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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
composi¢ao das partes inicialmente consideradas residuos, que podem incluir biomoléculas
de elevado valor como enzimas e compostos bioativos. Dentre as enzimas estao as lipases que
catalisam reagdes de hidrolise e sintese de glicerideos e que possuem expectativas de
crescimento de mercado promissoras devido a atual demanda por biocombustiveis e
biorremediagdo. 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 rea¢des de hidrdlise e sintese, em faixa
de pH acida 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
precipitagdo com sulfato de amonio e imobilizadas por adsor¢do; apresentam efeito sinérgico
com lipases fingicas e potencial para aplicacdo na biorremediagdo de residuos de oleo de
cozinha. Os resultados obtidos estdo apresentados em 5 capitulos, sendo que o primeiro ¢
composto pela revisdo 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 obtengdo e caracterizagdo bioquimica de lipases obtidas
de residuos de laranja de diferentes variedades; o capitulo 3 apresenta a otimizacao da
atividade dessas lipases por imobilizacdo e sinergismo com lipases fungicas; no capitulo 4
consta a avalia¢do das lipases de laranja na biorremediacdo de dleo de cozinha; e o capitulo 5
descreve o estudo sobre a viabilidade financeira e bioquimica da produgdo de biodiesel por

catalise quimica e enzimatica a partir de diferentes 6leos vegetais.

Palavras-chave: lipases, residuos de laranja, biorremediagao, imobilizagdo, biodiesel, dleos

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 graos,
frutas e hortaligas no ano de 2015 (IBGE, 2017, CONAB, 2015). Parte desse total passa por
algum tipo de processamento, o que contribui para a preservagdo da qualidade e quantidade,
além de aumentar o valor agregado da fruta em relagdo ao produto in natura (SEBRAE,
2015; FAO, 2014). Porém, apenas uma parcela do volume total da producdo agricola ¢
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 6rgdos governamentais
distintos em diferentes instancias. Além disso, outros termos s3o comumente utilizados para
denominar os residuos, o que acaba por dificultar a padronizagdo das terminologias. Por isso,

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

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

Residuo solido: material, substancia, objeto ou bem descartado resultante de atividades
humanas em sociedade, e cuja destinacdo final se procede, se propde proceder ou se esta
obrigado a proceder, nos estados s6lido ou semissolido, bem como gases contidos em
recipientes e liquidos, cujas particularidades tornem inviavel o seu langamento na rede publica
de esgotos ou em corpos d’agua, ou exijam para isso solu¢des técnica ou economicamente
inviaveis em face da melhor tecnologia disponivel.

Rejeitos: residuos solidos que, depois de esgotadas todas as possibilidades de tratamento e
recuperacdo por processos tecnolodgicos disponiveis e economicamente viaveis, ndo
apresentem outra possibilidade que ndo a disposi¢do 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
obrigacao de se desfazer.

Reutilizagdo: qualquer operagdo mediante a qual produtos ou componentes que ndo sejam
residuos sdo utilizados novamente para o mesmo fim para que foram concebidos.

Valorizagdo: qualquer operagdo, cujo resultado principal seja a transformagao dos residuos de
modo a servirem um fim 1til, substituindo outros materiais que, caso contrario, teriam sido
utilizados para um fim especifico ou a preparagdo 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 utilizagdo da substincia ou objeto; b) A substincia ou objeto
poder ser utilizado diretamente, sem qualquer outro processamento que nao seja o da pratica

16



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y& «40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

industrial normal; ¢) A producdo da substincia 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 saude e ndo acarretar impactos globalmente adversos do
ponto de vista ambiental ou da satde humana, face a posterior utilizagio especifica.

Neste contexto, o cenario de manejo de residuos vem sendo alterado pela inclusdo de
processos para obtengdo 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 reagdes de hidrdlise e sintese de triglicerideos. Essas
enzimas possuem grande demanda mercadolégica, com expectativas promissoras de
crescimento de mercado, devendo chegar a cerca de 600 milhdes de dolares 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 situacdo torna aplicacdes 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
bioquimicas diversas, por métodos simples, de baixo custo e de fontes abundantes como os
residuos agroindustriais sdo especialmente atrativos. Podem inclusive, auxiliar a reduzir os
valores das enzimas comerciais viabilizando aplicacdes como a biorremediag@o e produgdo de

biodiesel por catdlise enzimatica.

