de pectina, polifendis e 6leos essenciais; e Mantzouridou et al. (2015) utilizou
esse residuo como substrato em processos fermentativos utilizando levedura visando a
obtencdo de aromas. Entretanto, € interessante ressaltar que na maioria dos estudos a
expressdo “orange peel” é utilizada para definir todos os residuos provenientes da extracéo
de suco citrico, o que pode interferir na avaliacdo do potencial dessa e das outras fragdes de

residuos gerados.

O frit € gerado em menor propor¢do, porém, é considerada a fracdo de residuo mais
valiosa por ser a mais utilizada para extracdo de 6leo essencial (ASSOCITRUS, 2013). A

variedade Pera demonstrou menor porcentagem em relacdo as demais, entretanto, por ser a
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variedade mais utilizada no Brasil, a menor porcentagem dessa fracdo para essa variedade ndo

influéncia sua oferta.

A polpa, assim como o frit, € gerada em menor proporcao e é a Unica fracdo de residuo
analisada neste estudo que ndo € gerada durante a extracdo de suco pela extratora in line,
sendo separada do suco bruto em equipamentos denominados de finishers (QUEIROZ E
MENEZES, 2005). Dessa forma, constitui o residuo com caracteristicas mais semelhantes ao
suco, por isso, € a fracdo de maior palatabilidade sendo utilizada na alimentacdo humana e

animal, como o descrito por Antezana et al. (2015) e Beccaccia et al. (2015).

Assim sendo, o0 processamento de laranja para suco gera elevada quantidade de

residuos que podem ser utilizados para obtencao de produtos biotecnologicos.
2.4.2 Caracterizacao de lipases obtidas de residuos de laranja

Os dados obtidos neste estudo indicam que, em geral, as lipases provenientes de
residuos de laranja respondem de maneira similar as alteragdes no meio reacional,
apresentando maior atividade em faixa de pH de 6 a 8 e em temperaturas até 50°C. Esses
dados corroboram com o verificado por Okino-Delgado e Fleuri (2014) sobre lipases obtidas
de residuos da variedade Pera. Dessa forma, as diferentes variedades de laranja podem ser
utilizadas como fonte de lipases com caracteristicas bioquimicas similares, com excecéo das
lipases de polpa, que apresentaram diferencas nos estudos de influéncia de pH e temperatura

otimos e de estabilidade.

As lipases pesquisadas neste estudo apresentaram versatilidade hidrolisando substratos
de diferentes tamanhos de cadeia carbénica com destaque positivo para as lipases de casca e
frit e negativo para as de polpa. Dessa forma, considera-se que as lipases de polpa e bagaco
possuem caracteristicas diferentes das lipases de casca e frit, quanto a especificidade por
diferentes cadeias carbdnicas. Isso pode ser explicado devido ao fato das fragdes frit e casca
possuirem mesma origem anatémica, sendo constituidas pelo epicarpo; enquanto o bagago é

composto pelo mesocarpo e a polpa pelo endocarpo do fruto.
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O resumo dos resultados obtidos no presente estudo pode ser verificado na Figura 2.8,
na qual verifica-se que os residuos do processamento de laranja para suco possuem elevado
potencial como fonte de lipases, dada a expressividade e longa extensdo da producdo e
processamento dos frutos, bem como devido a elevada proporgédo de residuos gerados e pelas
caracteristicas das lipases obtidas das diferentes fracdes.

/ Julho =40 % frutos \

Maio — 10 % frutos I Janeiro — 20 e 30 % frutos

10 milhdes de toneladas de frutos

4,2 Mt de residuos J— 900 mt de suco FCOJ

98 % exportagdo

| | | |
Bagago 1,5 Mt Casca 1,4 Mt Frit 500 mt Polpa 500 mt
Lipase pH 6-7, 50°C e Lipase pH 6-8, 50°C e Lipase pH 7-8,50°C e Lipase pH 4-10, 50°C e
 p-NPs N p-NPs N p-NPs & p-NPs

Figura 2.8 Panorama do processamento de laranja para suco no Brasil e analise de seus
residuos como fonte de lipase (FCOJ - frozen concentrate orange juice; p-NP - substratos
sinteticos p-nitrofenil)

Se considerada a atividade especifica média e os volumes totais de gerados de cada
fracio de residuo, pode-se estimar que o potencial de atividade de lipase anual é de 3,5x10*°
U de lipase para bagaco e casca e de 1,1x10'3 U de lipase para frit e polpa, o que evidencia o

potencial da aplicacdo desses residuos para a obtengdo dessas enzimas.

2.5 Concluséao

Os residuos de laranja das variedades Hamlin processadas para suco podem ser
utilizados para obtencédo de enzimas lipases. Entretanto, verificou-se que ha diferencas entre
as lipases de diferentes fragdes de residuos e em relagdo a intensidade de atividade, influéncia

fisica e quimica no meio reacional.
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CAPITULO 3: Otimizacdo da atividade de lipases obtidas de residuos laranja por

sinergismo com lipases fangicas e imobilizacdo enzimatica.

3.1 Introducéo

O mercado mundial de enzimas movimenta bilhdes de ddlares anualmente, com
aplicacOes para varias finalidades, em especial nos setores de bebidas e alimentos, produtos
de limpeza e farmacos. Entretanto, outras areas, como a producdo de biocombustiveis, vém
ganhando destaque e devem impulsionar um crescimento de mercado cerca de 7% até 2020
(GRAND VIEW RESEARCH, 2016).

Entre as enzimas mais comercializadas estdo as lipases (triacilglicerol acilhidrolases
EC 3.1.1.3), capazes de catalisar a hidrolise e sintese de glicerideos [mono, di e
triacilglicerois (TAGs)] (Barros et al., 2010). Sao versateis quanto a aplicacdo, sendo mais
utilizadas na industria de alimentos e de detergentes, com potencial para muitas outras
finalidades como biorremediacdo e biocombustiveis, tendo como principais entraves, a
expansdo de uso e o elevado custo das enzimas (BCC RESEARCH, 2016).

As lipases séo obtidas, principalmente, de micro-organismos, representando mais de
60% das enzimas comerciais, mas também podem ser obtidas de animais (cerca de 18%),
plantas (aproximadamente 11%) e algas (3%) (PATIL et al.,, 2011). Lipases obtidas de
diferentes fontes podem apresentar caracteristicas totalmente distintas, diferindo no tipo de
reacdo catalisada, afinidade pelo substrato, Km, Vmax, temperatura, pH, comportamento
frentes a solventes organicos e ultrassom (KHAN et al., 2015; SETH et al., 2014; PATIL et
al., 2011). Assim, a fonte da lipase parece influenciar suas caracteristicas. As de origem
vegetal costumam ser mais estaveis em pH acido ao basico, temperaturas inferiores a 60°C,
apresentam elevada atividade em extratos brutos, mas sdo mais sensiveis a solventes
organicos, por isso, geralmente ndo mantem elevada atividade apos processos de purificagdo
(SETH et al., 2014). Ja as lipases microbianas como as de Candida sp. sdo mais especificas e

tolerantes a solventes organicos, e por isso, sdo a principal fonte dessas enzimas, no entanto
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sua aplicacdo industrial ainda é limitada devido ao elevado custo de producdo (GUPTA et al.,
2015; SETH et al., 2014).

Nas aplicacOes, as condi¢des reacionais geralmente ndo sdo homogéneas e continuas,
ja que, para a producdo de um determinado produto podem ser necessarios inumeros
processos. Na producdo de biodiesel, por exemplo, a matéria-prima mais comum séo os 6leos
vegetais constituidos por glicerideos de diferentes nimeros e tamanho de cadeias; os quais
podem ser convertidos a ésteres de acidos graxos pelas reacBes de alcodlise ou hidrolise

seguida de esterificacdo, utilizando diferentes solventes organicos (ANGALAJA et al., 2016).

Dessa forma, encontrar uma fonte de lipases que satisfaca todas as condigdes e que
seja economicamente vidvel pode ser dificil. Assim, a unido de lipases de diferentes fontes e
caracteristicas poderia sanar todas as necessidades, maximizando o bioprocesso. Nesse
sentido, as diferentes lipases poderiam se complementar e apresentar efeito sinérgico,
aumentando a resisténcia das enzimas vegetais a presenca de solventes, por exemplo, ou
aumentando a transformacdo final pelo aumento da esterificacdo de acidos graxos

previamente hidrolisados por outras lipases.

Outro processo que auxilia a viabilidade da catalise enzimética é a imobilizacdo, pois,
além de possibilitar a reutilizacdo por processos simples como filtragem ou centrifugacéo,
pode disponibilizar sitios ativos retirando interferentes externos, aumentar a resisténcia a
presenca de solventes e a estabilidade térmica (TIAN et al., 2016; AGUIEIRAS et a., 2015).

Neste contexto, o presente trabalho testou o efeito sinérgico de lipases fungicas e
vegetais, bem como, o comportamento da mistura em diferentes condi¢Oes reacionais,
incluindo diferentes solventes organicos, presenca de ultrassom, glicerideos de tamanhos de

cadeia diferentes e imobilizagdo por adsorcéao e encapsulacéo.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Extratos lipoliticos
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Foram utilizados extratos de lipases de origem fungica e vegetal obtidos pelo proprio
grupo de pesquisa e 0s métodos de obtencdo e resumo das caracteristicas estdo descritos a

sequir.

O extrato fangico foi obtido do fungo Aspergillus sp. 01 por meio de fermentagcdo em
estado solido (FES) utilizando como substrato o farelo de trigo e incubacéo por 120 h a 30°C.
Apos esse periodo, foram adicionados 50 mL de agua destilada e o filtrado foi considerado o
extrato bruto. Essas lipases, apés liofilizacdo, apresentaram atividade de cerca de 68 U/g,
estabilidade em pH alcalino (8,0 a 9,0) e pico de temperatura 6tima a 50°C. Apresentaram
afinidade por substratos de cadeia curta, média e longa e foram capazes de catalisar as reacoes
de hidrolise e alcodlise de 0Oleos vegetais, assim como a esterificagdo de acido oleico com
etanol (FLEURI et al., 2014a e b).

O extrato vegetal foi obtido da fracdo do fragmento de casca denominado frit no
processamento de laranja da variedade Pera para suco. Os residuos foram coletados,
embalados e armazenados por até 2 dias a 5°C. Para as analises foram triturados
mecanicamente até atingir granulometria homogénea de 0,5 cm?®, seguido de adigdo de 4gua e
o filtrado foi considerado o extrato bruto. Essas enzimas apresentam atividade de cerca de 70
Ul/g, estabilidade em pH &cido (6,0) e dois picos de temperatura 6tima a 20 e 60°C (OKINO-
DELGADO e FLEURI, 2014). Quanto a afinidade por substratos, as lipases provenientes do
frit foram capazes de catalisar a hidrdlise de substratos sintéticos de cadeia longa e média,
como também a hidroélise e alcodlise de 6leos vegetais, bem como a esterificacdo de acido

oleico com etanol.

Ambos os extratos foram obtidos a partir de residuos agroindustriais, por métodos
simples e pouco onerosos e toxicos. Além disso, foram selecionados por apresentarem
atividades elevadas e semelhantes; e por possuirem caracteristicas bioquimicas distintas e
complementares. Dessa forma, esses extratos foram combinados com o objetivo da mistura
apresentar desempenho melhor que os extratos isolados. Assim, hipoteticamente a mistura
poderia apresentar atividade em faixa ampliada de pH, maior taxa de atividade em reagdes em
substratos de diferentes tamanhos de cadeia e maior resisténcia na presenca de solventes

organicos e banho de ultrassom.
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3.2.2 Atividade de lipase

A atividade de lipase foi determinada em azeite de oliva emulsionado seguindo a
metodologia descrita por Macedo et al. (1997) e Lopes et al. (2011) modificada por Okino-
Delgado e Fleuri (2014). Os resultados foram expressos em unidade de atividade de lipase
definida como a quantidade de lipase necessaria para liberar 1 pumol de acido graxo por
minuto por grama de extrato enzimatico. Para a determinacdo da atividade especifica de
lipase foi verificada a concentracdo das proteinas totais no extrato enzimatico, conforme

metodologia descrita por Lowry et al. (1951).

3.2.3 Efeito sinérgico

O estudo do efeito sinérgico dos extratos fungico e vegetal foi delineado em arranjo
fatorial duplo (5 x 5), sendo cinco concentracdes de extrato fungico de Aspergillus sp. 01 (0,
25, 50, 75 e 100%) e cinco concentracOes de extrato vegetal de frit de laranja (0, 25, 50, 75 e
100%), totalizando 25 combinacGes. O experimento foi conduzido em triplicata.

A atividade de lipase foi calculada sobre dleo de oliva comparando os resultados
tedricos e observados, sendo essa relagdo denominada de porcentagem proporcional. Quando
a porcentagem proporcional foi maior que 100% foi considerado que houve efeito sinérgico
entre 0s extratos. Para a andlise dos dados foi utilizada analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey (p < 0,01), utilizando o programa Assistat 7.7
beta.

3.2.4 Maximizacdo da atividade lipolitica

A combinacdo de maior valor experimental observado em relacdo ao valor
experimental tedrico foi utilizada nos estudos de maximizagdo de atividade. Em todas as
etapas desse estudo foram testados os extratos isolados e a combinacdo que apresentou efeito

sinérgico.

3.2.5 Efeito de solventes organicos
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Para o estudo do efeito de solventes organicos foi analisada a atividade lipolitica em
meio reacional semelhante ao utilizado no item 3.2.2, apenas diferenciando na adicdo de
solvente. Foram testadas solucdes 30% de acetona, etanol e metanol. A mistura de solvente,
extrato enzimatico e tampdo permaneceu em temperatura ambiente por 24 h e apds este
periodo foi mensurada a atividade de lipase. O valor de atividade sem a adi¢do dos solventes

foi considerado atividade relativa de 100%.

3.2.6 Efeito do Ultrassom

Para o estudo do efeito de ultrassom foi analisada a atividade lipolitica em meio
reacional semelhante ao utilizado no item 3.2.2 diferindo apenas no tratamento com periodos
de banho de ultrassom de 10, 20 e 30 segundos na frequéncia de 50 kHz. A mistura de extrato
enzimatico e tampao foi submetida em banho de ultrassom, apés este periodo foi mensurada a
atividade de lipase. O valor de atividade sem o banho de ultrassom foi considerado atividade
relativa de 100%.

3.2.7 Estudo de especificidade

Foi analisada a afinidade dos extratos isolados e combinados por acidos graxos de
cadeia longa utilizando o p-nitrofenil palmitato (p-NPP) (MAHADIK et al., 2002; Lopes et
al., 2011]; cadeia média utilizando o p-nitrofenil laurato (p-NPL) (Gutarra et al., 2009); e
cadeia curta com p-nitrofenil-butirato (p-NPB) (LOPES et al., 2011; CALADO et al., 2002).

3.2.8 Imobilizacdo

Os extratos isolados e combinados foram testados quanto a imobilizagdo enzimatica,

por adsor¢éo e por encapsulacgéo.

A imobilizagdo por adsorcéo foi testada utilizando como suporte celite, silica, 0xido
de aluminio e Lewatti, todos da marca Sigma-Aldrich®. Os suportes foram preparados
seguindo as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, foi analisada a atividade lipolitica

em meio reacional semelhante a utilizada no item de 3.2.2.
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O estudo de imobilizagdo por métodos de encapsulacdo testou alginato de célcio e
gelatina (ANGELOTTI et al., 2013). Para a imobilizacéo das lipases em alginato de calcio foi
preparado solucdo homogeneizada contendo 2 mL de solucdo 3% de alginato de sodio em
tampao fosfato 0,1M pH 7,0 e 200 pL da suspensdo de 0,1 mL da enzima diluida no mesmo
tampdo. A mistura foi transferida para seringa com agulha (20Gx2”) e gotejada em béquer
contendo 10 mL de solugéo 0,3M de CaCl» para a formagdo das capsulas que ficaram 2 h sob
agitacdo lenta para a cura. Em seguida as capsulas foram peneiradas, lavadas com o tampao e
armazenadas a 5°C. As enzimas imobilizadas e aliquotas da solugédo de CaCl e do tampdo de
lavagem foram recolhidas para a determinacdo da atividade enzimética e para o célculo da

eficiéncia de encapsulacao.

Para a imobilizacdo das lipases em gelatina foi preparada solucdo contendo 1g de
gelatina e 1 mL de tampéo fosfato 0,1M pH 7,0. A solucéo foi aquecida para a solubilizacdo
do agente imobilizador a 40°C. Aliquotas de 2 mL da solucdo de gelatina foram
homogeneizadas com 200 pL de extrato enzimatico e transferidas para placas de petri. As
placas foram armazenadas a 5°C por 1 h para solidificacdo. Em seguida foram adicionados 4
mL de glutaraldeido 10% sobre a camada de gelatina para a reticulacdo. As placas foram
novamente armazenadas a 5°C por 1 h. O sobrenadante foi removido, as amostras de enzima
em gelatina foram cortadas em tamanhos homogéneos de 2x2 mm e armazenadas em tampao
fosfato 0,AM pH 7,0. As enzimas imobilizadas e aliquotas do tampdo de armazenamento
foram recolhidas para a determinacdo da atividade enzimatica e para o calculo da eficiéncia

de encapsulacao.

