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RESUMO

O biodiesel € uma alternativa ao diesel convencional que pode ser produzido
a partir da reacdo de transesterificacdo entre triglicerideos presentes em 0leos
vegetais ou gordura animal e alcodis, como o metanol ou etanol. Uma rota
promissora desta reacdo é a catalise enzimatica, utilizando lipases. Este trabalho
teve objetivo de selecionar cepas fungicas com capacidade de produzir enzimas
lipoliticas com propriedade de transesterificacdo e a imobilizagdo destas enzimas
para producdo de biodiesel etilico. Para selecionar as linhagens com atividade
lipolitica, foram realizados zimogramas com corante Rodamina B. Foram
selecionadas trés cepas fungicas termofilicas e dezoito mesofilicas. As atividades
hidroliticas das linhagens fungicas selecionadas foram comfirmadas com substrato
cromogénico, p-nitrofenil palmitato (pNPP). As linhagens pré-selecionadas foram
submetidas ao teste de transesterificacdo com 6leo de soja e etanol, e os produtos
desta reacdo foram analisados por GC-FID. Uma cepa fangica identificada como
Fusarium sp P24 foi selecionada para dar continuidade ao trabalho. A lipase bruta
produzida a partir do bagaco de cana de acuUcar foi concentrada por ultrafiltracdo e
apresentou atividade hidrolitica 6tima a 35°C. O processo de imobilizacdo mais
eficiente para a realizacdo de sintese foi aquele em que se utilizou as hifas do fungo
Fusarium sp P24 crescidas no proprio farelo de trigo como suporte. A andlise de
variancia para 0s experimentos mostrou que entre as variaveis estudadas
(temperatura de reacgdo, razdo molar 6leo/alcool, concentracdo enzimatica e razdo
v/v Oleo/hexano), somente a concentragdo enzimatica como variavel significativa e
indicou a concentracdo de 10 % de hifas imobilizadas como ponto 6timo. Entretanto,
experimentalmente, o melhor rendimento de biodiesel foi 15, 95 %, utilizando-se 7,75
% de hifas imobilizadas, a 31,25°C, numa razdo molar 6leo/élcool de 1:7,5 e razéo
v/v Oleo/solvente de 1:1,5, obtendo uma converséo de 0,17 g de éster / g de 6leo. O
uso do ultrassom nas reacdes aumentou em 64 % o rendimento das sinteses. O
biodiesel produzido apresentou estabilidade oxidativa de 4,62 horas néo atingindo o

valor preconizado pela ANP de 6 horas.

Palavras-chave: Biodiesel etilico. Lipase. Transesterificagdo.
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ABSTRACT

Biodiesel is an alternative to conventional diesel, which can be produced from
the transesterification reaction of triglycerides found in vegetable oils or animal fat
and alcohols such as methanol or ethanol. A promising route to this reaction is the
enzymatic catalysis using lipases. This work aimed at selecting fungal strains
capable of producing lipolytic enzymes with property of transesterification and
immobilization of such enzymes for the production of ethylic biodiesel. In order to
select strains with lipolytic activity, zymograms using dye Rhodamine B were
performed. Three thermophilic and eighteen mesophilic fungal strains were selected.
The hydrolytic activities of the selected fungal strains were confirmed by using
chromogenic substrate p-nitrophenyl palmitate (pNPP). The pre-selected strains were
then submitted to transesterification test with ethanol and soybean oil, and the
products of such a reaction were analyzed by GC-FID. Only the fungal strain
identified as Fusarium sp P24 was selected to carry out the work. The crude lipase
produced from sugar cane bagasse was concentrated by ultrafiltration and showed
optimal hydrolytic activity at 35°C. The most efficient immobilization process in order
to carry out synthesis was the one in which hyphae of the fungus Fusarium sp P24
was used, they grown on wheat bran as support. Analysis of variance for the
experiments showed that among the studied variables (reaction temperature, molar
ratio of oil/alcohol, enzyme concentration and ratio v/v oil/hexane), only the
enzymatic concentration as a significant variable and indicated a concentration of
10% of immobilized hyphae as an optimum point. However, experimentally speaking,
the best biodiesel yield was 15.95%, using 7.75% immobilized hyphae, at 31.25°C,
with 1:7.5 oil/alcohol molar ratio and 1:1.5 oil/solvent v/v ratio, obtaining a conversion
of 0.17g ester/g oil. The use of ultrasound in the reactions increased the yield of the
syntheses in 64%. The biodiesel produced presented 4.62 hours of oxidative stability,

not reaching the 6-hour value set by ANP.

Keywords: Biodiesel ethylic. Lipase. Transesterification.
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1. INTRODUGAO

Com o aumento do consumo do petroleo nas ultimas décadas, a necessidade
de buscar fontes alternativas de energia como etanol e biodiesel tem crescido, uma
vez que além de serem provenientes de material renovavel, esses produtos poluem
menos que os derivados de petréleo.

O biodiesel é considerado um possivel substituto para o diesel convencional,
visto que € energeticamente compativel ao derivado de petrdleo. Ele € composto por
metil ou etil ésteres que podem ser produzidos a partir de triacilgliceréis presentes
em Oleos vegetais por reacdes de transesterificacdo com metanol ou etanol na
presenca de um catalisador.

Os oleos vegetais, como o de soja, milho, algodéo e palma ja foram testados
como combustiveis, porém a alta viscosidade e a baixa volatilidade em clima frio
levaram a investigacdo de seus derivados como forma de contornar estes
inconvenientes. Por meio da reacdo de transesterificacdo foi possivel diminuir a
viscosidade dos 6leos vegetais e melhorar suas propriedades carburantes. O uso do
etanol (derivado da cana de acucar) e ndo do metanol (derivado do petréleo),
associado a catalise enzimatica (lipase) é uma das rotas mais promissoras de se
produzir biodiesel, por propiciar uma cadeia completa de insumos renovaveis. Este
campo da biotecnologia ainda carece de muitos estudos, mas resultados publicados
por diferentes autores vém demonstrando que € uma tecnologia viavel (CHEN et al.,
2008). O sucesso neste campo de pesquisa tera um impacto imediato em toda a
cadeia de producdo de biocombustiveis, pois tera reflexos positivos na reducéo de
custos de producao e beneficios ao meio ambiente. O objetivo do presente trabalho
foi selecionar e aplicar lipases fungicas em processos de obtencdo de biodiesel a

partir de 6leo de soja.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biodiesel

O nome biodiesel foi introduzido em 1992 nos Estados Unidos pela National
Soy Diesel Development Bord, que foi pioneira na comercializacdo deste produto.
Este combustivel pode ser utilizado em misturas com diesel, pois ambos apresentam
caracteristicas fisicas muito similares, porém com emissdes menos poluentes, sendo
biodegradavel, ndo toxico e essencialmente livre de enxofre e aromaticos (SINGH;
SINGH, 2010, VYAS et al, 2010).

Nos ultimos 20 anos o desenvolvimento de tecnologias para se produzir
biodiesel tem avancado rapidamente devido a promessa de ser uma fonte renovavel
de combustivel, sendo composto de metil ou etil ésteres produzidos pela alcodlise
(reacdo de transesterificacdo utilizando-se alcool) de triglicerideos, presentes em
gordura animal e em 6leos vegetais (WANGA; ZHANG, 2010).