Para isso, o presente estudo considerou todo o material gerado no processamento de
laranja ndo convertido em suco como residuo. Esses residuos sao subdivididos em diferentes
fragdes durante o processo de extracdo de suco, pois, cada uma recebe destinacao distinta. O
nimero de fragcdes geradas varia de acordo com o equipamento e configuragdes utilizadas,
sendo que neste estudo foram utilizados os residuos gerados pelo uso da extratora in line da
empresa J. B. T. Food Tech, na configuracao padrao. Essa extratora separa os residuos em
trés fragdes denominadas casca, que corresponde ao epicarpo do fruto e ¢ utilizado para
extracdo de pectina; o fragmento de casca, frit, que corresponde a parte mais externa do
epicarpo e ¢ utilizada para extragdo de dleo essencial; e o bagago, que corresponde ao

mesocarpo. Apds a extragdo, 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 reutilizacdo dos residuos de laranja para
sua valorizagdo pela obtengdo 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 “Anaélise do processamento de frutas no Brasil para inclusao 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 sao 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 caracterizagdo de extratos de residuos
de laranja variedade Hamlin” avaliou se ha diferencas entre as fragdes de residuos de laranja
das principais variedades utilizadas para a extra¢dao. 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
caracterizacao 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 caracterizagdo 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 concentragao 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 “Obtengdo e processamento de extratos
lipoliticos de residuos da laranja”. Por incluir informagdes 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 aplicagdo em reagdes de sintese, como a alcodlise, 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
transformagao final; diminui¢do do tempo de exposicao das lipases pelo uso de ultrassom; e
aumento da resisténcia as alteragdes do meio reacional por imobilizagdo enzimatica por
adsor¢do e encapsulamento. Os resultados foram descritos no capitulo 3 intitulado
“Otimizacdo da atividade de lipases obtidas de residuos laranja por sinergismo com lipases

fingicas 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 hidrélise e alcodlise e andlise de
citotoxicidade”, constam as analises da aplicacdo de lipases de laranja e comerciais na
biorremediacdo de residuos de 6leo de cozinha. Este trabalho também serd publicado no

formato de artigo cientifico.

\

Além disso, essas enzimas foram avaliadas quanto a aplicabilidade na produgdo de
biodiesel e os resultados deste estudo estdo descritos no capitulo 5 intitulado “Produgdo de
biodiesel de 6leos vegetais por catalise enzimdtica 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 producao de biodiesel
em relagdo a viabilidade reacional, ou seja, se os catalisadores testados apresentam
rendimento satisfatorio na conversdo de triglicerideos a ésteres de acidos graxos; e, em caso
afirmativo, se os custos dessa conversdo sdo compativeis ao preco final para o biodiesel
comercializado. Para isso, foram testados catalisadores enzimaticos e quimicos na alcodlise
de 6leos vegetais e esterificagdo do acido 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.

Ap0s a apresentagdao dos capitulos foram inseridos a conclusdo geral e perspectivas

sobre os trabalhos realizados.
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CONCLUSAO GERAL

O presente estudo demonstrou que as diferentes fragdes 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 fragdes de residuos sdo geradas em diferentes proporc¢des. Porém apesar
das diferengas, 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 biotecnologicos.

As lipases de laranja possuem efeito sinérgico com lipases fungicas, pois os
extratos combinados apresentaram aumento na atividade catalitica em diferentes
condigdes reacionais; evidenciando que tanto os extratos combinados como isolados,
livres ou imobilizados por adsor¢do possuem potencial para aplicagdo em reacdes de

hidrolise de glicerideos de diferentes tamanhos de cadeia.

As lipases possuem tamanho variando de 10 a 250 kDa e podem ser
concentradas por precipitagdo com sais € que, assim como como lipases comerciais,
podem ser utilizadas na modificagdo 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
1sso, conclui-se que essas enzimas podem ser utilizadas na biorremedia¢do de residuos

de 6leo de cozinha.

A lipase ¢ um dos subprodutos que podem ser obtidos dos residuos gerados no
processamento de laranja das principais variedades de laranja utilizadas no Brasil. A
obtenc¢do 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.

147



AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AVA M
u nesp " 90LI0 DE MESQUITA FILHO” BQOté i

Campus de Botucatu
Unesp - Botucatu

O biodiesel dos 6leos de mamona, soja, girassol, palma e residuos de o6leo de
cozinha pode ser produzido por catdlise quimica com custos compativeis com 0s precos
praticados no Brasil, sendo que os principais fatores no preco final sdo o valor das
matérias-primas agricolas, a razdo molar entre 6leo e solvente e a recuperagdo de

subprodutos.

A produgdo de biodiesel por catalise enzimatica ¢ vidvel do ponto de vista
reacional, afinal elevadas taxas de rendimento podem ser obtidas utilizando diferentes
Oleos 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 reagdes que podem catalisar.
Para os calculos 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 catdlise 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.
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