A atividade de lipase sobre 6leo de oliva como substrato foi calculada comparando os
resultados teodricos e observados, sendo essa relacdo denominada porcentagem proporcional.
Quando a porcentagem proporcional foi maior que 100% foi considerado que houve efeito
sinérgico entre os extratos. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata e para a
analise dos dados foi utilizado o programa Assistat 7.7 beta, analise de variancia e as médias

comparadas pelo Teste de Tukey (p <0,01).

3.3 Resultados
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3.3.1 Efeito sinérgico

Houve diferenca na atividade de lipase entre as diferentes concentracGes de extrato
fangico e vegetal. A andlise dos dados mostrou que ha interacédo significativa entre os fatores
ao nivel de 1% de probabilidade. Nas combinacBes com baixa concentracdo de extratos
fangicos e vegetais a atividade foi baixa, aumentando conforme o aumento da concentracado
de extratos. A atividade relativa de lipase permaneceu elevada, acima de 50%, em
combinaces com mais de 25% de extrato fungico e vegetal. Entretanto, acima de 75% de
extrato fangico ndo houve diferencas significativas, demostrando que a partir deste ponto, o
aumento da atividade ndo correspondeu ao aumento na concentracdo de extratos enzimaticos
(Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Efeito sinérgico de extratos lipoliticos fungico e vegetal na atividade de lipase
utilizando o oleo de oliva como substrato

% de extrato vegetal > 0% 25 % 50 % 75 % 100 %

% de extrato fungico |

0% 0,00 bC 14,72 bC 68,50 aB 104,17 aA 99,36 aA
25% 20,94 bB 88,32 aA 68,31 aA 62,56 CA 65,90 bA
50 % 110,96 aA 100,40 aAB 56,90 aC 65,90 bcC 82,28 abBC
75 % 109,83 aA 99,03 aA 67,03 aB 103,98 aA 93,98 aA
100 % 117,76 aA 85,15 aB 83,22 aB 91,55abAB 107,71 aAB

Letras mindsculas comparam médias na coluna e letras maitsculas comparam médias na linha. Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas pelo Teste de Tukey (p <0,01).

Os valores experimentais observados apresentados na Tabela 3.1 foram comparados
aos valores experimentais tedricos, essa comparacdo pode ser verificada na Tabela 3.2, na
qual, verifica-se o efeito sinérgico nas combinagfes de 25% de extrato fungico e 25% de
extrato vegetal, correspondendo a 223% de atividade proporcional. Na combinacédo de 50%
de extrato fangico e 25% de extrato vegetal, correspondendo a 155% de atividade
proporcional; e na combinacdo de 75% de extrato fungico e 25% de extrato vegetal,
correspondendo a 120% de atividade proporcional. Nas combina¢Ges com maiores
concentragdes do extrato vegetal, a atividade observada foi menor que a teorica, indicando

que o efeito sinérgico ocorre em baixa concentracdo de extrato vegetal.
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Tabela 3.2 Efeito sinérgico de extratos fungico e vegetal na atividade de lipase utilizando o
6leo de oliva como substrato (comparacéo entre valores teoricos e observados)

Tratamentos Extrato Extrato %
fangico (%)  Vegetal (%) proporcional
10 0 0
2|0 25 100,00
3]0 50 100,00
410 75 100,00
510 100 100,00
6|25 0 100,00
7125 25 223,26*
8|25 50 73,19
9125 75 48,49
10 | 25 100 53,06
11 | 50 0 100,00
12 | 50 25 155,90*
13 | 50 50 48,14
14 | 50 75 42,83
15 | 50 100 55,21
16 | 75 0 100,00
17 | 75 25 75,81
18 | 75 50 46,87
19 | 75 75 58,19
20 | 75 100 54,05
21 | 100 0 100,00
22 | 100 25 74,64
23 | 100 50 49,58
24 | 100 75 44,98
25 | 100 100 54,20
14 | 50 75 45,78
16 | 75 0 109,41
17 | 75 25 120,86*
19 | 75 75 53,44
20 | 75 100 61,03
24 | 100 75 58,46
25 | 100 100 50,29

*valores acima de 100% representam efeito sinérgico ‘

Apesar da % de atividade proporcional ser maior para a combinagdo 25% de extrato

fangico (F)/25% de extrato vegetal (V) a atividade real foi menor que nas duas outras
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combinacBes que apresentaram efeito sinérgico. Dessa forma, foi selecionada a combinagéo

de 50% F/25% V para o0s estudos de maximizacédo de atividade.

3.3.2 Maximizacao da atividade lipolitica com a combinacéo de extratos 50%F/25% V

Foram realizados testes simulando situagdes comuns aos meios reacionais de diversas
aplicacBes com o intuito de verificar se a combinagdo de extratos 50% F/25% V, o qual
apresentou efeito sinérgico em reacdo de hidrolise de azeite de oliva, mantem sua atividade
em condicOes adversas. Foram também analisados os extratos isolados para comparacgdo. O

resumo dos resultados destes testes pode ser verificado nas Figuras 3.1, 3.2 e 3.3.

A atividade de lipase diminuiu em todas as combinagdes de extratos e solventes,
ficando abaixo do valor experimental tedrico, correspondendo a cerca de 11,3% de atividade
relativa para lipase fungica em etanol; 13,3% de atividade relativa para lipase fingica em
metanol; e 10,8% de atividade relativa para lipase vegetal em acetona. Esses resultados
indicam que as lipases contidas nesses extratos ndo sdo estaveis nos solventes testados. N&o
foi observado efeito sinérgico, pois a atividade da combinacgéo de extrato fangico e vegetal foi
menor que os extratos isolados para os trés solventes (Figura 3.1).
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*0s valores seguidos por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Skott e Knott (p0,05)

Figura 3.1 Efeito de solventes na atividade de lipase de extratos fungico e vegetal
combinados e isolados utilizando o éleo de oliva como substrato (FV — 50% lipase
fungica/25% lipase vegetal; F-100% lipase fungica; V 100% lipase vegetal).
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A atividade de lipase dos extratos combinados e isolados também diminuiu na
presenca de ultrassom em relagdo a atividade mensurada na auséncia deste tratamento.
Porém, foi verificado efeito sinérgico apds os tratamentos de 20 e 30°, correspondendo a

cerca de 29,5% e 33,4% de atividade relativa, respectivamente (Figura 3.2).
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*0s valores seguidos por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Skott e Knott (p=0,05)

Figura 3.2 Efeito de ultrassom na atividade de lipase de extratos fungico e vegetal
combinados e isolados utilizando o 6leo de oliva como substrato (FV — 50% lipase
fungica/25% lipase vegetal; F-100% lipase fungica; V 100% lipase vegetal).

Foram observadas atividade de hidrélise de p-NPP, p-NPB e p-NPL em todas as
combinacOes de extratos e substratos testados, indicando que as lipases fungica e vegetal
possuem afinidade por diferentes substratos. Houve efeito sinérgico em p-NPP e p-NPL, ja
que a % de atividade proporcional da combinacdo de extratos foi maior que a dos extratos
isolados. Entretanto, para p-NPB a combinagdo de extratos implicou em % de atividade
proporcional de cerca de 1/3 do esperado, indicando efeito antagonico (Figura 3.3).

77



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y& «40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

a
I b
w5 25 I
T
=
& 20 c c
s r ¢
= I
Z 15
L4}
- e
L8}
& 10 I
3 g f g
I s I I I
0
FV F Vv FV F v FV F Vv
p-NPB p-NPL p-NPP
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Figura 3.3 Atividade de lipase em substratos sintéticos de extratos fungico e vegetal
combinados e isolados utilizando o 6leo de oliva como substrato (FV — 50% lipase
fungica/25% lipase vegetal; F-100% lipase fungica; V 100% lipase vegetal).

Foram realizados testes de imobilizacdo de lipases dos extratos fungico e vegetal
isolados e combinados na proporcao de 50% F/25% V. O resumo dos resultados obtidos pode

ser verificado na Figura 3.4.

Os extratos flngico e vegetal ndo apresentaram bons resultados para a imobilizacao
por encapsulamento (Figura 3.4). A imobilizacdo de lipases de extrato vegetal e fungico por
alginato de calcio diminuiu em comparagdo com a atividade do extrato bruto inicial, sendo
que no primeiro ciclo de atividade as lipases imobilizadas apresentaram cerca de 15% da
atividade do extrato inicial. Houve migracdo das lipases da solucdo de alginato para o cloreto
de calcio (aproximadamente 35% de atividade relativa). Dessa forma, verificamos que o
alginato de célcio fixou pequena porcentagem de lipases. Porém, foi observado que as lipases
fangicas imobilizadas com alginato permaneceram com atividade apds o segundo ciclo de
atividade, o que demostrou que apos a fixag¢do no alginato de calcio as lipases se mantém

imobilizadas e com atividade.

Ja a imobilizacdo de lipases de extrato vegetal e flngico isolados e combinados por
gelatina também diminuiu significativamente em comparacdo com a atividade do extrato

bruto inicial, sendo que, no primeiro ciclo de atividade as lipases imobilizadas apresentaram
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cerca de 15% para o extrato fungico, 19% para o vegetal e 20% para a mistura de % de
atividade proporcional. Houve migracdo das lipases da solucdo de gelatina para o
glutaraldeido (aproximadamente 50% de atividade relativa). Conclui-se, portanto, que as
técnicas ndo retém eficientemente as lipases testadas, mas as lipases retidas mantém a
atividade. Assim, estas técnicas poderiam ser utilizadas em conjunto com a imobilizagéo por

adsorc¢do, pois com este tipo os resultados sdo promissores, como descrito a seguir.

O extrato vegetal e fangico isolados mantiveram atividade elevada para lipases
imobilizadas por celite, silica e Lewatti; enquanto que a mistura de extratos apresentou
melhores resultados em celite e silica, acima de 60% da atividade inicial. O suporte que
apresentou melhor desempenho para imobilizacdo de todos os extratos testados foi a silica,
mantendo até cerca de 85% da atividade do extrato bruto vegetal. Dessa forma, conclui-se
que a imobilizacdo por adsorcdo é o método mais indicado para a imobilizacdo das lipases
contidas nos extratos testados, principalmente utilizando como suporte a silica, que conseguiu
manter cerca de quatro vezes mais atividade que nas técnicas de imobilizacdo por
encapsulamento.
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*0s valores seguidos por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Skott e Knott (p<0,05)

Figura 3.4 Imobilizacéo por adsor¢édo e encapsulamento de extratos fungico e vegetal
isolados e combinados

3.4 Discussao
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As lipases s@o serina hidrolases que necessitam da interface organica aquosa para
catalisarem a hidrélise de ligacGes ester carboxilicas, entretanto, em meios com teor de agua
reduzido outras reacOes sdo preferenciais como a transesterificacdo (LOPES et al., 2011,
FREIRE E CASTILHO, 2008; PEREIRA et al., 2003). Nessa reacdo é necessario o uso de
solventes para a formacao esteres, por isso, para que as lipases possam catalisar reacfes de
sintese as enzimas devem manter sua atividade na presenca de solventes. As lipases testadas
neste estudo ndo mantiveram elevada atividade na presenca de solventes organicos,
corroborando com Mounguengui et al. (2013) e Marchetti et al. (2007) que verificaram que a
producdo de biodiesel utilizando lipases vegetais € limitada, entre outros fatores, pela
sensibilidade das lipases na presenca de alcoois. Isso também limita a aplicacdo dessas
enzimas em outros processos utilizando solventes organicos, indicando que a mistura possuli
maior potencial para aplicacdo em reacdes de hidrélise e para reagdes de sintese que utilizem

baixo percentual de solvente ou mantenham maior proporcéo de dgua em relacéo ao solvente.

Os extratos isolados apresentaram comportamento diferente em relacdo aos solventes:
o0 extrato fangico manteve melhor atividade que o vegetal na presenca de etanol e metanol,
enquanto, que o extrato vegetal apresentou maior atividade em acetona e menor em metanol.
Esses resultados sugerem que as lipases fungicas testadas possuem maior estabilidade em

etanolise.

Apesar da atividade de todas as lipases testadas ter decaido na presenca de solventes,
observa-se que ela ndo cessou totalmente, exceto para a mistura de extratos em metanol.
Assim, presume-se que essas enzimas ndo sdo totalmente desestruturadas e sua atividade na
presenca de solventes poderia ser aumentada pela manutencdo da atividade utilizando
estratégias analiticas que diminuam o tempo de contato entre enzima e solvente ou que

aumentem sua resisténcia a presenca destes.

O teste de atividade apOs banho ultrassénico indicou que as lipases testadas
mantiveram atividade ap6s o banho de ultrassom, o que demonstra o efeito sinérgico entre as
lipases fungica e vegetal na mistura ap6s 20 e 30 segundos. Dessa forma, esse método poderia
ser utilizado para maximizar as reagdes, diminuindo o tempo de reacdo, temperatura e

concentragéo de solvente com mesma taxa de conversao, como o apresentado por Khan et al.
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(2015) para esterificacdo de &cido oleico por lipases de C. antarctica. Assim, 0 uso de banho
de ultrassom poderia auxiliar a sanar o entrave da sensibilidade das lipases a solventes
organicos, ja que possibilita a diminui¢do da proporcao de solvente no meio reacional, por
aumentar a interacdo entre as fases pela cavitacdo e diminuicdo de bolhas, aumentando
também o contato entre enzima e substrato devido ao aumento da emulsificacdo do meio
reacional; e o tempo de contato com a enzima por diminuir o tempo de reacdo (MARTINS et
al., 2013; ROKHINA et al., 2009). Além disso, o banho ultrassénico foi utilizado com o
intuito de aumentar o poder catalitico das lipases, uma vez que Zhao et al. (2016) verificou
que o ultrassom em baixa frequéncia (menor que 60 kHz) ndo modificou a estrutura
secundaria de lipases microbianas, promovendo apenas alteracfes na estrutura terciaria e
aumentando a atividade catalitica para reacdes de hidrolise e sintese. Entretanto, como foi
demostrado no presente estudo esse aumento do poder catalitico ndo foi verificado, pois
houve reducéo da atividade lipolitica.

No estudo de afinidade por diferentes substratos houve efeito sinérgico entre as lipases
fungica e vegetal para a hidrdlise de p-NPP e p-NPL, indicando maior afinidade pela hidrolise
de acidos graxos de cadeia longa e média. Esses resultados evidenciam a presenca de lipases
verdadeiras devido a hidrdlise de acidos graxos de cadeia longa e indicam que a mistura de
extratos possui aptiddo para a aplicacdo na modificacdo de OGleos vegetais, que sao
constituidos majoritariamente por triglicerideos compostos por acidos graxos de cadeia longa.

A imobilizacdo enzimatica aumenta a estabilidade das enzimas devido a protecdo
contra a acdo de solventes, alteracfes de pH e temperatura; além de possibilitar seu reuso e
facilitar a retirada das enzimas do meio reacional apés a reacdo (AN et al., 2015). Entretanto,
em geral, apresentam desvantagens como elevada queda de atividade enzimatica devido ao
blogueio do sitio ativo da enzima, restricdo da flexibilidade e limitagdo da transferéncia da
massa entre enzima e substrato (DATTA et al., 2012). Por isso, desenvolver o método
adequado é indispensavel para garantir suas vantagens mantendo a atividade enzimatica

elevada.

As técnicas de imobilizacdo por encapsulagdo consistem em confinar as enzimas em

polimeros insolUveis, sendo apenas fisico ndo envolvendo interagcBes quimicas entre enzima e
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suporte, mas limitam a transferéncia de massa, pois 0 contato entre enzima e substrato
depende da taxa de difusdo do substrato no polimero utilizado para aprisionar a enzima
(FALKEBORG et al., 2015). As lipases testadas neste estudo apresentaram baixo
desempenho para as técnicas de encapsulacdo utilizando gelatina e alginato como suporte,
corroborando com os estudos de Toscano et al. (2014) que verificaram queda na atividade
apos mobilizacdo. Dessa forma, devido ao baixo desempenho das lipases imobilizadas por
encapsulamento, conclui-se, que essa técnica ndo retém eficientemente as lipases testadas,
mas as lipases retidas mantém a atividade. Assim, poderia ser utilizada em conjunto com
outras técnicas que consigam aderir a enzima, como a imobilizacdo por adsorcdo avaliada

neste estudo.