Apesar de possuirem caracteristicas fisicas semelhantes, o diesel tem
estrutura quimica diferente dos 6leos vegetais e de seus ésteres, sendo que o
primeiro contém apenas atomos de carbono e de hidrogénio arranjados em cadeia
linear ou estruturas da cadeia ramificada. Em sua composicdo também pode haver
hidrocarbonetos insaturados, mas estes nao estdo presentes em quantidade
suficiente para causar problemas de oxidacdo aos motores. Em geral a férmula para
0 Oleo diesel é Ci2H,3, podendo variar entre CioHzo € CisHzs. JA 0S Oleos vegetais
contém triacilglicerois, acidos graxos livres, fosfolipidios, fosfatideos, carotendides e
tracos de agua. Os acidos graxos mais encontrados em Oleos vegetais sdo o
estearico, o palmitico, o oléico, o linoléico e o linolénico (SINGH; SINGH, 2010). A
Tabela 1 mostra a composicdo quimica de alguns acidos graxos encontrados nos

Oleos vegetais.



Tabela 1: Estrutura quimica dos acidos graxos mais comuns (SINGH; SINGH, 2010).

Acido graxo Nome quimico do acido graxo Estrutura Férmula
Laurico Dodecanoico 12:0 C1oH240,
Miristico Tetradecandico 14:0 C14H250,

Palmitico Hexadecanoico 16:0 C16H320,
Estearico Octadecandico 18:0 C1gH360,

Oléico Cis-9 -octadecenoico 18:1 Ci1sH340,
Linoléico Cis-9,12-Octadecadiendico 18:2 C15H3,0,
Linolénico Cis-9,12,15- octadecatrienoico 18:3 CigH3002

Araquidico Eicosanobico 20:0 CooH400,
Beénico Docosandico 22:0 C,oH440,
Erlcico Cis-13-docosenoico 22:1 C3,H40,

Lignocérico Tetracosandico 24:0 Co4H4g0,

O método mais comum para a producdo de biodiesel envolve

a

transesterificacdo de triglicerideos na presenca de catalisadores quimicos ou

enzimaticos como mostra a figura Figura 1. Os processos quimicos de producédo de

biodiesel proporcionam conversGes elevadas de triglicerideos em seus ésteres

correspondentes em tempos reduzidos de reacdo, porém apresentam muitas

desvantagens (WANGA; ZHANG, 2010).

Figura 1: Transesterificagao de triglicerideos (SINGH; SINGH, 2010).

A transesterificacdo ocorre em uma série de reagdes consecutivas e

reversiveis nas quais os triglicerideos sdo convertidos em etapas a diglicerideos,



monoglicerideos e finalmente a glicerol. Acredita-se que a formacao do alquil éster a
partir do monoglicerideo seja a etapa que determina a taxa de rea¢do, uma vez que
o0 monoglicerideo é o intermediario mais estavel produzido. Esta reacdo é um
processo de equilibrio e a transformacéo ocorre essencialmente pela mistura dos
reagentes em uma estequiometria que requer 1 mol de triglicerideo e 3 mols de
alcool, no entanto € utilizado um excesso de alcool para deslocar o equilibrio e
consequentemente aumentar o rendimento dos ésteres, permitindo assim a
separacao de fases a partir do glicerol formado (DEMIRBAS, 2005).

A transesterificacdo alcalina homogénea de 0Oleos e gorduras € a principal
tecnologia utilizada no mundo para a producédo de biodiesel, porém este processo
requer matérias primas de alta pureza, ou seja, com baixa concentracdao de acidos
graxos livres, fosfatideos e agua (SUAREZ et al, 2009). Os catalisadores alcalinos
mais comumente usados sdo NaOH, CH3;ONa e KOH e o processo geralmente
ocorre a temperatura de 60°C (VYAS et al, 2010).

O mecanismo da transesterificacao alcalina foi formulado em quatro etapas,
como mostra a Figura 2, sendo o primeiro passo a reacéo do catalisador (base) com
o alcool, formando um alcoxido e a base protonada. O alcoxido realiza um ataque
nucleofilico ao grupamento carbonila do triglicerideo, produzindo um intermediario
tetraédrico, a partir do qual sera formado o alquil éster e o anion correspondente do
diglicerideo. Os diglicerideos e monoglicerideos sé@o convertidos pelo mesmo

mecanismo a uma mistura de alquil ésteres e glicerol (DEMIRBAS, 2005).



ROH + B RO + BH' [1]
R'COO — CH; R'COO — CH,
R'COO — l:H F ‘OR =———= RCOO- <|:H OR [2]
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H2(|3 —0 Hzl: _OH

Figura 2: Mecanismo de transesterificagdo alcalina homogenea de 6leos vegetais (SCHUCHARDT, 1998).

Atualmente, o metanol € o &lcool mais empregado para producdo de
biodiesel, devido principalmente ao fato de ser comercializado com alto teor de
pureza e ndo ser higroscopico. Entretanto, € toxico e de origem petroquimica.

O etanol também pode ser utilizado para a producdo de biodiesel, porém o
maior obstaculo neste processo esta no fato que a presenca de agua no etanol
hidratado favorece a formacéo de sabao durante a reacao de transesterificacao por
catadlise alcalina, o que provoca a emulsificacdo do glicerol e dificulta
consideravelmente sua separacdo dos ésteres alquilicos produzidos (ANTCZAK et
al, 2009). Em funcao disso, etapas extras de purificacdo devem ser adicionadas ao
processo, elevando assim os custos de producao para que o produto final tenha as
caracteristicas comerciais regulamentadas pela Agéncia Nacional de Petroleo.

O uso de etanol anidro também é dificultado pela sua higroscopicidade, pois
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absorve rapidamente cerca de 2 % de agua quando exposto as condicdes
atmosféricas, podendo chegar até 4 % devido as suas propriedades azeotrdpicas.

Além do consumo de hidréxido de sédio em larga escala na catalise alcalina,
outro ponto importante a ser considerado é o balanco energético da producao de
biodiesel. Processos que envolvem aquecimento necessitam de quantidades
consideravel de energia, independentemente de sua fonte, seja ela elétrica,
biomassa ou petroquimica, o que faz com que o combustivel ainda ndo atinja sua
finalidade maior de ser uma fonte plenamente sustentavel de combustivel liquido
(BAJAJ et al, 2010).

Outra forma de obtenc&o do biodiesel € a catalise acida com acido sulfurico
ou sulfénico, mas a corrosdo que estes catalisadores provocam nos equipamentos
faz com que ndo sejam comercialmente empregados (RANGANATHAN et al., 2008).

O processo acido tem rendimentos elevados de ésteres alquilicos, porém
suas reacdes sao lentas comparadas ao processo alcalino e requerem temperaturas
acima de 100°C. A reacao de transesterificacdo acontece por meio da protonacao do
grupo carbonila do éster, formando um carbocation, que por sua vez recebe um
atague nucleofilico do alcool, produzindo um intermediario tetraédrico. Apos esta
etapa a ligacdo entre o éster e o glicerol é rompida regenerando o catalisador
(Figura 3). De acordo com este mecanismo, 0s acidos graxos podem ser formados
pela reacdo do carbocation com a agua presente na mistura, portanto a

transesterificacdo deve ser realizada na auséncia de agua (DEMIRBAS, 2005).



R’ OR” R’ I OR” R I OR”
Q . O/R o OH +O/H _H'/R"OH Q
R™  OR” “H OR" R R™  OR
1] vV
0O-
R’ = Cadeia carbdnica de &cido graxo
R"= I—=OH  Glicerideo
R = Grupo alquil do alcool
OH

Figura 3: Mecanismo de transesterificacdo por catalise 4cida de dleos vegetais (SCHUCHARDT, 1998).