As lipases testadas neste estudo mostraram bom desempenho em imobilizagéo por
adsor¢do mantendo a atividade catalitica elevada, até 85% de atividade em silica, quando
comparado a outras técnicas e suportes de imobilizacdo, como de Lei et al. (2009) e Li et al.
(2016). Os primeiros autores obtiveram 63% de atividade em lipases de pancreas de porco
imobilizadas em microesferas magnéticas e os segundos observaram 79% de atividade de
lipases microbianas produzidas por Malassezia globosa e imobilizadas em epoxi resina. As
técnicas de imobilizacdo por adsor¢do envolvem interacBes quimicas entre enzima e
adsorvente, envolvendo diferentes tipos de interacbes quimicas, como forcas de van der
Waals, ligacdes de hidrogénio, interacfes hidrofobicas e ligacbes covalentes (AN et al.,
2015). Estudos recentes vém demonstrando que a porosidade dos materiais utilizados como
suporte esta entre os fatores de maior influéncia na atividade das enzimas imobilizadas, pois,
implicam diretamente na capacidade de transferéncia de massas. As lipases testadas nesse
estudo apresentaram resultados promissores para 0s suportes celite e silica por terem mantido
a atividade das lipases elevadas ap6s imobilizagdo, corroborando com os estudos de Chang et
al. (2007) e Li et al. (2016). Esse fato pode ser explicado, provavelmente, devido a esses
materiais apresentarem macro e mesoporosidade, possibilitando a rapida transferéncia de
massa; enquanto o Lewatti que é microporoso conferiu menor atividade. Além disso, o celite
e a silica sdo materiais inertes, ndo toxicos e de baixo custo; assim, constituem boas op¢oes
de suporte a imobilizagcdo das enzimas testadas e poderiam ser utilizadas nas mais diversas

areas como industria de alimentos, farmacéutica, biodiesel, entre outras.
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3.5 Concluséo

Conclui-se que as lipases fungica e vegetal testadas possuem potencial para aplicacdo
em reacOes de hidrolise de glicerideos de diferentes tamanhos de cadeia de acidos graxos,
isolados ou combinados, livres ou imobilizados por adsorcdo. O efeito sinérgico ocorreu em
formulagGes com maior concentracdo de extrato fangico e que também favoreceu o aumento

da resisténcia as alteracGes no meio reacional em relacdo aos extratos isolados.
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CAPITULO 4: Biorremediagdo de residuos de 6leo de cozinha por lipases obtidas de

residuos de laranja — Modificacé@o por hidrdlise e alcodlise e andlise de citotoxicidade.

4.1  Introducgéo

Lipideos e carboidratos sdo os principais constituintes de residuos da industria de
alimentos, responsaveis por elevados danos ao meio ambiente devido a formacao de filmes
oleosos nas superficies aquéaticas que impedem a difusdo de oxigénio; aos entupimentos
causados pela emulsificacdo com matéria organica; e metanizacdo de 6leos que elevam o
efeito estufa (BROWN et al., 2016; KUMAR et al., 2012). Segundo Hocevar et al. (2012)
cada litro de residuo lipidico é capaz de comprometer cerca de 1 milhdo de litros de agua,
principalmente, quando os 6leos passam por temperaturas elevadas, ja que até o6leos
considerados saudaveis a temperatura ambiente, podem tornar-se tdxicos quando aquecidos
(NWOBI et al., 2006). Assim sendo, o estudo da alteracdo de Gleos apds aquecimento e
possibilidades de reducdo de sua toxidez, sdo essenciais para a industria de alimentos, pois,

referem-se a uma situacdo frequente no processamento dos mesmos.

Entre os processos capazes de alterar a estrutura dos 6leos e aumentar sua toxidez
estdo os de fritura de alimentos, sendo os compostos resultantes vém sendo associados as
doencas como cancer, Alzheimer e Parkison (GUILLEN E URIARTE, 2012). Desta forma, a
compreensdo da alteracdo da estrutura dos Oleos apds aquecimentos, bem como, seu
comportamento em modelos biol6égicos pode indicar solucdes que minimizem o efeito

negativo do consumo destes alimentos e do impacto ambiental dos residuos gerados.

Neste contexto, estudos como os conduzidos por Kanmani et al. (2015), Kumar et al.
(2012), Mita et al. (2010) e Rigo et al. (2008) tém testado a aplicabilidade do uso de lipases
(EC 3.1.1.3 triacilglicerol acilhidrolases) na biorremediacédo de residuos lipidicos e citam
como vantagens, em relacdo aos métodos convencionais, a especificidade, o que permite a
conversao a subprodutos ndo toxicos; maior rendimento; possibilidade de uso em residuos
com alto ou baixo teor de poluentes; operacdo em condi¢bes brandas e, consequente,
diminuicdo de gastos com energia. Nos referidos estudos foi evidenciado que a composicao
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de &cidos graxos foi alterada por reacOes catalisadas por lipases, entretanto, ndo indicaram se
essa alteracdo causou efeitos na toxidez desses residuos. Assim, ensaios sobre a citotoxidade
dos oleos antes e apds a biorremediacdo complementariam a investigacdo sobre o papel deste

processo na influéncia na toxidez dos residuos lipidicos gerados.

Os seres Vivos estdo expostos a inimeras substancias nocivas capazes de causar danos
celulares, por isso, a capacidade de neutralizar tais moléculas é essencial ao bom
funcionamento metabdlico, sendo que o préprio metabolismo desenvolveu mecanismos de
identificacdo e degradacdo ou transformagcdo em compostos inertes. A biorremediacdo é a
aplicacdo biotecnologica desses processos que visa neutralizar moléculas alvo; e que podem
ser realizados pelo emprego de micro-organimos em processos fermentativos ou pelo uso
direto de enzimas na catdlise da reacdo de transformagdo do elemento tdxico
(SIVAPERUMAL et al., 2017; BROWN et al., 2016).

A modificacdo de Gleos por lipases pode ser realizada, entre outras, pela reacdo de
hidrolise, na qual a ligacdo éster do triglicerideo é rompida na presenca de agua, produzindo
glicerol e &cidos graxos (PAQUES E MACEDO, 2006). Em condicGes com baixo conteddo
de &gua as lipases sdo também capazes de catalisar reacfes de transesterificacdo. Nessa
reacdo ocorre a troca de radicais acil entre compostos e resulta em um glicerideo diferente do
inicial, sendo que a denominacdo da reacdo varia de acordo com a substancia utilizada, sendo
denominada de alcodlise quando o éster é substituido por um alcool (CARVALHO et al.,
2003; PEREIRA et al., 2003).

Desta forma, o presente trabalho analisou o efeito da biorremediacéo de residuos de
6leo de fritura por reacfes de hidrdlise e alcoolise catalisadas por lipases obtidas de residuos
de laranja e comerciais. Foram analisadas as alteragdes na composi¢do e citotoxidez do dleo e

de seu residuo antes e ap0s o tratamento enzimatico.

88



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y& «40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

4.2 Material e métodos

4.2.1 Obtencao, concentracao, determinacao e identificacdo de lipases

Foram utilizadas lipases vegetais obtidas de residuos de laranjas processadas para suco
concentrado, variedade Pera, cultivadas no estado de S&o Paulo. Foram obtidos extratos a
partir de trés fracGes de residuos, a saber: frit (fragmento de casca), casca e bagaco. As

amostras foram processadas pelo método utilizado por Okino-Delgado e Fleuri (2014).

Os extratos brutos foram concentrados por diferentes métodos. ApGs o processamento
inicial, os extratos enzimaticos foram concentrados por precipitacdo com sulfato de aménio
(60% de saturacdo) seguido por centrifugacdo, dialise e liofilizacdo; concentracdo com
acetona (acetona: amostra, na propor¢do de 1:4, v/v, respectivamente) seguido por
centrifugacdo e evaporacdo; e microfiltracdo utilizando membrana de 10 KDa Centrifugal

filter (Millipore®) no processo de centrifugacéo.

Antes e ap06s cada etapa, as atividades das lipases de laranja foram mensuradas
seguindo o método titulométrico descrito por Macedo et al. (1997) para atividade de hidrélise

utilizando como substrato 6leo de oliva emulsionado.

As lipases foram identificadas em zimograma utilizando o substrato MUF-butirato
(Sigma Aldrich®) realizado seguindo o método descrito por Teo et al. (2003). O preparo das
amostras seguiu 0 método descrito por Lerma-Garcia et al. (2016) modificado. Para isso, as
amostras foram ressuspendidas em tampé&o Tris (0,05 M, pH 7,4) contendo CHAPS e inibidor
de protease, homogeneizadas em probe e centrifugadas. Para o preparo do gel nativo utilizado
no zimograma foram testadas diferentes concentracGes de poliacrilamida, variando de 5 a
15%. O zimograma foi realizado em gel nativo de poliacrilamida a 10%, preparado com 4 mL
de agua destilada; 2,5 mL de tampéo tris HCI (0,5 M, pH 8,8); 3,35 mL de acrilamida / bis-
acrilamida (30/0,8 %); 5 uLde TEMED; e 50 uL persulfato de aménio. 20 uL de cada
amostra foi aplicada em cada poco do gel e a corrida ocorreu a 150 volts. Apoés a eletroforese,
o gel foi acondicionado em recipiente contendo 100 mL tamp&o tris (50 mM, pH 8,0) com
triton X-100 2% e 10 pM metilumbeliferil (MUF)-butirato por 15 min a 37°C. As bandas

foram visualizadas em luz ultravioleta (UV) para verificar a presenca de lipase nos extratos.
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Os resultados foram representados como média + desvio padrdo (DP) e analisados pelo teste
de Tukey, a fim de comparar todos os pares de grupos utilizando One-Way ANOVA (néo
paramétrico), com p <0,05 considerado estatisticamente significante e p <0,0001 considerado
altamente significativo. A quantificagdo das bandas foi realizada pelo software Image J 1.15.
e a analise estatistica pelo software GraphPad Prism 6.

4.2.2 Preparo do residuo de 6leo

O residuo de 6leo foi obtido em condicbes controladas com o intuito de garantir a
reprodutibilidade do experimento seguindo o método descrito por Stacke et al. (2009) com
modificacdes. Foi utilizado 6leo de soja de uso culinario convencional, o qual foi submetido a
ciclos de aquecimento a 200°C totalizando 35 h de aquecimento. O residuo de 6leo sem
tratamento foi analisado para comparacdo em relacdo aos tratamentos enzimaticos. O 6leo
sem aguecimento, o 6leo cru, também foi avaliado com e sem tratamentos enzimaticos, com o
intuito de garantir que as diferencas encontradas reflitam o tratamento enzimatico no residuo

de 6leo, evitando falsos positivos devido a reagdo enzima-6leo normais.

4.2.3 Tratamento do 6leo de soja cru e seu residuo

As lipases de residuos de laranja foram testadas em duas rea¢6es de modificacdo com
dois substratos, o residuo de éleo de soja e o 6leo de soja cru (sem aquecimento). Também foi
testada a lipase comercial de pancreas de porco (Sigma-Aldrich®) e a lipase de Candida
antarctica (Novozymes®) para analise de desempenho e a titulo de comparagcdo. Os
tratamentos foram organizados como descrito na Tabela 4.1. Desta forma, cada tipo de reagéo
apresentou 10 diferentes tratamentos.
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Tabela 4.1 Tratamentos para o estudo de biorremediacdo utilizados nos ensaios
titulométricos, na identificacdo de compostos por cromatografia gasosa e cultivo celular.

Tratamento Extrato enzimatico Substrato Reacao
1 | Casca, variedade Pera, [60%] Oleo cru Alcodlise
2 | Casca, variedade Pera, [60%] Residuo Alcodlise
3 | Frit, variedade Pera, [60%)] Oleo cru Alcodlise
4 | Frit, variedade Pera, [60%] Residuo Alcodlise
5 | Bagaco, variedade Pera, [60%] Oleo cru Alcodlise
6 | Bagaco, variedade Pera, [60%)] Residuo Alcoolise
7 | Lipase Sigma Oleo cru Alcodlise
8 | Lipase Sigma Residuo Alcodlise
9 | Lipase Novozyme Oleo cru Alcodlise
10 | Lipase Novozyme Residuo Alcoolise
11 | Casca, variedade Pera, [60%] Oleo cru Hidrolise
12 | Casca, variedade Pera, [60%] Residuo Hidrolise
13 | Frit, variedade Pera, [60%] Oleo cru Hidrolise
14 | Frit, variedade Pera, [60%)] Residuo Hidrolise
15 | Bagaco, variedade Pera, [60%] Oleo cru Hidrolise
16 | Bagaco, variedade Pera, [60%] Residuo Hidrolise
17 | Lipase Sigma Oleo cru Hidrolise
18 | Lipase Sigma Residuo Hidrolise
19 | Lipase Novozyme Oleo cru Hidrolise
20 | Lipase Novozyme Residuo Hidrolise
4.2.4 Hidrdlise

Os extratos de residuos de laranja variedade Pera e lipases comerciais de pancreas de
porco (Sigma-Aldrich®) e de Candida antarctica (Novozymes®) foram utilizadas na hidrélise
de bleos de soja cru e residuo de 6leo de soja pelo método utilizado por Fleuri et al. (2014),
com contetido de &gua de 30% e de 5% de extrato de lipase em relagdo ao volume do meio
reacional. Foram preparados brancos de reagente do 0leo cru e do residuo. A porcentagem de
hidrolise foi calculada considerando o volume de NaOH utilizado na titulagdo (mL),
multiplicado pela concentragcéo e massa molar da base. O valor obtido foi entdo dividido pela
massa do Oleo (g) e multiplicado pelo indice de saponificacdo do Oleo; e o resultado

multiplicado por 100 para que fosse expresso em porcentagem.
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As andlises foram realizadas em duplicata e os dados de hidrdlise analisados por
titulacdo de acidez foram comparados pela analise de variancia (ANOVA) e submetidos ao
teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade utilizando o software Assistat 7.7 beta. Os
ésteres de acidos graxos formados foram analisados por cromatografia gasosa como descrito a

sequir.
425 Alcodlise

Os extratos de residuos de laranja variedade Pera e as lipases comerciais de pancreas
de porco (Sigma-Aldrich®) e de Candida antarctica (Novozymes®) foram utilizadas na
alcoolise dos 6leos de soja cru e residuo de 6leo de soja pelo método descrito por Fleuri et al.
(2014), utilizando etanol na razdo molar com 6leo de 1:1 (m/m) e 5 % de extrato de lipase em
relacdo ao volume do meio reacional. O sistema foi incubado por 72 h. Foram preparados
brancos de reagente do 6leo cru e do residuo. As analises foram realizadas em duplicata e a
identificacdo e quantificacdo dos ésteres de acidos graxos foram realizadas como descrito a

sequir.

4.2.6 ldentificacdo e quantificacdo de ésteres de acidos graxos por cromatografia

gasosa

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de
chama (CG/DIC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) com
o intuito de verificar se houve alteracdo no perfil de &cidos graxos nos diferentes tratamentos.
Dessa forma, é possivel verificar se houve diferenca entre o 6leo cru e aquecido (residuo); se
0s processos de biorremediacdo do 6leo realmente modificaram os 6leos, e finalmente, qual a

reacao e extrato enzimatico que mais alterou os residuos de 6leo.

Para isso, as amostras provenientes da reacdo de hidrolise foram preparadas utilizando
o método descrito por O’Fallon et al. (2007) com modificagdes. A reacdo foi conduzida em
tubo falcon de 25 mL, no qual foram adicionados 100 pL de amostra e 1,5 mL de NaOH 0,5
M (diluido em metanol) e a mistura submetida a 100°C por 5 min. O tubo foi resfriado e
foram adicionados 4 mL de esterificante BFs-MeOH 14% - Trifluoreto de boro em metanol

(Sigma-Aldrich®), e a mistura foi novamente submetida a 100°C por 5 min e, posteriormente,
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resfriada. Foi realizada a extracdo dos ésteres formados, adicionando 2 mL de heptano e 5 mL
de solucéo saturada de NaCl, sendo que a mistura foi homogeneizada em vértex por 2 min e
apos a separacdo de fases o sobrenadante foi encaminhado para analise em cromatografia

gasosa de alta eficiéncia.

A caracterizacdo do perfil de ésteres de acidos graxos nas amostras foi realizada em
equipamento Shimadzu GC-2010” por: CG/DIC Shimadzu (GC-2010) e CG/EM Shimadzu
(QP-500), dotados com coluna capilar de silica fundida OV-5 (Ohio Valley Specialty
Chemical, Inc. ; 30.0m x 0.25mm x 0.25um). O programa de temperatura iniciou em 180°C
por 10 min, com rampa de aquecimento de 5°C.min? até temperatura de 280°C,
permanecendo por 10 min. A temperatura do injetor foi de 230°C, do detector de 280°C, hélio
como gas de arraste, vazao do gas de arraste 1 mL.min%, volume de injecdo de amostra de
1uL, split 1/20 (Ebrahimi et al., 2012).

A quantificacdo dos ésteres de &cidos graxos foi realizada no CG/DIC pelo método de
normalizacdo de area. A identificacdo realizada pela comparagdo dos tempos de retencédo das
substancias com os de padrdes comerciais de ésteres etilicos e metilicos de &cidos graxos,
Supelco 37 FAME (Sigma-Aldrich®) no GC/DIC e analise comparativa dos espectros de
massas das substancias com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist62.lib e Wiley139.lib)
e NIST WebBook (http://webbook.nist.gov/chemistry/).

Os resultados obtidos na analise do perfil de ésteres de &cidos graxos foram
comparados em andlise multivariada de componentes principais (PCA) e a analise de
agrupamento hierarquico (Cluster) foi realizada utilizando o software XLSTAT - 2017.3

version (Addinsoft, France).

4.2.7 Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi conduzido seguindo o método descrito na ISO 10993-
12:2009. As ceélulas de fibroblastos (NIH-3T3) foram incubadas por 24 h a 37°C. Cada
tratamento foi testado em trés diferentes dosagens, com cinco repetices cada. Apds o periodo
de incubacdo as celulas foram contadas, os resultados foram comparados entre os diferentes

tratamentos com o intuito de verificar se a inibi¢do do desenvolvimento celular foi menor nos
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tratamentos com residuos de 6leo apds a biorremediacdo. O conjunto de reagdo e extrato
enzimatico mais adequado para a diminuicdo de citotoxicidade dos residuos de 6leo foi
considerado o que apresentou maior atividade celular (% MTT) ap0s o periodo de incubacao.
Para os ensaios com lipases de frit e casca da laranja e lipase Sigma, a porcentagem de
reducdo de MTT do controle (CTRL) foi considerada como 100%, assim, os demais

tratamentos foram comparados a esta, sendo expressas em % de reducdo de MTT.

4.2.8 Adequacdo do meio reacional

As amostras provenientes dos experimentos de biorremediagdo foram constituidas por
lipideos e como o meio de cultivo celular é aquoso o contato entre esses foi apenas
superficial, o que poderia comprometer a confiabilidade dos resultados obtidos nos ensaios de
cultivo celular. Por isso, foram testadas diferentes substancias com o intuito de diminuir a
tensdo superficial do meio de cultivo: Tween 20 (1% em relacdo ao volume do meio de
cultivo), Triton-X (1% em relacdo ao volume do meio de cultivo) e goma arabica (3% em
relacdo ao volume do meio de cultivo), nos mesmos parametros utilizados no ensaio de
citotoxicidade descrito anteriormente. Foi selecionada a substancia que promoveu maior

contato entre meio reacional (amostras de 6leo) e menor citotoxidez.

4.2.9 Planejamento dos blocos experimentais

Os experimentos foram conduzidos em placas de cultivo de tecidos contendo 96 pogos
(8x12) utilizando os 60 pocos centrais com inclusdo de bordadura. Cada placa foi dividida em
10 colunas contendo 6 pogos, sendo que cada tratamento foi alocado em uma coluna contendo
6 repeticdes. O volume de meio reacional total de cada poco foi fixado em 250 pIL.

Em cada placa foi testado apenas um tratamento composto por extrato enzimatico x
reacao, ou seja, foram utilizadas 8 placas, a saber: Placa 1 — Lipase de frit / Alcodlise; Placa 2
— Lipase de casca / Alcodlise; Placa 3 — Lipase de bagaco / Alcoolise; Placa 4 - Lipase
comercial Sigma / Alcodlise; Placa 5 — Lipase de frit / Hidrdlise; Placa 6 — Lipase de casca /
Hidrolise; Placa 7 — Lipase de bagaco / Hidrolise; Placa 8 - Lipase comercial Sigma /

Hidrolise.
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Dentro de cada placa foram testados os dois substratos, 6leo cru e residuo de 6leo,
cada um em 3 diferentes concentracdes. Foram também incluidos 3 controles em cada placa;

portanto, cada placa foi constituida por 9 tratamentos, a saber:

Controle 1 (CTRL): Branco reagente, constituido por 100 pL de meio de cultivo de

tecido com soro e 150 pL de meio reacional sem soro, para garantia da viabilidade do soro;

Controle 2 (BTC): Oleo cru, constituido por 100 pL de meio de cultivo de tecido com
soro, 25 pL de goma arabica (10%), 10 pL de 6leo cru e 110 pL de meio reacional sem soro,
para comparacao entre o Gleo cru com e sem tratamento enzimatico e comparacgéo entre 6leo

cru e residuo de 6leo;

Controle 3 (BTR): Residuo de 6leo, constituido por 100 uL de meio de cultivo de
tecido com soro, 25 pL de goma arébica (10%), 10 pL de residuo de 6leo e 110 pL de meio
reacional sem soro, para comparacdo entre o residuo de 6leo com e sem tratamento

enzimatico e comparacao entre 6leo cru e residuo de 6leo;

Extrato enzimatico X, reacdo X em 0leo cru — volume 1 (TC1): constituido por 100uL
de meio de cultivo de tecido com soro, 25 uL de goma arabica (10%), 5 pL de extrato
enzimatico X, reacdo X em 0Gleo cru e 120 pL de meio reacional sem soro, para comparacao
entre as diferentes concentragfes, diferentes substratos e com O6leo cru ndo tratado

enzimaticamente;

Extrato enzimético X, reacdo X em 6leo cru — volume 2 (TC2): constituido por 100
pL de meio de cultivo de tecido com soro, 25 uL de goma arabica (10%), 10 uL de extrato
enzimatico X, reacdo X (6leo cru) e 115uL de meio reacional sem soro, para comparacao
entre as diferentes concentracfes, diferentes substratos e com o6leo cru ndo tratado

enzimaticamente;

Extrato enzimético X, reacdo X em 6leo cru — volume 3 (TC3): constituido por 100
ML de meio de cultivo de tecido com soro, 25 uL de goma arabica (10%), 15 pL de extrato
enzimatico X, reacdo X (0leo cru) e 120 pL de meio reacional sem soro, para comparagao
entre as diferentes concentragfes, diferentes substratos e com oOleo cru ndo tratado

enzimaticamente;

95



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y& «40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Extrato enzimético X, reagcdo X em residuo de 6leo — volume 1 (TR1): constituido por
100 pL de meio de cultivo de tecido com soro, 25 pL de goma arabica (10%), 5 pL de extrato
enzimatico X, reacdo X (residuo de oleo) e 120 pL de meio reacional sem soro, para
comparacao entre as diferentes concentragdes, diferentes substratos e com residuo de 6leo ndo

tratado enzimaticamente;

Extrato enzimético X, reacdo X em residuo de 6leo — volume 2 (TR2): constituido por
100 pL de meio de cultivo de tecido com soro, 25 puL de goma arabica (10%), 10 uL de
extrato enzimatico X, reacdo X (residuo de 6leo) e 115 pL de meio reacional sem soro, para
comparacdo entre as diferentes concentrac@es, diferentes substratos e com residuo de éleo ndo

tratado enzimaticamente;

Extrato enzimatico X, reacdo X em residuo de 6leo — volume 3 (TR3): constituido por
100pL de meio de cultivo de tecido com soro, 25 pL de goma arabica (10%), 15 pL de
extrato enzimatico X, reacdo X (residuo de 6leo) e 120 pL de meio reacional sem soro, para
comparacdo entre as diferentes concentrac@es, diferentes substratos e com residuo de éleo nao

tratado enzimaticamente.

4.3  Resultados e discussao
4.3.1 Obtencéo, concentracdo, determinacao e identificacio de lipase

O estudo sobre diferentes métodos para a concentracdo de lipases presentes nos
extratos vegetais demonstrou que a concentragdo por precipitacdo com sulfato de aménio
seguida de dialise e liofilizacdo foi a que demonstrou as maiores atividades em U/g, chegando
a 50,86 U/g para o extrato de frit. J& a concentracdo com acetona e por microfiltracéo

reduziram drasticamente a atividade das lipases contidas nos extratos (Tabela 4.2).

As baixas atividades de lipase obtidas com a concentragdo por acetona corroboram
outros estudos de lipases vegetais, como 0s descritos por as Seth et al. (2014) em que as
lipases vegetais, em geral, ndo suportam elevadas concentracdes de solventes organicos. Ja as
baixas atividades de lipase obtidas com a concentracdo por microfiltracdo podem ser

explicadas pela porosidade da membrana que pode nao ter sido adequada as lipases, uma vez
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que essas enzimas sdo novas e ndo havia informacdes sobre seu tamanho, sendo a sele¢do
realizada de acordo com o indicado para enzimas diversas. Dessa forma, o método
selecionado para concentracdo dos extratos de lipases utilizados neste estudo foi a
precipitacdo com sulfato de aménio seguido diélise e liofilizacdo. Assim, todos os demais
experimentos foram conduzidos utilizando os extratos concentrados com o sal a 60% de

saturacao.

Tabela 4.2 Concentracao de extratos de lipase obtidos de residuos de laranja

Amostra  Método U de lipase/g PTmg/lg U/mgdePT
de extrato
Frit | Extrato bruto 6,31+017 5,87 1,07540,02
Frit | Precipitacdo/liofilizacdo  50,86+1,45 54,31 0,936+0,02
Frit | Acetona 80% 4,97+0,29 38,36 0,129+0,01
Frit | Microfiltragem 16,91+0,57 48,67 0,347+0,01
Casca | Extrato bruto 5,57+0,35 5,93 0,940+0,05
Casca | Precipitacdo/liofilizagdo  19,42+0,30 27,48 0,706%0,01
Casca | Acetona 80% 3,52+0,35 31,57 0,111+0,01
Casca | Microfiltragem 0 36,46 0
Bagaco | Extrato bruto 4,23+0,35 3,76 1,125+0,05
Bagaco | Precipitagdo/liofilizacdo  29,29+0,59 55,75 0,525+0,01
Bagaco | Acetona 80% 2,19+0,15 28,95 0,075+0,01
Bagago | Microfiltragem 0 0

*QOs resultados foram apresentados como médias + desvio padrdo **PT = protéinas totais ‘

Para o preparo do zimograma das lipases foram realizados testes com geis de
poliacrilamida em diferentes concentracOes e a de 10% mostrou-se a mais eficaz para a

separacao das lipases contidas nessas amostras, apresentando melhor separacdo de bandas.

No zimograma apresentado na Figura 4.1 podem ser vizualidas as bandas
correspondentes as lipases contidas nos extratos obtidos de residuos de laranja. A fracdo
casca apresentou 5 diferentes bandas com pesos variando de 10 a 250 kDa; a fragéo bagaco
apresentou apenas uma banda de 10 kDa; e a fragcdo frit apresentou 6 bandas de pesos
variando de 10 a 250 kDa. Os extratos das fracOes frit e casca apresentaram perfil mais
semelhante e 0 bagaco mais distinto, o que pode ser explicado morfologicamente, pois o frit e
a casca correspondem ao epicarpo do fruto, enquanto, o bagago corresponde ao mesocarpo

(Okino-Delgado e Fleuri, 2015). Ja a presenca de diferentes bandas nos extratos de frit e
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casca corroboram o verificado na caracterizagdo bioquimica realizada por Okino-Delgado e
Fleuri (2014) sobre a presenca de isoformas de lipases nesses extratos. Em comparagdo com
outras fontes vegetais de lipases, as de laranja diferem no peso e variedade de isoformas, ja
que, na maioria das pesquisas ja descritas as lipases vegetais possuem de 36 a 40 kDa (lipases
obtidas de arroz, pinhdo manso e Arabidopsis ssp.) a até 60 kDa (lipases obtidas de mamona e
nabo) (SETH et al., 2014; XIAOXING et al., 2006; EL-KOUHEN et al., 2005;
EASTMONT, 2004). Deve-se ainda considerar que as lipases detectadas no zimograma séo
aquelas de maior afinidade por acidos graxos de cadeia curta, pois foi utilizado o MUF-
butirato. Dessa forma, ha a possibilidade de existirem outras lipases com afinidade por outros
acidos graxos, como os de cadeia média e longa. Dessa forma, a presenca de lipases com
afinidade por substratos diferentes poderia ser investigada em zimogramas realizados
seguindo metodologias como a descrita por Duarte et al. (2016), na qual os zimogramas de
lipase foram realizados utilizando substratos de diferentes tamanhos de cadeia em reagGes de

hidrolise e sintese.

Além disso, no preparo do zimograma, foram utilizadas amostras concentradas por
precipitacdo com sulfato de amdnio a 60%, centrifugacdo e por liofilizacdo, assim, foi
evidenciado que as lipases contidas nesses extratos mantém atividade catalitica apds esses
processos, reafirmando que esses métodos de concentracdo proteica sdo adequados para a

concentragdo dessas enzimas.
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Figura 4.1 Zimograma de lipases contidas nos extratos obtidos de residuos de laranja; a)
zimograma do padrdo de peso molecular; b) zimograma das lipases de casca, bagaco e frit
de laranja; c), d) e e) quantificacdoda intensidade das bandas das lipases de bagaco, casca e

frit, respectivamente

4.3.2 Tratamento do 6leo de soja cru e seu residuo
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As lipases de residuos de laranja e lipase comercial da Sigma apresentaram maior
liberacdo de acidos graxos quando comparados com as amostras referéncias: branco de 6leo
de soja cru e branco de residuo de 6leo de soja (Figura 4.2). Além disso, verificou-se que
houve diferenca na liberagcdo de &cidos graxos entre 0s experimentos com 6leo de soja cru e
residuo de 6leo de soja para os tratamentos com lipase de bagago, casca e comerciais. Esses
resultados indicam que os extratos lipoliticos sdo capazes de modificar o 6leo de soja, tanto
quando este esta cru como ap0s 0 aquecimento prolongado. Assim, considerou-se que as
lipases de laranja possuem potencial para modificacdo de 6leos vegetais para biorremediacdo
e que os compostos decorrentes do aquecimento do 6leo ndo influenciaram no poder de

catalise das lipases vegetais.
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*0s valores seguidos por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Skott e Knott (p=0,05)

Figura 4.2 Hidrélise de 6leo de soja catalisado por lipases de residuos de laranja e
comercial sigma (extratos lipoliticos: F - frit; C - casca; B - bagaco; S — sigma; L -
Lipozyme), as combinacgdes seguem a codificacdo das letras individualizadas.

4.3.3 ldentificacdo e quantificacdo de ésteres de acidos graxos por CG

As andlises de perfil de acidos graxos por cromatografia gasosa demonstraram que

todos os extratos de lipases foram capazes de catalisar a reacdo de alcoolise do 6leo de soja
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cru e de seu residuo utilizando o etanol como solvente, pois, verificou-se a formacéo de

ésteres de acidos graxos em todas as amostras tratadas com lipases.

A anélise de Componentes Principais (PCA) aplicada a composi¢do quimica dos
ésteres etilicos de A&cidos graxos exprimiu 99,87% da varidncia nas duas primeiras
componentes principais, sendo a PCAL (F1) responsavel em descrever 78,10% e a PCA2 (F2)
21,78% da variancia total. As varidveis fornecidas pela PCA permitiram separar as amostras
em trés grupos estabelecidos a partir dos ésteres de acidos graxos oleico (C18:1) (grupo A);
ésteres dos acidos graxos palmitico (C16:0), estearico (C18:0) e elaidico (C18:1n9t) (grupo
B), e um grupo (C) que ndo apresentou correlacdo com nenhum dos ésteres de acidos graxos

identificados (Figura 4.3).

Observagoes (eixos F1 e F2:99.87 %) Variaveis (eixos F1 e F2:99.87 %)

2 C18::

° 6
: 35
®3 B 025 15 C18:1n9t
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-2 -1 0 1 2 3
F1(78.10%)

-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1(78.10 %)

Figura 4.3 PCA aplicada a composi¢éo quimica (acidos graxos) das amostras da reagdo de
alcodlise. Onde 1 = tratamento 1/Bagaco/Soja cru; 2 = Tratamento 2/Bagaco/Soja residuo;
3 = tratamento 3/Casca/Soja cru; 4 = Tratamento 4/Casca/Soja residuo; 5 = tratamento
5/Frit/Soja cru; 6 = tratamento 6/Frit/Soja residuo; 7 = tratamento 7/Lipozyme/Soja cru; 8 =
tratamento 8/Lipozyme/Soja residuo; 9 = tratamento 9/Sigma/Soja cru; e, 10 = tratamento
10/Sigma/Soja residuo.

Resultados semelhantes foram obtidos pela analise de agrupamento hierarquico
(Cluster). O dendograma (Figura 4.4) construido pela analise de Cluster da matriz de
dissimilaridade (coeficiente de correlacdo de Pearson) mostrou trés clusters principais

(Cluster 1, 2 e 3). De acordo com a Figura 4.4, o Cluster 1, representado pelas amostras 1, 3,
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5 e 6 (tratamento 1/Bagacgo/Soja cru, tratamento 3/Casca/Soja cru, tratamento 5/Frit/Soja cru
e tratamento 6/Frit/Soja residuo, respectivamente), foi caracterizado pela maior proporcao
relativa do éster de acido oleico (C18:1) (Figura 4.5, a). O Cluster 2, representado pelas
amostras 2 (Tratamento 2/Bagaco/Soja residuo) e 4 (Tratamento 4/Casca/Soja residuo), néo
apresentaram ésteres de acidos graxos em sua composic¢ao quimica (Figura 4.5, b). O Cluster
3, representado pelas amostras 7, 8, 9 e 10 (tratamento 7/Lipozyme/Soja cru; tratamento
8/Lipozyme/Soja residuo; tratamento 9/Sigma/Soja cru; e, tratamento 10/Sigma/Soja residuo,
respectivamente), destaca-se pela maior producdo dos ésteres etilicos de acidos palmitico
(C16:0), estearico(C18:0) e elaidico (C18:1n9t) (Figura 4.5, c).

Dendrograma

5 Cluster1

Cluster 2

Cluster 3

[ ™

0 5 10 15 20 25 30
Dissimilaridade

Figura 4.4 Dendograma de dissimilaridade construido através da analise de agrupamento
hierarquico (analise de cluster) das amostras de alcoodlise catalisada por lipases. Onde 1 =
tratamento 1/Bagaco/Soja cru; 2 = Tratamento 2/Bagaco/Soja residuo; 3 = tratamento
3/Casca/Soja cru; 4 = Tratamento 4/Casca/Soja residuo; 5 = tratamento 5/Frit/Soja cru; 6 =
tratamento 6/Frit/Soja residuo; 7 = tratamento 7/Lipozyme/Soja cru; 8 = tratamento
8/Lipozyme/Soja residuo; 9 = tratamento 9/Sigma/Soja cru; e, 10 = tratamento
10/Sigma/Soja residuo
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Figura 4.5 Significancia dos acidos graxos mais importantes para 0s agrupamentos de
cluster 1 a 3 das amostras de alcodlise catalisada por lipases.