A reacao de transesterificacdo também pode ser realizada por catélise acida-
basica, com a utilizacdo de excesso de etanol. Este processo é uma juncdo dos dois
esquemas descritos anteriormente e apresenta uma alta produtividade, porém tem
muitas desvantagens, como por exemplo, 0s custos extras devido a recuperacao do
glicerol, a remocédo de sais inorganicos e ao tratamento de aguas residuais (BAJAJ
et al, 2010). O processo € divido em duas etapas. Na primeira etapa, o catalisador
acido é utilizado para converter os acidos graxos livres em éster por meio de
esterificacdo, quando a quantidade de &cidos graxos livres reduz para 0,5 a 1 % do
peso, a transesterificacdo dos triacilgliceréis pode ser realizada utilizando-se um
catalisador basico. Embora esse processo apresente um alto rendimento, a reacéo
de esterificacdo dos acidos graxos € relativamente lenta, sendo necessaria a adi¢éo
de mais catalisador 4cido para acelerar a taxa de reacdo, aumentando 0s custos da
producéo de biodiesel (LAM et al, 2010)

Outro fator muito importante que encarece a catalise quimica é o fato do

glicerol, subproduto na sintese de biodiesel, apresentar grandes quantidades de
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iImpurezas e mesmo depois do processo de purificagédo, ainda conter de 5 a 10 % de
agua e de 4 a 8 % de catalisador (MEDEIROS et al, 2010).

Também é possivel processar a reagdo de transesterificacdo através da
catalise enzimatica utilizando-se biocatalisadores, que alem de sintetizarem alquil
ésteres especificos, realizam a transesterificacdo de 6leos com alto teor de acido
graxo livres. A sintese do biodiesel é realizada por lipases em meio aquo-restrito
(BAJAJ et al, 2010). Neste processo nao € necessaria uma recuperacao complexa
do glicerol, que possui melhor qualidade devido as condigcbes brandas de reacéo
(JACHMANIAN et al, 2010). Outra vantagem da transesterificacdo enzimatica é a
possibilidade de utilizar alcodis contendo uma pequena quantidade de agua, como
por exemplo, o etanol (RANGANATHAN et al., 2008).

A possibilidade do uso do etanol na producdo do biodiesel € uma grande
vantagem, uma vez que este possui uma producdo consolidada no Brasil, alem de
ser consideravelmente menos toxico e produzir biodiesel com maior lubricidade e

maior nimero de cetano que o metanol (LOBO, et al., 2009).

2.2. Lipases e reacdes de biotransesterificacdo na producéo de biodiesel

As lipases (glicerol éster hidrolase E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas da classe das
hidrolases que atuam sobre ligacdes ésteres de acilglicerdis liberando acidos graxos,
diacilglicerois, monoacilgliceréis e glicerol. Normalmente sédo ativadas por uma
interface agua-6leo e apresentam quimioseletividade, regioseletividade e
estereoseletividade (SHARMA et al.,, 2001, TREVISAN, 2004, TREICHEL et al,
2010).

Essas proteinas podem ser de origem microbiana, vegetal ou animal, porém a

via microbiana apresenta maior versatilidade que as enzimas derivadas de plantas e



animais, devido a grande variedade de atividades cataliticas disponiveis, ao alto
rendimento de obtencdo das enzimas, a facilidade de manipulacdo genética, a ndo
dependéncia da sazonalidade e ao rapido crescimento microbiano (NWUCHE;
OGBONNA, 2011).

No campo industrial as lipases sao largamente utilizadas no processamento
de Oleos e gorduras, como componentes de detergentes, na sintese de farmacos e
cosmeticos, de produtos derivados do leite e outros (RUBIN; DENNIS, 1997,
KAZLAUKAS; BORNSCHEUER, 1998). Podem ser usadas também para acelerar a
degradacédo de residuos de gordura e derivados (SHARMA et al., 2001), sendo
aplicadas principalmente em biorreatores, constituindo importante ferramenta em
tratamento de residuos domésticos e industriais (BALCAO et al., 1996, SHARMA et
al., 2001, NYBROE et al., 1992).

Além de catalisarem reacfes de hidrélise, também realizam reacfes de
sintese em meio aquo-restrito como reacdes de esterificacdo e transesterificacao
(JAEGER; EGGERT, 2002). Lipases produzidas por Mucor miehei, Rhizopus oryzae,
Candida antarctica, Pseudomonas cepacia vém sendo estudadas na producao de
biodiesel (RANGANATHAN et al., 2008).

As caracteristicas mais procuradas nas lipases para a utilizacao na sintese de
biodiesel sdo: capacidade de utilizar mono, di e triglicerideos, bem como acidos
graxos livres na transesterificacéo, baixa inibicdo pelo produto, alta atividade, menor
tempo de reacao, reutilizacdo da enzima e resisténcia a temperatura e ao alcool
(BAJAJ et al, 2010).

O sitio catalitico da lipase € formado pela triade serina (Serl84), aspartato

(Asp334) e histidina (His366), o qual opera pelo mecanismo caracteristico das



serinas hidrolases, que é semelhante tanto para as rea¢fes de hidrolise quanto para
as reacdes de sintese.

Na primeira etapa da sintese, o éster se liga ao sitio ativo da enzima através
de um ataque nucleofilico pela Serina a carbonila da ligacdo éster do substrato. A
Serina é ativada pela retirada de um préton pelo par Histidina/Aspartato. Nesta etapa
é formado um intermediario tetraédrico que € estabilizado por ligacées de hidrogénio
com uma Glicina (Gly185) e pela cadeia protonada de um outro residuo de Aspartato
(Asp95). Na segunda etapa a Histidina cede um proton para a liberacdo de um
alcool, tornando o intermediario tetraédrico instavel (complexo acil-enzima). Na
etapa 3, o complexo acil-enzima sofre um ataque nucleofilico (agua na hidrolise e
alcool nas reacOes de esterificacdo e transesterificacdo) para formar um novo
intermediario tetraédrico, o qual, em seguida colapsa para liberacdo dos produtos e
regeneracao da enzima (ERICSSON et al, 2008). Na Figura 4 € mostrado o
mecanismo proposto de transesterificacdo realizado pela lipase de Candida

antarctica, Cal A.

Enzima Livre O=R Intermediario Tetraédrico 1
His3os His 366
Sct184 A

O O Serisd
Asps " I\ \ /( I\
B e
O pfeesess N As3se i’ oM o H=N ® Aspind
\\/\“ ...... 0 i \ %, ' \\_’\‘" ...... 0
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Gly 185 N=H O=H o / O 0
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Figura 4: Mecanismo de reacdo de transesterificagdo proposto para a lipase Cal A com indicagdo das
etapas envolvidas (ERICSSON et al, 2008).

Em geral, as lipases atuam em condi¢cdes suaves (menor consumo de
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energia), com Oleos de diferentes origens, incluindo 6leos usados (com acidez
elevada), uma vez que estas enzimas catalisam a transesterificacdo de
triacilglicerois e também de acidos graxos livres. Se a enzima for imobilizada, ela
pode ser facilmente separada da mistura por filtracdo, e a separacdo e purificacdo
subsequente do biodiesel sdo mais facies do que com catalisadores alcalinos, que
precisam ser eliminados utilizando-se uma grande quantidade de agua (MEDINA et
al, 2009).

Os microrganismos produtores de lipases tem sido encontrados em diversos
habitats, como residuos de induUstrias de Oleos vegetais e laticinios, em solos
contaminados com 6leo, em sementes oleaginosas e alimentos em decomposicao
(TREVISAN, 2004). No Brasil existem alguns grupos de pesquisa desenvolvendo
excelentes trabalhos na busca por cepas fungicas selvagens produtoras de lipases
(BERNARDES et al.,, 2007, VIEIRA et al, 2006, CASTRO-OCHOA et al., 2005,
SUAREZ et al, 2009, TREICHEL et al, 2010).