Em relacdo aos resultados obtidos na reacdo de hidrolise, verifica-se que todos os
extratos de lipase foram capazes de catalisar a reacdo de hidrdlise de 6leo de soja cru e seu
residuo, pois, verificou-se a liberacdo de acidos graxos em todas as amostras tratadas com
enzimas. A PCA aplicada a composi¢do quimica dos ésteres metilicos exprimiu 81,21% da
variancia nas duas primeiras componentes principais, sendo a PCA1 (F1) responsavel em
descrever 56,27% e a PCA2 (F2) 24,94% da variancia total. As variaveis fornecidas pela PCA
permitiram separar as amostras em trés grupos distintos, sendo grupo A (amostra 10)
estabelecido pelos acidos palmitico (C16:0) e estearico (C18:0), grupo B (amostra 9) pelo
acido cis-10-heptadecandico (C17:1) e o grupo C (amostras: 1,2,3,4,5,6,7,8) pelos demais
acidos (Figura 4.6).
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Figura 4.6 PCA aplicada a composicédo quimica (acidos graxos) das amostras da reacao de
hidrdlise catalisada por lipases. Onde 1 = tratamento 1/Quimico/Soja cru; 2 = tratamento
2/Bagaco/Soja cru; 3 = Tratamento 3/Bagaco/Soja residuo; 4 = tratamento 4/Casca/Soja
cru; 5 = Tratamento 5/Casca/Soja residuo; 6 = tratamento 6/Frit/Soja cru; 7 = tratamento
7/Frit/Soja residuo; 8 = tratamento 8/Lipozyme/Soja cru; 9 = tratamento 9/Lipozyme/Soja
residuo; 10 = tratamento 10/Sigma/Soja cru; e, 11 = tratamento 11/Sigma/Soja residuo.

A andlise de agrupamento hierarquico (Cluster) produziu cinco agrupamentos
principais (Figura 4.8), sendo que o terceiro e quarto (Cluster 3 e 4) apresentaram uma maior
dissimilaridade (diferenca) em relacdo aos demais (Clusters 1, 2 e 5). Essa diferenca ocorreu
devido ao Cluster 3, representado pela amostra 9 (tratamento 9/Lipozyme/Soja residuo)
apresentar maior proporcao relativa (4,23%) do acido cis-10-heptadecandico (C17:1) (Figura
4.8, ¢), quando comparado com as demais amostras (proporcdo relativa variando de 0 a
0,09%); enquanto o Cluster 4, representado pela amostra 10 (tratamento 10/Sigma/Soja cru)
apresentou maior proporc¢édo (20,93%) do acido palmitico (C16:0) (Figura 4.8, d). Os demais
Clusters (1, 2 e 5) representados pelas demais amostras (1 a 8 e 11), caracterizam-se por

apresentarem composic¢6es quimicas similares (Figuras 4.7 e 4.8, a, b e e).
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Figura 4.7 Dendograma de dissimilaridade construido através da anélise de agrupamento
hierarquico (analise de cluster) das amostras da reacéo de hidrolise catalisada por lipases.
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Figura 4.8 Significancia dos acidos graxos mais importantes para o0s agrupamentos de
cluster 1 a 5, das amostras de hidrolise catalisada por lipases.
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Conclui-se que as lipases comerciais e home-made obtidas de residuos de laranja
testadas podem ser utilizadas para a modificacdo do 6leo de soja cru e de seu residuo pelas

reacdes de hidrdlise e alcodlise.

4.3.4 Citotoxicidade

Os residuos lipidicos dispersos no meio ambiente entram em contato com 0s seres
vivos primeiramente pela epiderme, dessa forma, os ensaios de citotoxicidade foram
conduzidos in vitro utilizando células de fibroblastos com o intuito de simular o efeito das
amostras na irritacdo dérmica, além de ser o tipo celular mais utilizado para analisar a
interacdo e efeitos toxicos da derme (BASON et al., 1991). Ensaios com fibroblastos tém sido
Gteis e confidveis para analisar a irritacdo de pele por inUmeros agentes, como o descrito por
Lee et al. (2000) que analisaram surfactantes na irritacdo dérmica, indicando que os ensaios in

vitro foram capazes de reproduzir os resultados in vivo.

Os testes para adequacdo do meio de cultivo foram realizados com o intuito de
aumentar o contato entre o meio de cultivo celular e as amostras devido a reducdo na tenséo
superficial do contetdo aquoso. Os trés reagentes tornaram o meio de cultivo visualmente
mais homogéneo, aumentando, assim, o contato entre amostra-meio. Entretanto, os trés
reagentes apresentaram efeito citotoxico, sendo que os cultivos celulares com adi¢cdo de
Tween 20 e Triton-X apresentaram viabilidade celular cerca de 30% menor em comparagéo
com o tratamento com goma ardbica. Por isso, a goma arabica foi a selecionada para
utilizacdo, pois apresentou menor efeito citotoxico quando comparada aos outros reagentes

testados.

Foram realizados testes com diferentes concentracdes da goma ardbica com o intuito
de identificar a concentracdo com menor efeito citotoxico, mas que ainda possibilitasse o
efeito de aumento de homogeneidade do meio reacional. Foi verificado que a concentragao
que melhor atendeu aos requisitos foi de 1% de goma em relacdo ao volume do meio de
cultivo. Dessa forma, em todos 0s ensaios de citotoxicidade foi utilizada a goma arabica nessa

concentragao.
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A Figura 4.9 apresenta os resultados obtidos para avaliagdo da citotoxicidade do 6leo
e residuo de Gleo de soja, modificados pelas reacfes de alcoodlise e hidrdlise. O controle de
branco reagente CTRL apresentou maior atividade de MTT, indicando maior porcentagem de
celulas viaveis, validando assim os ensaios. A porcentagem de viabilidade celular do controle
branco de 6leo de soja (BTC) foi maior que o do controle branco de residuos de 6leo de soja
(BTR), por isso, conclui-se que o residuo de 6leo de soja é mais citotoxico do que o dleo de

soja cru.

Em relacdo ao ensaio de citotoxicidade por alcodlise, verificou-se que os tratamentos
de 6leo de soja com lipase de bagaco (TC1, TC2 e TC3) apresentaram maior viabilidade
celular em relacdo ao BTC, assim como os tratamentos de residuo de 6leo de soja com lipase
de bagaco (TR1, TR2 e TR3) apresentaram maior viabilidade celular comparando-os ao BTR
(Figura 4.9, A). Os tratamentos de 6leo de soja e seu residuo com lipase de casca nao
apresentaram diferencas na viabilidade celular em comparacdo com os brancos (Figura 4.9,
B). Ja os tratamentos de 6leo de soja com lipase de frit apresentaram maior viabilidade celular
em relacdo ao BTC e os tratamentos de residuos de Oleo de soja com lipase de frit
apresentaram maior viabilidade celular que BTR, porém as diferencas ndo foram
significativas (Figura 4.9, C). Os tratamentos de 6leo de soja e seu residuo com lipases
comerciais (Sigma e Novozymes) apresentaram menor viabilidade celular em relagdo ao BTC
e BTR (Figura 4.9, D e E), indicando que a modificacdo por alcodlise catalisada por lipases
de bagaco e frit diminuiram a citotoxidez do dleo de soja e seu residuo, enquanto, a
modificacdo por alcodlise catalisada por lipases comerciais aumentou a citotoxicidez do 6leo

de soja e seu residuo.

Em relacdo ao ensaio de citotoxicidade por hidrolise, verificou-se que os tratamentos
de 6leo de soja com lipase de bagago (TC2 e TC3) apresentaram maior viabilidade celular em
relacdo ao BTC, assim como os tratamentos de residuo de 6leo de soja com lipase de bagaco
(TR1, TR2 e TR3) apresentaram maior viabilidade celular em compracdo ao BTR (Figura
4.9, F). Os tratamentos de 6leo de soja e seu residuo com lipase de casca ndo apresentaram
diferencas na viabilidade celular em comparacdo com os brancos (Figura 4.9, G). J4 o
tratamento de 6leo de soja com lipase de frit (TC1) apresentou maior viabilidade celular em
relacdo ao BTC e os tratamentos de residuos de 6leo de soja com lipase de frit ndo
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apresentaram diferencas na viabilidade celular em comparacdo com BTR (Figura 4.9, H). Os
tratamentos de Oleo de soja e seu residuo com lipases comerciais (Sigma e Novozymes)
apresentaram menor viabilidade celular em relacdo ao BTC e BTR (Figura 4.9, | e J),
indicando que a modificacdo por hidrolise catalisada por lipases de bagaco diminuiu a
citotoxidez do 6leo de soja e seu residuo, enquanto, a modifica¢do por hidrélise catalisada por

lipases comerciais aumentou a citotoxicidez do 6leo de soja e seu residuo.

Dessa forma, avalia-se que a modificagdo por alcoolise catalisada por lipases de
bagaco e frit diminuiram a citotoxicidez do residuo de 6leo de soja. Ja a modificacdo por
alcoolise e hidrolise catalisada por lipases comerciais ndo se mostrou eficaz para a
biorremediacdo de residuos de 6leo de soja; pois a porcentagem de células viaveis do residuo
tratado foi igual ou menor que a do residuo ndo tratado.

Conclui-se, portanto, que as lipases de bagago e frit mostraram-se eficazes para a
biorremediacdo de residuos de éleo de soja pela alcodlise (Figura 4.9, A e C). Os resultados
obtidos nessa reacdo corroboram com os obtidos por Gioda et al. (2016), em que foram
analisadas amostras de 6leo de soja modificado por alcodlise com etanol capazes de aumentar
a proliferacdo celular de BEAS-2B (células epiteliais de bronquios humanos). Porém, para
que a diminuicdo do efeito toxico de residuos de 6leo de soja pela modificacdo catalisada por
lipases seja confirmada, sdo necessarios testes in vitro com a célula estudada e outras
linhagens celulares, e in vivo, dada a diversidade celular presente na derme em um mesmo

individuo e em entre individuos.

Além disso, os resultados obtidos no estudo de citotoxicidade apresentaram coeréncia
em relacdo aos dados da analise do perfil de ésteres de acidos graxos formados. Pois, as
amostras tratadas com lipases de residuos de laranja que apresentaram diminuicdo da
citotoxicidez (alcoolise catalisada por lipases de bagacgo e frit, Figura 4.9, A e C) foram
classificadas no mesmo grupo estatistico de acordo com a PCA (grupo A com maior
concentracdo de acido oleico, Figura 4.3). J& as amostras tratadas com as lipases comerciais
apresentaram aumento da citotoxicidez (alcoolise catalisada por lipases Sigma e Lipozyme,
Figura 4.9, D e E) foram classificadas no mesmo grupo estatistico de acordo com a PCA

(grupo B com maior concentracdo de &cido palmitico, esteérico e elaidico, Figura 4.3).
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Ainda, sobre esses ensaios, verifica-se que assim como ocorreu para 0s ensaios de
citotoxicidade, o perfil de ésteres de acidos graxos verificados para os tratamentos por
alcoolise diferiu do verificado para os tratamentos por hidrolise, confirmando que a

modificagdo por essas reagdes formam produtos distintos.

A industria de alimentos tem procurado cada vez mais solu¢cdes menos impactantes
ambientalmente para o descarte de residuos, entre as quais se destacam a biorremediacéo, na
qual elementos biologicos sdo empregados para neutralizar ou diminuir a toxidez
(SIVAPERUMAL et al.,, 2017). Assim, residuos com elevados conteudos lipidicos
biorremediados por lipases microbianas vém sendo reportados. Kumar et al. (2014)
pesquisaram a biorremediacdo de residuos de dleo de cozinha por lipases produzidas por
Penicillium chrysogenum, assim como Salgado et al. (2016) que estudaram a biorremediagéo
de residuos da extracdo de 6leo de oliva por lipases produzidas por Aspergillus ibericus e
Aspergillus uvarum. Entretanto, pela primeira vez esse processo € descrito utilizando lipases
obtidas de residuos vegetais, evidenciando um processo inovador devido a possibilidade de
utilizacdo de um residuo para solucionar o problema gerado por outro residuo, contribuindo

para a sustentabilidade da cadeia produtiva de alimentos.
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Figura 4.9 Ensaio de citotoxicidade por alcodlise (Lipases: A - bagaco; B - casca; C - frit; D
— Novozymes; E — Sigma) e por hidrdlise (Lipases: F - bagaco; G - casca; H - frit; | — Sigma;
J — Novozymes); CTRL — controle meio de cultivo; TC1-3: 6leo cru tratado com enzima, de 5
a 15puL; TR1-3: residuo de 6leo tratado com enzima, de 5 a 15 uL; BTC — controle de 6leo de
soja; BTR — controle de residuo de 6leo de soja)
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4.4 Concluséao

Conclui-se que as lipases de residuos de laranja e comerciais testadas podem ser
utilizadas para a modificacdo de 6leo de soja cru e seu residuo por reacdes de hidrolise e
alcodlise. Os residuos de 6leo de soja tratados com lipases de bagaco e frit mostraram-se
menos tdxicos em comparacdo com os Oleos ndo tratados, confirmando que esses residuos

podem ser biorremediados por lipases de laranja.
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CAPITULO 5: Producéo de biodiesel de 6leos vegetais por catalise enzimatica e

quimica: analise da viabilidade reacional e estimativa de custo.

51 Introducdo

A busca por alternativas renovaveis, menor dependéncia do petroleo e incentivos
governamentais vem impulsionando a producdo de biodiesel nos ultimos anos. Entre
esses, as politicas de obrigatoriedade da adicdo de biodiesel ao diesel estdo entre as que
tém proporcionado maior impacto ao aumento da producéo desses biocombustiveis. Em
paises de elevada producdo agricola e industrial o percentual adicionado de biodiesel ao
diesel vem aumentando gradativamente, sendo de 10% de biodiesel adicionado nos
EUA, China e Argentina. No Brasil a taxa de obrigatoriedade é de 8%, com a
expectativa de chegar a 10% em 2019, sendo que na ultima década a producdo brasileira
passou de cerca de 750 mil litros para aproximadamente 3,5 bilhGes de litros (ANP,
2017; OLIVEIRA E COELHO, 2016).

O Brasil possui elevada variedade de oleaginosas cultivadas, embora, o biodiesel
seja majoritariamente produzido a partir de dleo de soja por catélise alcalina. Dessa
forma, o Programa Nacional de Producéo e Uso de Biodiesel (PNPB) foi implementado
no pais no ano de 2005 com o intuito de promover a diversificacdo das matérias-primas
utilizadas e descentralizacdo das regides produtoras, com incentivo a agricultura
familiar, formacdo de demanda com medidas a adi¢éo de biodiesel no diesel e reducao
tributéria (SOUZA et al., 2016). Assim, ha o interesse crescente em explorar matrizes
alternativas disponiveis nas diferentes regides do pais, como a mamona no Nordeste; a
palma no Norte; o algodado e o girassol no Centro-oeste e Sudeste; e a uva e o girassol
no Sul (BARROS et al.,, 2009); ja que com isso haveria diminuicdo dos custos

logisticos, incentivo a agricultura familiar e exploracéo da biodiversidade.

Outro fator que contribuiria para 0 aumento da sustentabilidade da producgéo de
biodiesel é a substituicdo do processo quimico pelo enzimatico. Este pode ser realizado
por lipases, com vantagens como maior especificidade, reagdo em condigdes amenas,
menor geracdo de residuos toxicos e elevados rendimentos, mesmo em materiais com
elevada concentragdo de acidos graxos livres e &gua (SOARES et al.,, 2013). A

viabilidade reacional da producéo de biodiesel de 6leos vegetais alternativos por catalise
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enzimatica vem sendo comprovada, pois elevadas taxas de conversdo podem ser
atingidas (DABDOUD et al., 2009; LIMA et al., 2007; PIGHINELLI et al., 2007). No
entanto, em geral, cada 6leo é analisado utilizando parametros, como catalisador, razdo
molar e alcool em estudos especificos, dificultando a comparacdo entre os diferentes
Oleos e tipos de catalises. Além disso, o principal entrave para a catalise enzimatica
continua sendo o elevado custo das enzimas, por isso, a bioprospecgédo por fontes de
lipases com elevada atividade e baixo custo de obtengdo mostra-se interessante.

Como acontece para a analise de viabilidade reacional, a analise de custos da
producdo de biodiesel vem sendo realizada de maneira segmentada, comparando as
diferentes culturas utilizando o processo catalitico quimico, como descrito por Barros et
al. (2009); ou comparando a catalise quimica e enzimatica utilizando o mesmo 6leo

como matéria-prima, como descrito por Sotoft et al. (2010).

Dessa forma, a analise da viabilidade reacional e estimativa de custo da
producdo de biodiesel a partir de diferentes éleos por catalise quimica e enzimaética,
utilizando os mesmos parametros de comparacdo, pode auxiliar a identificar as
matérias-primas de maior potencial. Assim, o presente trabalho analisou a viabilidade
enzimatica da producdo de biodiesel catalisada por lipases comerciais e home-made
obtidas de residuos de laranja em comparacdo com a catalise quimica alcalina; bem
como, estimou o prec¢o final do biodiesel produzido a partir dos 6leos de soja, mamona,
palma, girassol, caroco de algoddo, amendoim, semente de uva e residuo de 6leo de
cozinha, analisando os itens necessarios para a extracao de 6leo e para a conversdo deste

em biodiesel.

5.2 Material e métodos

Os dados apresentados no estudo de viabilidade reacional foram obtidos
experimentalmente; ja os dados sobre producdo, agricola, rendimento de extracdo de
o0leo e converséo de dleo em biodiesel utilizados no estudo de estima de custo foram

retirados de referéncias bibliograficas.
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5.2.1 Viabilidade reacional - modificacdo de 6leos vegetais visando a producéao de

biodiesel

A producdo de biodiesel por catdlise enzimatica foi analisada quanto a
viabilidade reacional utilizando lipases comerciais e home-made obtidas de residuos de
laranja. Para isso, foram avaliadas a modificacdo dos 6leos de mamona, semente de uva,
palmiste, palma e babacu por catalise quimica, utilizando NaOH; e enzimaética,
utilizando seis diferentes extratos enzimaticos, pela reacdo de alcodlise. Além disso,
como o acido oleico estd entre os componentes majoritarios da maioria dos 6leos
vegetais utilizados para a producéo de biodiesel, foi realizada a esterificacdo do acido
oleico por catélise enzimatica utilizando os mesmos seis extratos enziméaticos com o

intuito de avaliar o processo em rela¢do ao acido graxo livre.

5.2.2 Catalise enzimatica

Os estudos de alcodlise por catélise enziméatica foram conduzidos com as lipases
comerciais de pancreas de porco (Sigma-Aldrich®) e lipases de Candida antarctica
(Novozyme); e as home-made obtidas de residuos do processamento de laranja para

suco da variedade Pera.

As lipases home-made foram obtidas pelo método utilizado por Okino-Delgado
e Fleuri (2014), e concentradas por precipitacdo com sulfato de amonio, didlise,
centrifugacéo e liofilizagdo como realizado por Okino-Delgado e Fleuri (2015). Foram
obtidos trés extratos de diferentes fragdes dos residuos do processamento de laranja, 0s

quais sdo denominados de bagaco, frit e casca.

Foi realizada titulacdo de &cidos ap6s a hidrélise dos 6leos de milho, soja e

girassol pelas lipases home-made de laranja para verificacdo da atividade enzimatica.

As reacOes de alcoolise dos Oleos vegetais por catdlise enzimatica foram
conduzidas seguindo o método utilizado por Fleuri et al. (2014), utilizando os 6leos
vegetais e etanol na proporcao 1:1 (v/v) e 5% de extrato enzimético. As anélises foram
realizadas em duplicata e a identificacdo e quantificacdo dos ésteres de acidos graxos

foram realizadas como descrito a seguir.
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As reacOes de esterificacdo de &cido graxo livre foram conduzidas seguindo o
método utilizado por Fleuri et al. (2014), utilizando &cido oléico e etanol na proporcao
1:5 (v/v) e 5% de extrato enzimatico.

5.2.3 Catalise quimica

As reacOGes de alcoolise por catalise quimica foram conduzidas seguindo o
método descrito por Hartmann e Lago (1973), com modificaces, utilizando hidroxido

de sodio como agente catalisador e etanol como solvente.

5.2.4 ldentificacdo e quantificacdo de ésteres de &cidos graxos por CG

As amostras foram preparadas seguindo o método descrito por O’Fallon et al.
(2007) com modificagBes. Os ésteres formados foram obtidos a partir de uma aliquota
de 1 mL de cada amostra, os quais foram extraidos adicionando 2 mL de heptano e 5
mL de solucdo saturada de cloreto de sédio. A mistura foi homogeneizada em vortex
por 2 min e, apds a separacdo de fases, o sobrenadante foi encaminhado para analise por

cromatografia gasosa.

A caracterizacdo do perfil de ésteres de acidos graxos nas amostras foi realizada
em equipamento Shimadzu GC-2010” por: CG/DIC Shimadzu (GC-2010) e CG/EM
Shimadzu (QP-500), dotados com coluna capilar de silica fundida OV-5 (Ohio Valley
Specialty Chemical, Inc.; 30.0m x 0.25mm x 0.25um). Foi realizada a otimizacdo da
programacdo da corrida cromatografica para cada tipo de 6leo analisado, seguindo as

configurac@es para cada 6leo/acido como descritas a seguir.

Configuracdes para acido oleico:180°C (10 min-1), 180°C - 280°C, 5°C min-1,
injetor a 280°C e detector a 300°C;

Configuragdes para 6leo de mamona: 150°C (1 min-1), 150°C - 280°C, 2°C
min-1, 280°C (1 min-1), injetor a 230°C e detector a 300°C;

Configuragdes para 6leo de uva: 170°C (1 min-1), 170°C - 280°C, 2°C min-1,
280°C (20 min-1), injetor a 280°C e detector a 300°C.
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Configuracdes para 6leo de babacu e palmiste: 150°C (1 min-1), 150°C - 240°C,
10°C (min-1), 240°C (2 min -1), 240°C - 300°C, 15°C (min-1), 300°C (20 min -1),
injetor a 290°C e detector a 300°C;

Configuragdes para 6leo de palma: 170°C (1 min-1), 170°C - 300°C, 3°C (1
min-1), 300°C (1 min -1), injetor a 230°C e detector a 300°C.

A quantificacdo foi realizada por normalizagdo das &reas dos picos e a
identificacdo realizada pela comparacgéo dos tempos de retencdo dos picos das amostras

com os de padrbes comerciais de ésteres etilicos de &cidos graxos.

O calculo de rendimento de reacgdo foi calculado relacionando o valor inicial de
acidos graxos de cada 6leo e o valor de ésteres de acidos graxos formados. O valor de
ésteres de acidos graxos formados foi calculado utilizando curva de padrdo de oleato de

etila (Sigma-Aldrich) analisada nas mesmas configuragdes das anélises.

Os resultados obtidos na andlise do perfil de ésteres de acidos graxos foram
comparados em andlise multivariada de componentes principais (PCA) e a analise de
agrupamento hierarquico (Cluster) foi realizada utilizando o software XLSTAT —
2017.3 version (Addinsoft, France).

5.2.5 Estimativa de custos

Foi realizada a estimativa de custo de biodiesel obtidos dos éleos de soja,
mamona, palma, babacu, girassol, caroco de algoddo, amendoim, semente de uva e
residuo de Gleo de cozinha; por catalise quimica e enzimatica, utilizando informacdes de

estudos recentes e das condic@es atuais destes combustiveis no mercado brasileiro.

5.2.6 Disponibilidade das matérias primas, rendimento e custo do 6leo

Para a estimativa de custo do 6leo bruto foram analisados os dados da producéo
de semente de mamona, graos de soja, semente de uva, fruto de palma, fruto de babacu,
semente de girassol, grdos de amendoim, caroco de algoddo, além da geracdo de

residuos de 6leo de cozinha.

Os dados de producgéo agricola e rendimento de 6leo foram obtidos dos bancos

de dados geridos pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), Centro de
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Estudo em Economia Aplicada (CEPEA) e Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), referentes as safras de 2014/2015 para as culturas de soja,
babacu, girassol e uva; e as safras de 2015/2016 para mamona, palma, algoddo e
amendoim. O potencial de oferta de o6leo foi calculado multiplicando a producéo

agricola pelo rendimento de 6leo.

Os valores utilizados como base para o0 custo dos 6leos de soja e algodao foram obtidos
da cotacdo realizada pela CONAB utilizando a politica de garantia de precos minimos
(PGPM), a qual possui menor oscilacdo em relacdo aos outros indicadores. Para as
culturas de amendoim, babacu, girassol e palma, os valores dos 6leos foram calculados
considerando a cotacdo dos produtos agricolas e o rendimento da extracdo de 6leo;
enaquanto que os valores do Oleo de semente de uva foram calculados considerando a
producdo agricola de semente de uva como 5% do total de uvas processadas no ano de
2015 multiplicados pelo valor de rendimento da extracdo de dleo. Para os célculos de
biodiesel de residuo de 6leo de cozinha foram utilizados dados de valor de venda e
producdo desses residuos descritos pela revista BiodieselBR (2017) que incluiram os

gastos com coleta, transporte e armazenamento.

O valor dos subprodutos de todas as culturas foi substraido da estimativa do custo do
6leo, sendo que para cada cultura a quantidade de subproduto gerada foi calculada como
sendo 70% da massa da matéria prima menos a massa referente ao 6leo extraido. Os
calculos dos custos com a extracdo de 6leo foram baseados na estimativa realizada por
Barros et al. (2009).

5.2.7 Estimativa de custos para o processamento de 6leos em biodiesel por

catalise quimica e enzimatica

A estimativa de custos para o processamento de 6leos em biodiesel por catalise quimica
e enzimatica foi realizada para o calculo de custo final de 1 litro de biodiesel para cada
materia prima analisada. Os célculos de estimativa de custo foram baseados nos itens
descritos por Mankiw (2014) para o analise do custo, sendo que os custos fixos foram
considerados 0s mesmos para todas as matérias primas e 0s custos variaveis foram
obtidos para cada matéria prima. Os itens que compuseram o calculo estdo descritos na

Equacdo 1 e a descricéo dos calculos de cada item considerado consta a seguir.
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Equacao 1. Céalculo do custo de 1 litro de biodiesel do 6leo X

CB X = (CO/ROX) + CS + CC + CP1 - SE - SG

Sendo:

CB X = estimativa de custo para 1 litro de biodiesel do éleo X em reais

CO = custo do 6leo X (R$/t)

ROX = rendimento da conversao do 6leo X em biodiesel (kg de biodiesel/t de 6leo)
CS = custo do solvente (calculado em relagdo a razdo molar de cada 6leo)

CC = custo do catalisador (80 reais considerando 9,5 kg de NaOH e 2788 reais
considerando 1kg de lipase)

CP1 = custo do processamento do 6leo em biodiesel (autor 1 ou 2)

SE - valor gerado pelo subproduto etanol recuperado (considerando 90% de

recuperagéo)

SG - valor gerado pelo subproduto glicerina bruta recuperada (considerando 10% de

recuperagéo)

O custo do dleo (R$/t) (CO) foi o calculado como descrito no item anterior sobre o
custo da extracdo de cada 6leo a partir da matéria prima agricola. O CO foi dividido
pelo valor de rendimento do processamento do dleo em biodiesel, baseado em
referéncias especificas para cada matéria prima. O valor do solvente foi calculado em
relacdo a razdo molar multiplicado pelo valor do etanol anidro de R$1,61 (cotacdo
CEPEA de maio de 2017). Os dados de razdo molar foram obtidos em referéncias

especificas para matéria prima.

A estimativa de custo do processamento do 6leo (CP1) em biodiesel sem matérias
primas (6leo, solvente e catalisador) foi calculada utilizando dois estudos (descritos a
seguir) que utilizaram a cultura de soja como referéncia e incluiram valores referentes a
custos fixos, variaveis e semi-variaveis. Sotoft et al. (2010) pesquisaram a simulacdo do
processo e estimativa de custo da producdo de biodiesel de 6leo de soja por catélise

guimica e enzimatica na escala de 8 mil toneladas processados por ano. Ja Santos
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(2008) analisou os custos econdmicos da producdo de biodiesel por diferentes 6leos

vegetais por catélise quimica.

Para a catalise enzimatica foi considerado 85% do valor de CP1, devido a reducdo dos
gastos com energia elétrica e estrutura, sendo essa estimativa baseada no estudo descrito
por Sotoft et al. (2010).

O custo do catalisador (CC), para a catalise quimica, foi calculado considerando o uso
de 10 kg de NaOH por tonelada de 6leo processado, cotado a R$ 8,00 / kg, assim foi
considerado o valor de R$ 80,00 de catalisador por tonelada de 6leo processado por
catalise quimica; enquanto que para a catalise enzimatica, foi considerado o uso de 1 kg
de lipase por tonelada de dleo processado, considerando o valor referente a 1 kg de
lipase comercial de pancreas de porco (Sigma-Aldrich®) cotado a R$ 2.788,00, desssa
forma, foi considerado esse mesmo valor do catalisador por tonelada de 6leo processado

por catalise enzimatica.

Foi considerado o aproveitamento de subprodutos nos célculos de estimativa de custos

do biodiesel, via catalise quimica e enzimatica.

O valor gerado pelo subproduto glicerina (SG) foi calculado considerando-se a
recuperacdo de glicerina de 10% em relacdo ao volume de biodiesel gerado no
processamento de 1 tonelada de 6leo, multiplicado pelo valor da cotacdo da glicerina
bruta de R$ 450,00 / t 61 (cotacdo CEPEA de maio de 2017). A taxa de recuperagdo foi

baseada no estudo descrito por Carvalho et al. (2017).

O valor gerado pelo subproduto solvente recuperado (SS) foi calculado considerando-se
a recuperacdo de etanol de 80% do volume inicial, ja que cerca de 10% €é consumido na
reacdo e a taxa de recuperacdo € de 90% do volume excedente. Esse valor foi
multiplicado pela cotagdo do etanol anidro de R$ 1,61 o litro (cotagdo CEPEA de maio

de 2017). A taxa de recuperacdo foi baseada no estudo descrito por Ferrari et al. (2010).

Para a conversdo de moedas considerou-se um dolar americano como R$ 3,11 e o euro

como R$ 3,43, baseados na taxa de cdmbio vigente em maio de 2017.

O presente estudo ndo considerou isoladamente os custos inerentes das transacgoes
financeiras como juros, taxas e impostos, bem como, os custos com logistica e

desenvolvimente tecnoldgico. 1sso porque esses parametros possuem elevada variagdo
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de acordo com a matéria prima e tecnologias empregadas o que limitaria a comparagéo

entre as diferentes culturas.

5.3 Resultados e discussao
5.3.1 Viabilidade reacional

Os resultados do estudo de modificacdo de 6leos vegetais via catélise quimica e
enzimatica demonstraram que as lipases comerciais de pancreas de porco (Sigma-
Aldrich®) e de Candida antarctica (Novozymes®) foram capazes de catalisar as reacdes
de alcoodlise dos 6Oleos de mamona, babagu, semente de uva e palmiste e palma,
utilizando etanol como solvente, chegando a 60,67% de rendimento para 6leo de babagu
modificado por alcoodlise catalisada pela lipase Lipozyme; e esterificacdo de acido
oleico utilizando etanol como solvente, chegando a 81,02% de rendimento para acido
oleico modificado por esterificacdo catalisada por lipase Sigma. Esses resultados
demonstram que os catalisadores reagem de maneira distinta em diferentes substratos,
sendo que para a transformacdo de cada Oleo/acido é necessario analisar o catalisador

mais indicado.

Ja em relacédo as lipases home-made obtidas de residuos de laranja, verificou-se
que foram capazes de catalisar a reacdo de esterificacdo de acido oleico utilizando o
etanol como solvente, chegando a 41,55% de rendimento para lipase de casca, porém,
ndo foram capazes de catalisar a reacdo de alcodlise de Oleos vegetais nas condi¢des
reacionais testadas (Tabela 5.1). Isso indica que esses biocatalisadores poderiam ser
utilizados na producdo de biodiesel subdividida em duas etapas, no qual, o Gleo é

primeiramente hidrolisado e em seguida os acidos graxos livres sdo esterificados.

Em relacdo a reacdo de alcodlise dos O6leos vegetais, verifica-se que 0s
catalisadores apresentaram rendimento diferenciado entre os Oéleos testados. A
Lipozyme apresentou maiores rendimentos para os Oleos de babagu, mamona e
palmiste, correspondendo a 60,67%, 28,03% e 42,87%, respectivamente; a lipase Sigma
apresentou maiores rendimentos para acido oleico (81,02%); e a catélise quimica
mostrou-se mais eficaz para os 6leos de palma, uva e palmiste, correspondendo a

52,53%, 56,64% e 43,44%, respectivamente. Observou-se também, que as lipases de

124



AVA H
A9 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA \ == ; ‘
u nes “JULIO DE MESQUITA FILHO” e
Campus de Botucatu Ota n I Ca
P catu

Unesp - Botuca

residuos de laranja apresentaram rendimento similar a lipase Lipozyme para a

esterificacdo de acido oleico com etanol (Tabela 5.1).