As lipases obtidas de microrganismos mesofilicos atuam geralmente entre 25
e 45°C, permitindo que reacdes sejam realizadas a temperatura ambiente e as
fermentacdes para producdes das enzimas podem ocorrer sem a necessidade de
aguecimento. Alguns microrganismos mesofilicos também podem produzir lipases
termoestaveis (HASAN et al., 2006).

Lipases produzidas por microrganismos termofilicos tem sido cada vez mais
utilizadas, pois também podem apresentar termoestabilidade, além de outras
propriedades intrinsecas que conferem a elas estabilidade a agentes desnaturantes
e a maiores variacdes de pH (GOMES et al., 2007).

Devido a alta estabilidade, as lipases termoestaveis podem ser usadas

livremente em solucdo, imobilizadas covalentemente ou adsorvidas em resinas de
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troca ibnica, cavidades fibrosas ou ligadas a cristais (ANDERSCH et al., 1997).

O tipo e a concentracdo da enzima utilizada, a razdo molar alcool/6leo/agua,
temperatura, pH, ions metalicos e acidos graxos livres séo fatores importantes que
influenciam a reacao de transesterificacdo. As lipases tém sido muito utilizadas neste
tipo de processo, pois sdo razoavelmente tolerantes a solventes organicos e
temperaturas elevadas, ndo requerem o0 uso de coenzimas, além de serem
consideradas altamente especificas. Desse modo, € importante estabelecer as
condi¢cBes otimas de transesterificacdo tendo em vista as caracteristicas desejadas
do produto para aplicacdo industrial especifica (SCHUCHARDT et al.,, 1998,
SUAREZ et al., 2009).

Dois fatores que tém inibido a implementacéo da biocatélise na producdo de
biodiesel em escala industrial séo o custo elevado das enzimas e numero reduzido

de fabricantes destes biocatalisadores (DABDOUB; BRONZEL, 2009).

2.3. Imobilizac&o de enzimas

Muitos estudos tem sido realizados no desenvolvimento de biocatalizadores
com propriedades superiores e também na elucidacéo de técnicas que permitam o0s
seus usos repetidos ou em processos continuos. Biocatalizadores imobilizados séao
enzimas ou células fisicamente confinadas ou localizadas em uma regido definida do
espaco com retencdo de suas atividades cataliticas, podendo ser reutilizadas
(CARVALHO et al., 2006).

A técnica de imobilizacdo tem grande importancia porque, além de permitir a
reutilizacdo de biocatalizadores, também permite uma facil e eficiente separacéo
destas moléculas do meio reacional, e oferece uma melhor estabilidade a enzima em

presenca de determinados solventes, inibidores e outros agentes desnaturantes, e
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estabilidade em faixas mais amplas de pH e temperatura (CARVALHO et al., 2006,
CORCORAN, 1985). Além disso, foi relatado que alguns métodos de imobilizacéao
como o de ligacdes covalentes (MATEO et al., 2000, PETZELBAUER et al., 2002), o
de encapsulacdo em microcapsulas inorganicas (MATSUMOTO; KONDO, 2001) e o
aprisionamento em géis de alginato (SHARMA et al, 2001) podem aumentar a
termoestabilidade da enzima.

A técnica de adsorcdo € a mais utilizada para imobilizacdo de enzimas, o
processo se da por meio de interacdes fracas, como forcas de van der Walls e
interacbes hidrofobicas, entre a superficie do suporte e a proteina
(RANGANNATHAN et al., 2008; TAN et al., 2010). As enzimas também podem ser
imobilizadas através de ligagdes covalentes irreversiveis, sendo que por meio deste
método a enzima néo € liberada em condi¢gdes adversas (TREVAN, 1988).

Outro método de imobilizacdo muito usado € a encapsulacédo da proteina por
uma matriz polimérica. Apesar deste método ser rapido e mais viavel, s6 pode ser
utilizado quando o substrato apresenta baixa massa molar, uma vez que substratos
maiores ndo conseguem se difundir pelos poros do polimero (RANGANNATHAN et
al., 2008; TAN et al., 2010).

Muitas lipases imobilizadas estdo comercialmente disponiveis, sendo que as
mais utilizadas sdo a Novozym 435, enzima de Céandida antartica imobilizada em
uma resina acrilica macroporosa, a Lipozyme IM RM, enzima de Rhizomucor miehei,
imobilizada em uma resina de troca idnica e a Lipozyme TL IM, enzima de
Thermomyces lanuginosus, imobilizada sobre gel de silica granulado.

A imobilizacdo das enzimas é essencial para a aplicacdo industrial, uma vez
que permite a sua reutilizacdo, diminuindo os custos de producao, além de facilitar a

recuperacdo do catalisador. O custo da lipase compreende mais de 90 % do custo
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total de producdo dos ésteres, isso se deve ao tipo de suporte utilizado para
imobilizacdo. Portanto suportes mais viaveis, como silica gel, celite e kaolite estédo
sendo testados, em alternativa as resinas organicas. A quitosana também tem sido
utilizada como matriz para imobilizacdo de lipase devido a sua versatilidade (po, gel,
fibras, capsula e mambranas), baixo custo, alta afinidade por proteinas e auséncia
de toxicidade (AMORIM, et al., 2003).

Outra maneira para reduzir o custo das lipases é empregar células
imobilizadas (biomassa fungica) no substrato no préprio processo de producéo,
evitando as etapas de recuperacdo e purificacdo a partir do caldo de fermentacao

(MEDINA et al, 2009).

2.4, Utilizag&o de ultrassom na catalise enzimatica

Um sistema bésico de ultrassom consiste de um transdutor electro-mecéanico
e de uma fonte de alimentacdo de alta frequéncia eletrica. A fonte de alimentacéo
converte o sinal elétrico disponivel em sinal elétrico de alta frequéncia o qual é
utiizado para acionar o transdutor electro-mecanico. Os transdutores sao
tipicamente compostos de elementos eletrostrictivos que mudam de dimensfes
fisicas em resposta a um campo elétrico ou magnético (SOHO, 1975).

Efeito eletrostrictivo (conversédo tensao elétrica em deformacdo mecanica) €
uma propriedade de todos os ndo-condutores elétricos que faz com que eles mudem
de forma sob a aplicacdo de um campo elétrico. A partir deste conhecimento, pulsos
de ultrassom sao gerados por cristais especiais (como o0 quartzo puro), que podem
vibrar quando percorridos por uma corrente elétrica conveniente. Dessa forma, é
possivel gerar pulsos de ultrassom com freqiiéncias de varios MHz e com duracéo

de apenas alguns milionésimos de segundo (SOHO, 1975). As ondas de ultrassom
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se propagam da mesma maneira que as ondas sonoras audiveis. Elas sofrem todos
os fendmenos de reflexdo, refracéo, difracdo e interferéncia, como todas as ondas.

O ser humano normal consegue distinguir, ou ouvir, sons na faixa de
frequéncia que se estende de 20Hz a 20.000Hz aproximadamente. Acima deste
intervalo, os sinais sdo conhecidos como ultrassons. Assim pode-se definir o
Ultrassom como um som a uma freqiéncia superior aquela que o ouvido do ser
humano pode perceber, aproximadamente 20.000 Hz (LYNNWORTH, 1975).

Enviando-se um pulso de ultrassom para dentro de um material, ele sera
parcialmente refletido ao encontrar qualquer descontinuidade no meio, como uma
mudanca na densidade ou defeitos no préprio material. Se enviarmos uma onda de
ultrassom para dentro de uma barra de ferro que possua uma falha interna em
virtude de um defeito de fabricacdo, esta onda sera parcialmente refletida na
descontinuidade e pode ser detectada por um receptor (SOHO, 1975;
LYNNWORTH, 1975). Esse sistema de medida € utilizado industrialmente para
detectar fissuras em tubulagdes de aco, em partes de motores e estruturas de
edificios e pontes. Na medicina, o ultrassom € muito utilizado para diagnéstico de
doencas cardiacas e em exames preventivos em gestantes. Com o auxilio de um
computador, o sistema transmite ondas de ultrassom em todas as direcGes e detecta
o sinal refletido nos diversos tipos de tecidos e ossos. Dessa forma, é possivel obter
a imagem de um feto (NOVELLINE, 1997).

De forma similar a limpeza ultrassonica, as células bioldgicas, incluindo as
bactérias podem ser desintegrada. O ultrassom de alta poténcia produz cavitacdes
que facilitam as desintegracfes de particulas ou provoca reacdes. Isto tem sido
usado em ciéncias biologicas para fins analiticos ou quimicos (sonicacdo e

sonoporacao) e para matar bactérias em esgoto. Recentemente também, foi relatado
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gue ultrassom de alta poténcia pode desintegrar pasta de milho e aumentar a
liguefacdo e sacarificacdo para a producédo de etanol em plantas de moagem de
milho (NEIS, et al., 2000; LEEUWEN, et al., 2006).

O efeito de ultrassom no isolamento de hemiceluloses de sabugo de milho e
outros materiais vegetais tem sido reportado (LI, et al., 2012; SUN, et al., 2004).
Acredita-se que o efeito quimico e mecanico do ultrassons para acelerar a extracédo
de compostos organicos de materiais de plantas seja a ruptura das paredes das
células e da melhora da transferéncia de massa dos contetdos da célula.

O emprego de ultrassom para auxiliar a reacao de transesterificacdo tem se
mostrado muito eficaz na catalise enzimatica. A irradiacdo continua ou intermitente
de ondas sonoras de alta frequéncia favorece a acdo de diferentes enzimas em
sistemas monofasicos e bifasicos (SHAH; GUPTA, 2008, ROKHINA et al., 2009,
BABICZ et al., 2010). Essa tecnologia € reconhecida como um método eficaz para
aumentar a taxa de transferéncia de massa entre liquidos imisciveis, sendo
amplamente utilizada em varias reacbes quimicas e biolégicas para melhorar o
rendimento da reacdo em um tempo mais curto.

A utilizacdo do ultrassom na transesterificacdo ndo s6 reduz o tempo de
reacdo, como também minimiza a racdo molar alcool/6leo e reduz o consumo de
energia em comparacdo com o método mecanico convencional de agitacdo (LAM et

al, 2010).
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3. OBJETIVOS
Geral:
Selecionar enzimas lipoliticas com propriedade de transesterificacdo e aplica-

las na producéo de biodiesel etilico.

Especificos

Testar atividades lipasicas (hidrolitica, esterificacdo e transesterificacdo) a
partir de isolados fungicos obtidos de residuos gordurosos e plantagbes de
cana de acucar.

Imobilizar a enzima com melhor performance em suporte inerte. Testando
polimeros a base de quitosana e alginato, além do proprio substrato utilizado
na fermentacgéo solida como fonte de carbono.

Avaliar os parametros fisico-quimicos, tempo, quantidade de &gua,

temperatura e irradiacao de ultrassom no processo de producéo de biodiesel;

17



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecao dos Microrganismos produtores de lipase

Os testes de producdo enziméatica foram realizados em linhagens fungicas
termofilicas e mesofilicas isoladas a partir de residuos gordurosos de frigorificos e
laticinios e também de plantacdo de cana de acucar. Os isolados fazem parte da
colecdo do Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia Aplicada da UNESP do
Campus de Sédo José do Rio Preto-SP (Tabela 2). As linhagens fuangicas
selecionadas foram estocadas sob congelamento a - 80°C em glicerol. Algumas ja

foram identificadas até o género.

Tabela 2: Relacdo das espécies flingicas testadas para selecdo de microrganismos produtores de lipase

Linhagens fungicas termofilicas Linhagens fungicas mesofilicas
Aspergillus sp T 3.3.1 Cunninghamela spl
M 6.2 Cunninghamela sp2
F5.9 Cunninghamela elegans
M8.1B Fusarium spl
M 6.10 Fusarium sp2
Esterco 2 Fusarium sp3
T1.3 Fusarium sp4
T332 Fusarium sp5
T1.1.1 Fusarium sp6
M 7.6 Trichoderma spl
M 6.4 Trichoderma sp2
M 6.12 Trichoderma sp3
M81A Mucor hiemalis
T6.2 Aspergillus nigri sect
T51.1 Aspergillus flavus sect
Thermomycessp T 4.2.1 Paecilomyces sp
M 4.10 Absidia cylindrospora
F 5.10 Fusarium sp P24
F21.2
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4.2. Meio de manutencéo (repiques peridédicos).
Para manutencdo das linhagens fangicas foi utilizado o meio Sabouraud-

dextrose-agar, constituido de (g/L): 10 de peptona, 40 de dextrose e 15 de agar.

4.3. Meios de cultura

Para a selecéo e crescimento das cepas fungicas foi utilizado o meio nutriente
modificado de Castro-Ochoa et al. (2005) (% em m/m): 0,1 peptona; 1,0 (NH4)>SOy;
1,0 KH,POy4; 0,05 MgS0O4-7H,0; 0,1 CaCly; 6,0 dleo de soja; 1,0 de emulsificante
(goma arabica, Triton X-100 ou Tween 80); 0,5 de solucdo de elementos tracos (2,2
de ZnSO,4-7H,0; 1,1 de H3BOg3; 0,5 de MnCl,-4H,0; 0,5 de FeSO,-7H,0; 0,16 de
CoCl,-5H,0; 0,16 de CuS0O4-5H,0; 0,11 de (NH4)6M0,024:4H,0; 5,0 de EDTA); 3,0
de agar (microrganismos termofilicos) ou 2,0 de agar (microrganismos mesofilicos) e

pH 6,0.

4.4. Testes da atividade lipolitica (zimograma)

O meio nutriente descrito em 4.3 foi acrescido de 0,001 % de Rodamina B e
0,4 % de NaCl. As placas contendo o meio foram demarcadas em quatro partes
iguais com caneta heliografica, sendo inoculadas em cada uma das partes, por meio
de picada, uma cultura isolada. A incubacdo foi realizada a 28 e a 45°C para
microrganismos mesofilicos e termofilicos respectivamente, durante 48 h, e a
producdo de lipase foi identificada por um halo laranja em torno das col6nias
visualizado por luz UV a 350 nm, indicando a presenca da atividade lipolitica

extracelular (CASTRO-OCHOA et al., 2005).

19



4.5. Fermentagdo em estado sélido (FES)

A FES foi realizada em sacos de polipropileno (26,5 cm x 15 cm) contendo 5 g
de bagaco de cana, farelo de soja, farelo de trigo ou semente de mamona moida. O
pré-inéculo foi realizado a partir do cultivo dos fungos em erlenmeyers de 250 mL
contendo 40 mL do meio citado no item 4.3. Para obtenc&o do in6culo, 100 mL de
agua foram adicionados aos frascos de cultivo dos fungos ressuspendendo o0s
esporos e micélios pela raspagem suave da superficie dos meios de cultivos. Os
esporos suspensos (9,0.10%) foram quantificados e transferidos juntamente com a
solucéo nutriente (2 % peptona, 0,2 % K,HPO4, 0,05 % MgSO,4 e 2 % 6leo de oliva)
para os sacos de polipropileno para a obtencdo de uma umidade de 70 %. A
umidade foi obtida a partir da analise de peso seco dos substratos. O substrato foi
incubado a 28 e a 45°C para fungos mesofilicos e termofilicos respectivamente e por
tempos variados dependendo da producdo de cada fungo. As amostras foram
extraidas com 50 mL de agua destilada para os ensaios enzimaticos, imobilizacéo

ou secagem por liofilizac&o.