Tabela 5 1 Rendimento da modificacdo de Oleos vegetais por catalise quimica e
enzimética

Substrato Razdo molar

(6leo) Catalisador (6leozetanol, m/m) Rendimento (%)
Baba(;u Referéncia - Lima et al. (2007) 16 62,0
Lipozyme 1:1 60,67
Sigma 1:1 20,83
Quimico 1:1 39,45
Mamona Referéncia — Santana (2010) 1:10 84,0
Lipozyme 1:1 28,03
Quimico 1:1 13,68
Palma Referéncia — Silva et al. (2011) 1:18 62,0
Sigma 1:1 6,11
Quimico 1:1 52,53
Uva Referéncia — Rossi (2014) 1:6 96,0
Lipozyme 1.1 30,29
Sigma 1:1 28,95
Quimico 1:1 56,64
Palmiste Referéncia — Suwanno et al. (2017) 1:6 92,1
Lipozyme 1:1 42,87
Sigma 1:1 8,27
Quimico 11 43,44
Acido 6leico Referéncia — Tian et al. (2016) 1:10 82,0
Bagaco 15 15,68
Casca 1:5 41,55
Frit 1:5 37,29
Lipozyme 1.5 37,55
Sigma 1:5 81,02

A analise de Componentes Principais (PCA) aplicada a composi¢do quimica dos
acidos graxos exprimiu 46,48% da variancia paras as duas primeiras componentes
principais, sendo a PCA1 (F1) responsavel em descrever 27,28% e a PCA2 (F2) 19,20%
da variancia total. As variaveis fornecidas pela PCA permitiram identificar a separagédo
das amostras em trés grupos distintos, sendo grupo A (amostra 6) estabelecidos a partir
dos acidos graxos capréico (C6:0) e caprilico (C8:0), grupo B (amostra 7) a partir dos
acidos palmitoleico (C16:1), margarico (C17:0) e elaidico (C18:1n9t), e o grupo C
(amostras: 1 a5 e 8 a 18) a partir dos demais acidos graxos identificados (Figura 5.1).
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Figura 5 1 PCA aplicada a composi¢do quimica (acidos graxos) das amostras. Onde 1
= tratamento 1/Lipozyme/Babagu; 2 = tratamento 2/Sigma/ Babacu; 3
Quimico/Babagu; 4 = tratamento 5/ Lipozyme/Mamona; 5 = Quimico/Mamona; 6
tratamento 8/Sigma/Palma; 7 = Quimico/Palma; 8 = Lipozyme/Semente uva; 9
Sigma/Semente uva; 10 = Quimico/Semente uva; 11 = Lipozyme/Palmiste; 12
Sigma/Palmiste; 13 = Quimico/Palmiste; 14 = Bagaco/Ac. Oleico; 15 = Casca/Ac.
Oleico; 16 = Frit/Ac. Oleico; 17 = Lipozyme/Ac. Oleico; e, 18 = Sigma/Ac. Oleico.

A andlise de agrupamento hierdrquico (Cluster) produziu seis agrupamentos
principais (Figura 5.2), sendo que o quarto (Cluster 4) apresentou uma maior
dissimilaridade em relacdo aos demais (Clusters 1, 2, 3, 5 e 6). Essa diferenca ocorreu
devido ao Cluster 4, representado pela amostra 7 (Quimico/Palma/Alcoolise), apresentar
uma maior proporcao relativa (43,4%) do acido graxo elaidico (C18:1n9t) (Figura 5.3-
d), quando comparado com as demais amostras (proporcao relativa variando de 0 a
33,9%); o Cluster 1, representado pela amostras 1, 2 e 3, todas amostras de babacu, se
caracterizam por apresentar maior proporcao (29,3% a 42,9%) do acido ladrico (C12:0)
(Figura 5.3-a), as demais amostras apresentaram proporcdo relativa variando de 0 a
1,1%; o Cluster 2, representado pelas amostras 4 e 5, ambas de mamona, foi
caracterizado devido estes apresentarem em sua composicdo quimica (86,9% e 63,6%,
respectivamente) o acido ricindleico (C18:10H) (Figura 5.3-b), enquanto as demais
amostras nao apresentaram este acido; o Cluster 3, representado pela amostra 6
(tratamento 8/Sigma/Palma/Alcodlise), tambeém foi caracterizado devido este apresentar
0 &cido caprilico (C8:0) na sua composicdo (8,5%), enquanto nas demais amostras
ocorreu auséncia deste acido graxo em suas composi¢Ges quimicas (Figura 5.3-c). O
Cluster 5, representado pelas amostras 8 e 9 (semente uva) e 11, 12 e 13 (palmiste),

caracterizaram-se por apresentar em sua composi¢ao quimica os acidos graxos palmitico
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(C16:0), linoleico (C18:2n6¢) e oleico (C18:1n9c), ndo sendo uma substancia em
especial a responsdvel por agrupar este cluster (Figura 5.3-e). J& o Cluster 6,
representado pelas amostras 10 (Quimico/Semente uva/ Alcodlise) e 14 a 18 (amostras
esterificadas), caracterizaram-se por apresentarem em sua COmMpOSiCd0 uma maior

proporcao do acido oleico, comparada as demais amostras (Figura 5.3-f).

Dendrograma
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2

1 :l Clusterl
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6 Cluster 3

7 Cluster4

0 10 20 30 40 50 60

Dissimilaridade

Figura 5 2 Dendograma de dissimilaridade construido através da analise de
agrupamento hierarquico (anéalise de cluster). Onde 1 = tratamento Lypozyme/Babacu;
2 = tratamento Sigma/ Babacu; 3 = Quimico/Babacu; 4 = tratamento 5/
Lypozyme/Mamona; 5 = Quimico/Mamona; 6 = tratamento 8/Sigma/Palma; 7
Quimico/Palma; 8 = Lipozyme/Semente uva; 9 = Sigma/Semente uva; 10
Quimico/Semente uva; 11 = Lypozyme/Palmiste; 12 = Sigma/Palmiste; 13
Quimico/Palmiste; 14 = Bagaco/Ac. Oleico; 15 = Casca/Ac. Oleico; 16 = Frit/Ac.
Oleico; 17 = Lipozyme/Ac. Oleico; e, 18 = Sigma/Ac. Oleico;
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Figura 5 3 Significancia dos acidos graxos mais importantes para 0s agrupamentos de
cluster 1 a 6.

Dessa forma, observa-se que as modificacdes dos 6leos vegetais por catalise
quimica e enzimatica apresentaram perfis de ésteres de acidos graxos similares, pois,
foram classificados nos mesmos grupos estatisticos, com excecdo do 6leo de palma
modificado por alcodlise quimica. Isso demonstra que os produtos obtidos pela catélise
quimica e enzimatica sdo similares e, portanto, a catalise enzimatica mostra-se viavel do

ponto de vista reacional.

Entretanto, em geral, as taxas de rendimento ficaram abaixo do observado em
estudos especificos, nos quais foram atingidas taxas proximas a 95% em condi¢des
reacionais Otimas. Porém, no presente estudo foram utilizadas condigdes reacionais

padronizadas para todos os catalisadores e substratos.
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Entre as principais diferencas esta a razdo molar, que para 6leo de mamona foi
de 28,03% contra a 84% obtido por Santana (2010); de babacu foi de 60,67% contra
62% obtido por Lima et al. (2007); de palma foi de 6,11% contra 90% obtido por Silva
et al. (2011); e de uva foi de 30,29% contra 96% obtido por Rossi e Santos (2014). A
razdo molar utilizada neste estudo também foi menor, de 1:1 (m/m) para este estudo
chegando a 1:18 (m/m) para a alcodlise de 6leo de palma descrito por Silva et al.
(2011). Essas diferencas séo relevantes, visto que o custo com solvente foi considerado
um dos fatores de maior impacto na variacdo do valor final do biodiesel estimado.
Dessa forma, pondera-se que é possivel obter taxas de rendimento aceitaveis utilizando
razdo molar entre 6leo e etanol menos onerosa. Essa elevacdo do contetdo de solvente
mostra-se eficaz para 0 aumento do rendimento na catéalise quimica, ja que conduz a
reacdo na direcdo da esterificacdo. Entretanto, na catalise enzimatica isso é limitado
uma vez que a atividade enzimatica é reduzida em meios reacionais com elevada
concentracdo de solvente, sendo que outras estratégias vém sendo utilizadas para
aumento do rendimento, como o proposto por Da-Rés et al. (2014). Estes autores
verificaram o aumento do rendimento de biodiesel de babacu de cerca de 13% para 74%

com o uso de lipases imobilizadas e micro-ondas.

Outros recursos podem ser utilizados para a maximizacgdo da catalise enzimatica
como a imobilizacdo, a qual possibilita o reaproveitamento das enzimas e que foi
proposto por Sangaletti (2012). A pesquisa consistiu na producdo de biodiesel de 6leo
de soja utilizando lipases Novozyme 435 imobilizadas, as quais mantiveram elevada
atividade até o terceiro ciclo de uso, diminuindo o gasto com as enzimas. Outra forma
de aumentar o rendimento na producdo de biodiesel por catalise enzimatica seria a
adicdo de um co-solvente no meio reacional, como descrito por Knothe et al. (2006) que
adicionaram metil terc-butil éter (MTBE) e tetrahidrofurano (THF) para producdo de
biodiesel de soja e que implicaram no aumento na velocidade de reacéo.

Em relacéo as lipases obtidas de residuos de laranja, concluiu-se que ndo foram
eficazes na catalise da alcodlise dos 0leos vegetais analisados, entretanto, catalisaram a
esterificagdo de acido oleico que é o composto majoritario de 6leos como o de soja e
palma. Assim, outra forma de aumentar o rendimento, seja pela catalise quimica ou
enzimatica, seria a divisdo do processo em duas etapas. Esta divisdo é interessante, pois

0 conteudo final de ésteres de acido graxo é mais elevado em comparagdo com a
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alcoolise classica e € possivel utilizar catalisadores mais adequados em cada etapa
(ELSHEIKH et al., 2011; BERCHMANS e HIRATA, 2008; ANTOLIN et al., 2002).
Essa ideia foi corroborada no presente estudo para as lipases Sigma e de laranja que
apresentaram desempenho superior na esterificacdo do acido graxo livre em relacdo aos

oleos, chegando a 81% de rendimento para a lipase comercial.

5.3.2 Estimativa de custos

5.3.3 Disponibilidade das matérias primas, rendimento e custo do 6leo

Os dados agricolas sobre as matérias-primas utilizadas na extracdo de Oleos
vegetais indicam que, entre as culturas analisadas, a soja apesar de possuir menor
rendimento (cerca de 20% de 6leo em relacdo a massa do grdo) € a cultura com maior
potencial de oferta de 6leo devido & sua elevada produgdo agricola (Tabela 5.2). A
mamona possui relevancia especialmente nos estados da regido nordeste do pais devido
a sua resisténcia ao estresse hidrico, o que permite seu cultivo em areas com restricdo de
agua (SANTANA, 2010). A palma esta entre as culturas oleaginosas mais cultivadas no
mundo e no Brasil e, apesar de sua baixa producdo nacional, possui relevancia nos
estados da regido norte (SILVA et al., 2011). O éleo de semente de algodao, semente de
uva e residuo de cozinha sdo provenientes de residuos, dessa forma, foram analisados
neste estudo com o intuito de aumentar a sustentabilidade dos processos geradores de
biodiesel.

Os valores considerados com a venda dos subprodutos da extracdo foram
cruciais para reduzir o valor final do 6leo para todos os materiais vegetais, enfatizando a

importancia do aproveitamento dos residuos durante esse processo.
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Oleos Soja Mamona Babacu Girassol Amendoim  Algodao Uva
vegetais (carogo) (semente)
—
Variaveis |
Potencial | 1.912.620.0 47.241 58.330 406.494 12.195 13.233 5.800
de oferta de | 00
6leo (t)

Estados | MT, PR, PI, BA, PA, MA, TO, AM, PA, AM, PA, MT, MG, SP, PA, SE,
produtores | GO, RS, PE e CE Pl, CE BA BA GO, RS, BAeCE
MS, MG, MS, RO,

BA, SP, PR,BAe
MA, TO, CE
SC, PA
Perfil | grande pequeno extrativism  pequeno pequeno grande pequeno
produtor 0
Matéria | 975 1058 2490 1078 5880 821 1512
prima R$/t
(média
nacional)*
Rendiment | 0,2 0,486 0,65 0,37 0,45 0,076 0,15
0 kg oleof/t
de MP?
Rendiment | 0,56 0,4112 0,245 0,4725 0,44 0,5544 0,595
0 kg
subprodut
o/t de MP
Custo | 100 100 100 100 100 100 100
processam
ento t/MP
Valor | 478,8 394,752 196 378 365,2 435,204 476
venda
subprodut
0
Custode 1 | 2114,20 1570,13 3683,08 2163,06 12477,33  5474,80 7573,33
tonelada
de 6leo
(R$)
Custode 1 | 680,77 505,58 1185,95 696,51 4017,70 1762,88 2438,61
tonelada
de 6leo
(US$)

5.3.4 Estimativa de custos para o processamento de 0Oleos em biodiesel por

catélise quimica e enzimatica

Os resultados da estimativa de custos de producdo de biodiesel de 6leos vegetais

via catalise quimica e enzimatica estéo apresentados nas Tabelas 5.3 e 5.4. No estudo de
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estimativa de custo de biodiesel de diferentes 6leos vegetais verifica-se que o valor final
por litro variou de R$ 1,47 para o biodiesel de residuo de 6leo de cozinha a R$ 14,38
para biodiesel de 6leo de amendoim, considerando a recuperagdo e retorno financeiro
com os subprodutos etanol e glicerina. Essa variacdo ocorreu devido as diferencas no
custo da matéria-prima, no rendimento de biodiesel formado e na razdo molar

considerada adequada para cada cultura.

Os valores estimados para biodiesel de 6leo de soja, mamona, girassol, palma e
residuo de 6leo de cozinha, via catdlise quimica, ficaram abaixo do valor maximo
estipulado pela Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP)
que foi de R$ 3,20/litro de biodiesel em 2016 e é utilizado como referéncia nos leildes
desse biocombustivel no pais (Tabela 5.3). Ja os valores estimados para biodiesel de
6leo de babacu, amendoim, carogo de algoddo e semente de uva via catalise quimica e
biodiesel de todos os dleos por catéalise enzimatica, ficaram acima do preco maximo
estipulado pela ANP. Dessa forma, conclui-se que utilizando a tecnologia existente e
considerando os valores atuais das matérias-primas, a producéo utilizando os 6leos de
amendoim, semente de uva e caroco de algoddo ndo sdo viaveis economicamente no
Brasil, assim como a producéo de biodiesel por catalise enzimatica utilizando as lipases

disponiveis no mercado também mostra-se impraticavel.

Na catélise quimica os itens que mais influenciaram no custo final do biodiesel
foram o preco do 6leo e o rendimento de extracdo do 6leo. Isso pode ser verificado para
a estimativa do biodiesel de mamona (cerca de R$ 2,25/litro) que demostrou valores
abaixo do biodiesel de soja (cerca de R$ 2,85/litro) devido, principalmente, ao maior
rendimento na extracdo de 6leo. O rendimento na extragdo de 6leo foi determinante no
preco do biocombustivel, mesmo com o valor da mamona (R$ 1058,00 / t de frutos)
superior ao da soja (R$ 975,00 / t de gréos) (Tabela 5.3).

Outro fator que altera o valor final do biodiesel € a razdo molar entre dleo e
solvente, a qual em média é na propor¢do de 1:3, respectivamente. No entanto, o0
solvente dever ser adicionado em excesso para deslocar o equilibrio da reagdo para a
formacéo dos estéres de &cido graxo. Dessa forma, a razdo molar varia de acordo com o
oleo utilizado como matéria-prima, como de 1:4 de dleo de girassol:solvente (SALLES
et al., 2006) até 1:18 de Oleo de palma:solvente (SILVA et al., 2011). O custo do

biodiesel de girassol, por exemplo, foi estimado em R$ 2,81/litro, estimativa esta
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préxima ao do biodiesel de soja. Na producdo deste houve a necessidade de maior
quantidade de solvente que implicou no aumento do valor operacional do processo, ja
que para obter o mesmo rendimento de ésteres de &cidos graxos foram necessarios mais
ciclos de reacdo com o solvente. Isso € mais evidente para o biodiesel de 6leo de palma
(cerca de R$ 2,65/litro) que necessita de razdo molar de 1:18, para qual o valor gasto
com solvente foi praticamente o dobro do gasto para o biodiesel de soja: R$ 351,95 para
biodiesel de palma e R$ 175,98 para biodiesel de soja (Tabela 5.3).
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Em relacdo ao valor considerado para os subprodutos do processamento de
biodiesel, considera-se que os valores obtidos pela recuperacdo de glicerina
representaram 0,1% de redugdo no valor do biodiesel de amendoim por catélise
enzimatica e até 4% de reducdo no valor final do biodiesel de residuos de Oleo de
cozinha. Dessa forma, quanto menor o valor final do biodiesel obtido, maior a
necessidade e relevancia da recuperacdo dos seus residuos, visando manutencdo e
sustentabilidade financeira do processo de produgéo. Sotoft et al. (2010) demonstraram
um elevado gasto com energia para 0 processso de recuperacao da glicerina e sugerem
que mais estudos sobre o custo/beneficio da recuperacdo desse subproduto sdo
necessarios para a verificagdo de seu impacto no preco final do biodiesel. A recuperagdo
de solventes representou reducdes consideraveis no valor final do biodiesel,
principalmente para matrizes que necessitam de elevada razdo molar para atingir
elevadas taxas de rendimento. A recuperacdo do solvente correspondeu a cerca de 25%
do valor final do biodiesel de soja por catélise quimica e 15% do obtido por via
enziméatica. No caso do biodisel de palma, esses valores corresponderam a 53% no
obtido por alcalis e 31% por enzimas, evidenciando a necessidade da recuperacao de

solventes para a viabilidade do processo produtivo de biodiesel (Tabelas 5.3 e 5.4).

Apesar do biodiesel de caroco de algoddo e semente de uva ndo serem,
inicialmente, considerados financeiramente viaveis neste estudo, é interessante observar
que sdo residuos e, dessa forma, seu uso para a producdo de biodiesel agregam
sustentabilidade ao processo. Além disso, a producdo de biodiesel por essas matrizes
poderia ser inserida em outros processos de aproveitamento de residuos em conceitos de

biorrefinarias.

Outra matriz considerada residuo estudada como matéria-prima para a producgéo
de biodiesel foi o dleo de cozinha, sendo o biodiesel deste 0 mais barato, cerca de R$
1,47 via catalise quimica e R$ 4,11 via catélise enzimatica (Tabelas 5.3 e 5.4). Esses
dados corroboram com estudos de Wang et al. (2017) e Christoff (2006) de que esses
0leos constituem boa matéria-prima para producdo de biodiesel, entretanto, ha gastos
consideraveis com coleta e transporte que sao dificeis de serem contabilizados devido a
elevada variacdo. No presente trabalho considerou o valor estimado pela instituigéo
Biodiesel BR (2017) para a coleta e transporte, ou seja, R$ 1,00 / litro de residuo. Além

disso, é interessante ressaltar que estudos sobre a implantagdo de unidades
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processadoras de biodiesel a partir de residuos de éleo de cozinha tém mostrado que sua
viabilidade depende de sistemas eficientes de coleta e armazenamento; e o valor final do
biodiesel é proporcionalmente diminuido quanto maior for a capacidade da planta
processadora, requerendo assim um elevado volume de matéria prima. Rodrigues
(2011), por exemplo, considerou inviavel a implantacdo de producdo de biodiesel, a
partir de residuos de 6leo de cozinha, na cidade de Campo de Goyatacazes — RJ, pelo
fato do volume de residuo gerado ser inferior ao necessario para alimentar a planta
processadora. Opostamente, Castellani (2008) considerou viavel a implantagdo na
cidade de Santa Maria — RS, devido ao sistema de coleta eficiente que permitiu que o
volume de residuo de 6éleo necessario para alimentar a planta processadora de biodiesel
fosse atingido.

A producdo de biodiesel brasileira é gerenciada pelo Programa Nacional de
Producéo e Uso de Biodiesel (PNPB) e consideram aspectos sociecondmicos que visam
miminizar as questdes ambientais, econdémicas e sociais inseridas na cadeia produtiva de
biodiesel no pais. Contemplam ainda, a concessao de subsidios tributarios ao biodiesel
produzido a partir de matérias-primas oriundas de agricultura familiar ou de espécies
que exploram a biodiversidade brasileira (SILVA et al., 2014). O biodiesel de babacu é
um exemplo claro dessas premissas, pois apesar de nao ter se mostrado viavel
financeiramente no presente estudo estd incluido nos programas governamentais
brasileiros de incentivo a agricultura familiar. Além disso, o biodiesel de mamona e
palma produzido nas regifes norte e nordeste, também tém sido incoporados na politica
de agricultura familiar recebendo o selo de combustivel social.

Comparando-se as estimativas do processamento de biodiesel via catélise
enzimatica e quimica, nota-se que a primeira corresponde de 1,19 a 2,83 vezes 0s
valores obtidos na segunda (Tabela 5.4). Essa diferenca deve-se ao elevado custo das
enzimas comerciais disponiveis. Esses resultados corroboram aos obtidos por Sotoft et
al. (2010), no qual os custos com enzimas totalizaram cerca de 50% dos custos com
matérias primas. Dessa forma, conclui-se que os valores das lipases comerciais atuais
inviabilizam o processo de producdo enzimatica de biodiesel; no entanto, enfatizam a
necessidade de estudos sobre a obtencdo de lipases a baixo custo, como a de lipases

obtidas de residuos de laranja.

5.3.5 Discusséao geral
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O cenério atual brasileiro de producdo de biodiesel ainda é composto
majoritariamente por 6éleo de soja convertido por catdlise quimica, correspondendo a
cerca de 75% do biodiesel brasileiro, sendo que, aproximadamente 83% da produgéo
dessa oleaginosa concentra-se nas regides sul e centro-oeste (SOUZA et al., 2015).
Porém, observa-se que a producdo de biodiesel cresceu substancialmente desde a
implementacdo do PNPB, chegando a cerca de 3,5 bilhGes de toneladas em 2016. Além
disso, diferentes oleaginosas e biocatalisadores vém se destacando como possiveis
substitutos ao sistema dominante (6leo de soja convertido por catalise alcalina), com
destaque para as provenientes de agricultura familiar em regides menos exploradas, as
quais tém recebido incentivos tributarios (MATTEI, 2007). Outro fator impactante é o
aproveitamento de residuos, tanto em relacdo a comercializacéo dos residuos gerados na
extracdo de 6leo, bem como pela utilizacdo de residuos de outras industrias como fonte
de oleo e biocatalisadores, devido ao aumento da rentabilidade e sustentabilidade
(SHAH et al., 2018).

Entre os fatores que mais contribuiram para elevar o valor final do biodiesel,
além do custo da matéria prima, é a quantidade de solvente utilizado, ja que, em sua
maioria, 0S processos quimicos necessitam de elevada razdo molar (&lcool:6leo) para
obter rendimentos satisfatorios, ja que a producdo de biodiesel utiliza majoritariamente
0 metanol como solvente. Neste contexto, o Brasil se destaca por sua expressiva
producédo de bioetanol, o que pode representar menores gastos com logistica, uma vez
que grande parte do metanol utilizado no pais € importado. Além disso, o etanol €
obtido de fontes vegetais, portanto renovaveis, enquanto, o metanol possui origem
mineral (USDA, 2016). Assim, o emprego do etanol na producdo de biodiesel gera um

biocombustivel totalmente obtido de fontes renovaveis (SOUZA et al., 2016).

Outro ponto apresentado no presente estudo é producdo de biodiesel por catalise
enzimatica, cujo principal entrave € o elevado custo das lipases comerciais, 0 que foi
corroborado no presente estudo de estimativa de custo. Entretanto, é possivel utilizar
lipases obtidas de residuos para modificar Oleos, seja de maneira direta como
demonstrado neste estudo para lipases obtidas de residuos de laranja e de residuos de
palma como descrito por Ebongue et al. (2006); bem como, de maneira indireta, pelo
uso dos residuos da extracdo de 6leo como substrato para a producdo de lipases por
processos fermentativos, como descrito por Aguieiras et al. (2017) que utilizou
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Rhizomucor miehei em torta de babacu; Selvakumar e Sivashanmugan (2017) que
utilizou diferentes micro-organismos em residuos de romd, laranja e abacaxi;
Abdelmoez et al. (2013) sobre Candida rugosa ATCC 14830 em residuos de girassol;
Amara e Salem (2013) que utilizou Pseudomonas aeruginosa em torta de mamona; e
Neethu et al. (2015) sobre Stenotrophomonas maltophila em residuos de amendoim,

Ccoco, arroz, neem e trigo.

Assim sendo, pondera-se que lipases home-made obtidas de residuos poderiam
ser utilizadas na producdo de biodiesel, o que poderia reduzir significativamente o custo
com os biocatalisadores. Nesse sentido, 0 uso dos residuos gerados na etapa de extracéo
de oOleo para a obtencédo direta ou indireta de lipases mostra-se uma solucéo potencial
para a viabilizacdo da catalise enzimatica. Assim sendo, 0s custos com o biocatalisador
seriam reduzidos, bem como contribuiria para tornar o processo mais sustentavel devido
a utilizacdo dos residuos gerados na extracdo do 6leo e diminuicdo de residuos gerados
na conversdo do 6leo em biodiesel, inerentes ao processo enzimatico em detrimento do

quimico.

Dessa forma, a Figura 5.4 apresenta o resumo dos resultados apresentados no
presente estudo, na qual estdo descritas as matérias-primas mais promissoras para cada

regido e as vantagens associadas ao processo.

Residuos da extracdo e.\
de dleo

Lipases girassol, palma e mamona m
mamona, __
babacu, T
girassol,
algodéo,
palma

Produgéo de
biodiesel via
enzimatica

~

Residuos da extracdo

de dleo

algoddo e
girassol

residuo de

E‘ cozinha

girassol,
mamona

e uva
7' \_) Residuos do

processamento de
frutas

Produgdo de
biodiesel via

enzimatica

Residuos da extracdo
de ¢leo

)
J

g*Sustentabilidade

M *Agricultura familiar

Figura 5 4 Oleaginosas alternativas para producao de biodiesel nas diferentes regides
do Brasil
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Assim, as culturas de mamona, palma e girassol possuem maior potencial nas
regides norte e nordeste do pais; ja que os valores finais por litro de biodiesel produzido
ficaram proximos ao de biodiesel de soja; e nessas regides, essas culturas, assim como o
babacu, podem ser incluidas no programa do selo de combustivel social emitido pelo
PNPB. Esse programa possui como objetivos garantir insercdo da agricultura familiar
no mercado de combustiveis do pais, promovendo a inclusdo social e o
desenvolvimento regional. Assim grupos de agricultores familiares foram organizados
em projetos polos em cada regido produtora com o intuito de estruturar e padronizar a
producdo. Neste contexto, a regido nordeste foi a que apresentou o maior nimero de
polos, totalizando 32 abrangendo 462 municipios em 2010 (PNPB, 2011).

A regido sudeste possui a maior densidade demografica, concentrando cerca de
42% da populacdo brasileira, sendo que corresponde a aproximadamente 11% da
extensdo territorial do pais. Dessa forma, essa regido concentra grande parte das
industrias e grandes centros urbanos (IBGE, 2016). Por isso, entre as matérias-primas
analisadas o residuo de éleo de cozinha possui elevado potencial, j& que nessa regido o
grande volume de residuo gerado é compativel com o requerido para alimentar as
plantas industriais com elevada capacidade de processamento. O aproveitamento de
residuos de 6leo de cozinha contribui para 0 aumento da sustentabilidade devido ao
reaproveitamento de um residuo com elevado risco bioldgico devido a sua toxidez e

capacidade de causar danos ambientais.

As regides sul e centro-oeste destacam-se pela elevada producéo de gréos, sendo
grandes produtores de soja. Porém, apesar de financeiramente a soja ser a matéria-prima
mais favordvel, possui desvantagens para a producdo de biodiesel por ser uma
commodity alimenticia (CASTANHEIRA et al., 2014). Além disso, a regido possui forte
presenca de agricultura familiar estruturada em cooperativas, ja que 325 municipios
foram concentrados em apenas 8 polos, ou seja, cerca de 40 municipios por polo em
comparac¢do com 14 municipios por polo para a regido nordeste (PNPB, 2011). Essa
situacdo significa elevada representatividade no projeto vinculado ao selo de

combustivel social do PNPB.

A regido norte possui a maior producdo de Oleo de palma (dendé) do pais,
entretanto, o avanco da producdo de biodiesel de palma ainda é restrito. Diferentemente

das outras regides, nessa 0 sistema extrativista € frequente, no qual, além da agricultura
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familiar outras praticas estdo vinculadas, como pesca e coletas de outros itens da
floresta nativa, acabando por dificultar a implementacdo dos projetos propostos pelo
PNPB (CENTRO DE MONITORAMENTO DE AGROCOMBUSTIVEIS, 2010).

Conclui-se, portanto, que no pais o biodiesel é majoritariamente de 6leo de soja
convertido por catalise quimica. Entretanto, ha incentivos a diversificagdo tanto da
matéria-prima oleaginosa quanto ao uso de biocatalisadores. O uso de residuos atrelado
ao desenvolvimento das culturas alternativas de maior potencial para cada regido do
pais pode auxiliar a viabilizar a produgdo enzimatica utilizando fontes oleaginosas
alternativas como substrato reacional. No entanto, para que isso ocorra é necessario que
as politicas de incentivo a diversificacdo, inclusdo social e o desenvolvimento regional

sejam continuadas e expandidas.

5.4 Conclusédo

Conclui-se que a producao de biodiesel por catalise enzimatica é viavel do ponto
de vista reacional, afinal elevadas taxas de rendimento podem ser obtidas, entretanto, o
elevado custo das enzimas comerciais tornam o valor final do biodiesel impraticavel até
0 presente momento; sendo que o uso de residuos para a obtencdo direta e indireta de
lipase pode auxiliar na reducdo de custos. J& em relacdo a catalise quimica, a producao
de biodiesel de soja, mamona, girassol, palma e residuo de dleo de cozinha pode ser
realizada nas condicOes reacionais descritas a valores compativeis com os valores
estabelecidos pela ANP, sendo que os fatores de maior influéncia no preco final do
biodiesel sdo o valor das matérias-primas agricolas, a razdo molar entre 6leo e solvente

e a recuperacao de subprodutos.
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CONCLUSAO GERAL

O presente estudo demonstrou que as diferentes fracbes de residuos do
processamento de laranja, de diferentes variedades, podem ser utilizadas como fontes
diretas de lipases. Assim, as lipases de laranja que apresentam alta atividade e
caracteristicas bioquimicas diversas e que podem ser obtidas por métodos simples, de
baixo custo e de fontes abundantes como os residuos agroindustriais, sdo alternativas as

custosas lipases comerciais.

Ha diferencas de rendimento de suco/residuo entre as diferentes variedades de
laranja e que as fracOes de residuos sdo geradas em diferentes proporcdes. Porém apesar
das diferencas, os residuos do processamento de laranja, em geral, podem ser utilizados
como fontes diretas de lipases; o que, atrelado a expressividade da cadeia produtiva de
suco de laranja, evidenciou o potencial do uso desses residuos como matéria-prima de

produtos biotecnoldgicos.

As lipases de laranja possuem efeito sinérgico com lipases flngicas, pois 0s
extratos combinados apresentaram aumento na atividade catalitica em diferentes
condicdes reacionais; evidenciando que tanto os extratos combinados como isolados,
livres ou imobilizados por adsorcdo possuem potencial para aplicacdo em reacdes de

hidrdlise de glicerideos de diferentes tamanhos de cadeia.

As lipases possuem tamanho variando de 10 a 250 kDa e podem ser
concentradas por precipitacdo com sais e que, assim como como lipases comerciais,
podem ser utilizadas na modificacdo de 6leo de soja e seu residuo. As lipases de laranja
foram ainda capazes de diminuir a citotoxicidez do residuo de 6leo de cozinha e, por
isso, conclui-se que essas enzimas podem ser utilizadas na biorremediacao de residuos

de 6leo de cozinha.

A lipase é um dos subprodutos que podem ser obtidos dos residuos gerados no
processamento de laranja das principais variedades de laranja utilizadas no Brasil. A
obtencdo de lipases poderia ser inserida no processo ja instalado, em conjunto com a
obtencdo de outros subprodutos dentro do conceito de biorrefinaria da laranja, na qual
uma fruta daria origem a diferentes produtos tornando o processamento mais sustentavel

e rentavel.
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O biodiesel dos 6leos de mamona, soja, girassol, palma e residuos de 6leo de
cozinha pode ser produzido por catalise quimica com custos compativeis com 0s pregos
praticados no Brasil, sendo que os principais fatores no preco final s&o o valor das
matérias-primas agricolas, a razdo molar entre 6leo e solvente e a recuperacdo de

subprodutos.

A producdo de biodiesel por catdlise enzimatica é viavel do ponto de vista
reacional, afinal elevadas taxas de rendimento podem ser obtidas utilizando diferentes
6leos vegetais e diferentes lipases, entretanto, o elevado custo das enzimas comerciais
torna o valor final do biodiesel impraticavel até o presente momento, abrindo caminho
para a busca de lipases de baixo custo e versateis quanto as reaces que podem catalisar.
Para os célculos da estimativa de custos foram considerados apenas valores referentes
aos custos de producdo, sendo que ndo foram quantificados os valores referentes aos
beneficios agregados por fatores de impacto a sociedade, como o aumento da
sustentabilidade pelo uso da catalise enzimatica e incentivo a agricultura familiar pelo
uso de matérias-primas que se enquadram neste perfil. Pondera-se, portanto, que a
inclusdo desses valores poderia modificar as conclusdes deste estudo e, por isso,
considera-se que estudos de viabilidade econdmica que analisem tanto os fatores
inerentes do processo industrial como os impactos desses a sociedade sdo necessarios

para a analise da producdo de biodiesel.
PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram o elevado potencial que o0s
residuos de laranja possuem para obtencdo de lipases, as quais poderiam ser aplicadas
na modificacdo de glicerideos em diversas areas. Para que este estudo cientifico seja
transformado em realidade comercial considera-se que sao necessarias parcerias com as
indUstrias processadoras de laranja e produtoras de enzimas, para que 0s processos de
obtencdo e concentracdo sejam amplificados e ajustados as condi¢des industriais. Além
disso, consideram-se relevantes que analises econémicas e mercadoldgicas sobre a
obtengcdo de lipases de diferentes fontes sejam realizadas, para que os fatores
responsaveis pelos elevados custos dessas enzimas sejam evidenciados e minimizados,
assim como, os beneficios inerentes ao processo enzimatico sejam quantificados e
integrados aos dados financeiros, culminando em andlises de custo que permitam

analisar a viabilidade reacional e econémica do uso de lipases para cada aplicacéo.
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