4.6. Proteina total
A determinacéo dos teores de proteinas totais da solucédo enzimatica bruta e
do biodiesel etilico foi realizada através do método de Bradford (1976), usando soro

albumina bovina como padrao.

4.7. Precipitacéo de proteinas

O extrato bruto enzimatico foi precipitado com alcool comercial a -10°C em

concentracdes de 50, 67, 75 e 80 % sob repouso em camara fria por 24 horas. O
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precipitado foi separado por centrifugacdo (10.000-g por 20 minutos a 5°C) e
ressuspenso em tampao fosfato de sédio 0,05 M pH 7,0.

Os testes de atividade de lipase do sobrenadante e do precipitado foram
realizados conforme descrito no item 4.9.1 e a quantificacdo de proteina total

conforme descrito no item 4.6.

4.8. Concentracdo do extrato enzimatico bruto
A concentracdo do extrato bruto foi realizada por ultrafiltracdo usando-se
sistema QuixStandTM Benchtop da Amersham Bioscience com uma membrana de

corte limite de 10 KDa em massa molecular.

4.9. Determinacgéo de atividade enzimatica

4.9.1. Atividade de lipase hidrolitica em substrato cromogénico

A atividade foi determinada confome proposto por Krieger (1995) utilizando-se
o p-nitrofenil palmitato (p-NPP) como substrato (Figura 5). Foram preparadas duas
solugdes: solucao A :p-NPP em isopropanol na concentracdo de 3 mg/mL; solucéo
B: 2 g de Triton X-100 e 0,5 g de goma arabica, em 450 mL de tampé&o fosfato 0,05
mol/L com pH 7,0. Em seguida 1 mL da solucdo A foi misturada com 9 mL da
solucédo B lentamente sob continua agitacdo. Em seguida 0,9 mL desta mistura foi
incubada a 37 e a 45°C para microrganismos mesofilicos e termofilicos,
respectivamente, durante 1 minuto, para equilibrar a temperatura. Entdo, 0,1 mL da
solucédo enzimatica foi adicionada e iniciada a cronometragem do tempo de reacao
(1 minuto). A absorbancia foi lida em um espectrofotémetro UV-VIS Cary 100 Varian
em comprimento de onda de 410 nm. Como referéncia utilizou-se como controle 0,9

mL da mistura (A + B) + 0,1 mL de agua destilada.
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OCOCysH31 OH

Lipase
+ HZO p# + C15H31COOH

Acido Palmitico
NO, NO,

p-nitrofenil palmitato p-nitrofenol

Figura 5: Representacédo esquemética da reacdo de hidrélise do p-nitrofenil palmitato catalisada por lipase.

Ao final do tempo de reacéo (1 minuto), 1 mL de solu¢cdo de NaOH 0,1 M foi
adicionado para paralisar a reagéao.

Uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como a liberacdo de 1
pmol de p-NP (p-nitrofenol) por minuto. O coeficiente de absortividade molar do p-
NP utilizado foi 8x10% L/mol-cm (LIMA et al., 2004). Para o célculo da atividade de

hidrélise lipolitica seguiu-se a seguinte Equacao 1:

(Absq—Absg).Va.F

Atividade hidrolitica (U/g de substrato): 80310° Vet

(Equacéo 1)

Onde:

Abs,: absorbancia da solucéo;

Abs.: absorbancia do extrato enzimatico;

Va: volume da solugéo (1 mL);

F. fator de correcdo para fermentacdo soélida (quantidade de solucdo de
extracdo em mL/quantidade de substrato em g);

Ve: volume de extrato enzimatico (0,1 mL);

t: tempo de reacao (1 min).

22



4.9.2. Atividade esterificante
O ensaio de esterificacdo foi realizado empregando-se a metodologia
proposta por Smaniotto (2010). Adicionou-se 0,1 g de extrato bruto liofilizado aos

substratos reacionais (4,2 g de acido oleico e 0,7 g de etanol) (Figura 6).

O 0
R—/\/ +  R'-OH R_/\/ +  H-OH
OH Alcool 0o—R" Agua
Ester

Acido Carboxilico

Figura 6: Representacéo esquemética da reacao de esterificagao.

A mistura foi incubada durante 40 minutos a 40°C sob agitacdo de 150 rpm.
Apé6s a incubacdo, foram retiradas aliquotas (triplicata) de 500 pyL e a reacédo foi
interrompida com adicdo de 20 mL de uma solucdo 1:1 (v/v) de acetona:etanol
anidro. Os acidos graxos ndo consumidos na reacao foram titulados até pH 11,0 com
solucdo de NaOH 0,035 mol/L. As dosagens de atividade lipasica de esterificacao foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para consumir 1 pymol de &cido

graxo por minuto nas condi¢des descritas, determinada por meio da Equacéo 2.

(Vb=Va).M.1000.Vt
tValm

Atividade de esterificacdo (U/g de extrato liofilizado) = (Equagio 2)

onde:
Va: volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra
Vb: volume de NaOH gasto na titulacdo do branco

M: molaridade da solu¢cdo de NaOH padronizada
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Vt: volume reacional total (5,6 mL)
t: tempo de reacéo (40 min)
Val: volume da aliquota (0,5 mL)

m: massa de solidos liofilizada (0,1 g).

4.9.3. Atividade de transesterificacao

O ensaio padréo de transesterificacdo foi realisado através da metodologia
modificada de Castro (2005), utilizando 4,1 mL de 6leo de soja e 1,5 mL alcool etilico
99 %, na razdo molar 1:6 (6leo/alcool) e 10 % de catalisador em relacdo ao meio
reacional, totalizando 5,0 g de meio, sob agitacdo de 150 rpm. As reacdes foram
realizadas a 37°C utilizando n-hexano como solvente da reacdo na proporcao v/iv
1:1,5 dleo/n-hexano. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e analisado por

cromatografia gasosa (CG-FID).

4.10. Sintese de biodiesel

As reacdes de transesterificacdo para sintese de biodiesel foram realizadas
em frascos de 50 mL em uma mini incubadora com agitador orbital a 150 rpm.

Foram estudados alguns fatores que interferem no rendimento do biodiesel,
como temperatura, razdo molar oOleo:alcool, quantidade de catalisador, quantidade
de solvente, através de um planejamento fatorial e a quantidade de agua e
irradiacdo de ultrassom utilizando as melhores condi¢cdes obtidas no planejamento.

Os niveis adotados para cada uma das variacfes sao apresentados no item 4.12.
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4.11. Imobilizagdo da enzima

4.11.1. Alginato

As esferas de alginato de calcio foram preparadas segundo Betiger et al.
(2002), utilizando-se alginato de sodio 3 % e CaCl, 0,05 M. As solucdes de alginato,
CacCl; e o extrato enzimatico foram preparados em tampéo fosfato 0,05 M pH 7. Uma
mistura do polimero e do extrato foi realizada, sendo posteriormente gotejada na
solucéo de CaCl, com o auxilio de uma bomba peristaltica. Apés a formacado das
esferas, estas foram lavadas com agua destilada para a remoc¢éao das enzimas néo
imobilizadas e secas a temperatura ambiente em dessecador com vacuo até que
atingissem massa constante.

O calculo do rendimento da imobilizacao foi realizado seguindo a Equacéo 3:

Rendimento da imobilizacao (%) = % x 100 (Equagéo 3)

Onde, A se refere a atividade do extrato enzimatico que foi utilizado para a
imobilizacéo; B € a atividade do extrato enzimatico apds o tempo de imobilizacdo; A

— B € a atividade da enzima teoricamente imobilizada (ROMDHANE et al., 2011).

4.11.2. Quitosana

A quitosana (0,18 g; 85 % desacetilada obtida da Polymar, Fortaleza - CE) foi
solubilizada em 6 mL de acido acético 1 % em volume e em seguida precipitada em
solucdo de NaOH 1 M (12 mL) por gotejamento com auxilio de uma bomba
peristaltica. A solugdo do meio &cido foi gotejada a uma altura de 1,5 cm na solucao
alcalina e mantida sob agitagdo suave (90 rpm) em agitador orbital por 24 horas a

temperatura ambiente (CHIOU; WU, 2004). As microesferas gelificadas foram
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lavadas com agua destilada e submetidas a ativagdo com uma solugéo de 1 % de
glutaraldeido por 1 hora a 90 rpm.

Depois de ativadas, as esferas foram lavadas com agua destilada e
adicionadas a 12 mL de solucédo enzimatica. Nesta estapa, com duracéo de 4 horas
a 4°C e agitacao de 90 rpm, ocorre a ligacado da enzima com o suporte. Em seguida,
as esferas foram lavadas com agua destilada para remocdo de enzimas nao
imobilizadas e secas a temperatura ambiente em dessecador com vacuo até que
atingissem massa constante. O calculo do rendimento da imobilizacdo também foi

realizado segundo a Equacéao 3.

4.11.3 Imobilizacdo de hifas utilizando substrato de crescimento como
suporte

A imobilizacédo de hifas foi realizada através da FES descrita no item 4.5 sem
a etapa de extracdo da solucdo enzimatica, utilizando bagaco de cana de acucar,
farelo de soja e farelo de trigo (triturados e homogeneizados em peneiras com
abertura de 1 mm). ApGs 72 horas de fermentacdo a 28°C o fermentado soélido foi

seco em um liofilizador Thermo Scientific RVT 4104 durante 48 horas.

4.12. Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Neste trabalho, aplicou-se 0 DCCR 2* na sintese de biodiesel utilizando-se a
biomassa fungica com as hifas do microrganismo Fusarium sp imobilizadas em
farelo de trigo com 8 ensaios axiais e 7 repeticbes no ponto central, totalizando 31
ensaios, e otimizacdo dos parametros temperatura, razdo molar 6leo:alcool,
concentracdo de enzima e quantidade de solvente foram escolhidos como variaveis

independentes, e o rendimento na producdo de ésteres etilicos como variavel
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dependente. O planejamento fatorial foi criado e analisado pelo software Minitab®
16. A faixa experimental e os niveis das variaveis independentes para a producéo de

biodiesel s&o apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores utilizados no DCCR para a produc¢éo de biodiesel.

Variaveis Faixas e Niveis
Independentes -2 -1 0 1 2
Temperatura (°C) 25 31,2 37,5 43,7 50
Razao Molar
1:3 1:4,5 1:6 1:7,5 1:9
(6leo:alcool)
Solventte
i 0 1:0,5 11 1:1,5 1:2
(6leo:hexano)
Quantidade de
1,00 3,25 5,50 7,75 10,00

enzima (%)

4.13. Sintese de biodiesel com irradiacdo de ultrassom

O processo de obtencao de biodiesel por catalise enzimatica com irradiacao
de ultrassom foi conduzido em reator de vidro de aproximadamente 45 mL, provido
de camisa de circulacdo de agua termostatizada e agitacdo magnética. A
temperatura do reator foi mantida através de um banho termostatico.

Uma sonda ultrassoénica “Sonic Dismembrator 50” (F50, Fisher Scientific com
50 watts de poténcia e 22 kHz de frequéncia) foi utilizada como fonte de irradiacéo
de ultrassom. A poténcia do ultrassom foi ajustada em 10 % e irradiada durante 10
segundos em intervalos de 15 minutos. A mistura reacional foi composta de 6leo de
soja, etanol anidro, n-hexano e biomassa fungica (farelo de trigo). A Figura 7

representa o esquema utilizado para o experimento.
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Figura 7: Esquema de reator para sintese de biodiesel etilico com irradiacdo de ultrassom utilizando sonda

ultrassénica. (1) Agitador magnético, (2) reator de vidro, (3) banho térmico, (4) fonte de ultlrassom e (5)

sonda ultrassonica.

4.14. Quantificacdo dos ésteres etilicos

A gquantificacdo dos ésteres etilicos foi realizada por cromatogréfica gasosa
utilizando detector de ionizagdo de chama (GC-FID). 1 yL de cada amostra
centrifugada e diluida foi injetado em um Cromatografo HP 5890 serie Il e coluna
SPB-35 (SUPELCO), usando o software Totalchrom (Perkin Elmer). A programacao
térmica foi de 160 a 180°C, mantendo uma taxa de aquecimento de 4°C por minuto,
e de 180 a 235°C a 6°C/min. As temperaturas do injetor e do detector foram iguais a
250°C, utilizando-se o gas nitrogénio como gas de arraste (split 1:30, pressao
cabeca da coluna: 100 kPa).

A curva de calibracéo foi construida utilizando ésteres com pureza acima de
98 % (Sigma-Aldrich), como o linoleato de etila, linolenato de etila, oleato de etila,
palmitato de etila e estearato de etila. O calculou-se o rendimento das reacdes de
sinteses segundo proposto por Urioste et al. (2008).

Para o calculo do rendimento da sintese de biodiesel foi utilizada a Equacao

R (%) = Z—: x 100  (Equacéo 5)
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Onde Me é a massa tedrica esperada de ésteres produzidos e Mt € a massa
obtida dos ésteres, calculada de acordo com a curva de calibracdo feita com os
padrées analiticos.

Para o calculo do Me da Equacéao 5, foi necessario usar a Equacéao 6:

Mo x MMe .
Me = Erv— (Equacao 6)

E a Equacao 7:

Mo = Cax Mi  (Equacéo 7)

Onde Mo é a massa inicial dos acidos graxos presente no 6leo, MMa é a
massa molecular de cada acido graxo, MMe € a massa molecular de cada éster
correspondente, Ca é a concentracdo de cada acido graxo e Mi € a massa inicial de
oOleo.

Pelas Equacdes 6 e 7, os valores de Me e o Mo de cada acido graxo foram
calculados e somados para a obtencdo da massa tedrica esperada do 6leo, em
seguida aplicada na Equacado 5 para o calculo, em porcentagem, do rendimento da
sintese de biodiesel. A concentracdo de cada acido graxo presente no 6leo foi obtida
de acordo com a metodologia proposta por Langas (1993).

Utilizando-se essas equacdes também foi possivel calcular a massa de

ésteres produzida por grama de 6leo utilizada na rea¢édo (Equacéo 8):

g de éster/g de oleo = % (Equacio 8)

4.15. Anédlise de estabilidade oxidativa
Para determinacdo da estabilidade oxidativa do biodiesel foram realizadas

anélises no equipamento Rancimat® & temperatura de 110°C e taxa de insuflacdo de
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ar de 10 L/h. A oxidacgéao foi induzida pela passagem de ar pela amostra, mantida a
temperatura constante. Os produtos volateis da reacdo difundidos no ar, foram
coletados em agua destilada e determinados pela mudanca na condutividade
elétrica desta. Tais compostos foram expressos através de uma curva na qual o
periodo de inducéo pode ser calculado pela interseccao de duas linhas: a tangente
de inclinacéo e a outra tangente nivelada a curva (FERRARI; SOUZA, 2009).

A estabilidade oxidativa do biodiesel esta diretamente ligada ao grau de
insaturacao e a posicéo das duplas ligacbes presentes na cadeia carbonica, ou seja,
guanto maior o numero de insturacdes presentes na molécula, mais susceptivel ela
sera a degradacéao tanto térmica quanto oxidativa, formando produtos insollveis que
podem se depositar e entupir os sistema de injecdo de combustivel do motor. O grau
de insaturacdo de alquilésteres varia de acordo com a matéria prima utilizada na

produc&o do biodiesel (LOBO, et al., 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao de microrganismos produtores de lipase

5.1.1. Teste de atividade lipolitica (Zimograma)

Os acidos graxos sao liberados pela hidrélise dos triacilglicerois presente no
Oleo utilizado como fonte de carbono no meio de cultura. A Rodamina B ao se
complexar com os acidos graxos produz uma coloracdo laranja fluorescente
observada sob luz UV (MESSIAS et al, 2009). Este procedimento foi realizado para
pré-selecionar linhagens fungicas com atividade lipolitica.

Foram testadas 51 linhagens fungicas, das quais 34 ja possuiam seu género
identificado. Apesar de na literatura consultada todos os fungos com géneros
identificados serem relatados como produtores de lipases, os zimogramas indicaram
resultado divergente, sendo que os géneros Cunninghamela, Fusarium, Mucor,
Paecilomyces, Absidia, Thermomyces e Aspergillus apresentaram isolados nos
quais nao foi possivel a identificacdo de producado de lipase pelo método utilizado. E
conhecido que tanto a producao quanto o nivel de expressado enzimatica pode variar
dentro das mesmas espécies, e também a producéo varia em funcédo das condicbes
de fermentacdo, tais como o tipo de substrato, forma de fermentacéo, agitado ou
estatico, dentre outros.

A espécie Cunninghamella verticillata apresentou halo fluorescente no estudo
realizado por Gopinath et al. (2002) utilizando-se Rodamina B como substrato e a
espécie Mucor hiemalis também foi relatada como produtora de lipase apresentado
halo fluorescente no estudo realizado por Alves et al. (2002).

Das 51 linhagens fungicas testadas (32 mesofilicas e 19 termofilicas), foram
selecionados 3 fungos termofilicos e 18 fungos mesofilicos produtores de lipase,

totalizando 21 cepas pré-selecionadas (Tabela 4).
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Tabela 4: Deteccao de atividade lipolitica em placa de petri (zimograma).

Linhagens fliingicas

Detecc¢ao de

Linhagens fungicas

Deteccao de

termofilicas lipase mesofilicas lipase
Aspergillus sp T 3.3.1 _ Cunninghamela spl1 GO1 _
M 6.2 _ Cunninghamela sp1 P08 _
F5.9 - Cunninghamela sp1 F19 -
M8.1B _ Cunninghamela spl B18 _
M 6.10 _ Cunninghamela sp2 B16 _
Esterco 2 _ Cunninghamela elegans B06 _
T1.3 X Fusarium spl FO1 X
T33.2 - Fusarium sp1 B02 X
T11.1 - Fusarium sp1 B19 X
M 7.6 - Fusarium spl G24 X
M 6.4 - Fusarium sp2 B26 X
M6.12 _ Fusarium sp3 F25 _
M8.1A _ Fusarium sp4 G02 X
T6.2 X Fusarium sp5 F13 -
T5.1.1 _ Fusarium sp6 F10 _
Thermomyces sp T 4.2.1 - Trichoderma spl G03 X
M 4.10 _ Trichoderma spl G06 X
F 5.10 - Trichoderma spl G28 X
F21.2 X Trichoderma spl P20 X
Trichoderma sp2 G17 X
Trichoderma sp3 G22 X
Mucor hiemalis P03 -
Mucor hiemalis B22 -
Aspergillus nigri sect GO8 X
Aspergillus nigri sect B21 X
Aspergillus flavus sect B20 X
Aspergillus flavus sect G25 X
Aspergillus flavus sect P22 X
Paecilomyces sp P07 _
Absidia cylindrospora P18 _
Absidia cylindrospora F27 _
Fusarium sp P24 X

X: Presenca de halo laranja fluorescente
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Na Figura 8 é possivel observar os halos dos respectivos fungos mesofilicos
produtores de lipases correspondentes as espécies Fusarium spl, Fusarium sp2,
Fusarium sp4, Trichoderma spl, Trichoderma sp2, Trichoderma sp3, Aspergillus
nigri sect, Aspergillus flavus sect e Fusarium sp. Os halos produzidos pelas cepas
fungicas de Fusarium sp P24 e Trichoderma sp2 G17 apresentaram-se maiores que
os halos produzidos pelas demais cepas, sendo espécies de Acremonium

conhecidas por produzir varias enzimas hidroliticas (OKEKE; OKOLO, 1990).

O resultado do fungo Fusarium sp apresentar um dos maiores halos contraria
relatos divulgados por Otero et al (2005), que em seu estudo sobre a acéo hidrolitica
de lipases ndo comerciais obtiveram uma das menores atividades hidrolitica para
este género de fungo, tendo com um dos melhores produtores o fungo Fusarium
oxysporum. Nwuche e Ogbonna (2011) obtiveram em seus estudos o género
Trichoderma como um dos melhores produtores de lipase com atividade hidrolitica.
Venkatesagowda et al. (2012) também relataram a producdo de enzimas com
atividade lipolitica por fungo dos géneros Fusarium, Trichoderma e Aspergillus
isolados a partir de semente de plantas oleaginosas. Tais relatos corroboram a
constatacdo, em relacdo a producdo de enzima microbiana, que ha uma grande
variabilidade quanto a producdo dos diferentes microrganismos em estudo, e cada

caso € um caso diferente.

Os fungos termofilicos ndo apresentaram producéo de lipases significativa em
relacdo aos fungos mesofilicos. Foram selecionadas as linhagens fungicas
termofilicas F 2.1.2, T 6.2 e T 1.3 para posterior estudo de identificacdo, as quais

apresentaram pequenos halos fluorescentes (Figura 9).

As linhagens fungicas que nédo apresentaram o halo fluorescente foram
estocadas para posteriores estudos do grupo de pesquisa. Cumpre informar que
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algumas cepas ndo usadas neste projeto, ja foram testadas quanto sua atividade de
transesterificacdo e dentre elas, o microrganismo Mucor hiemalis apresentou lipase

com potencial para producao de biodiesel.
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Figura 8: Deteccdo de atividade lipolitica de enzimas de fungos mesofilicos em placa de Petri: A)
Cunninghamela spl G01, Cunninghamela spl P08, Cunninghamela spl F19, Cunninghamela spl B18; B)
Fusarium spl FO1, Fusarium spl B02, Fusarium spl B19, Fusarium spl G24; C) Fusarium sp2 B26,
Fusarium sp3 F25, Fusarium sp4 G02, Fusarium sp5 F13; D) Trichoderma spl G03, Trichoderma spl GO06,
Trichoderma spl G28, Trichoderma spl P20; E) Trichoderma sp2 G17, Trichoderma sp3 G22, Mucor
hiemalis P03, Mucor hiemalis B22; F) Aspergillus nigri sect G08, Aspergillus nigri sect B21, Aspergillus
flavus sect B20, Aspergillus flavus sect G25; G) Paecilomyces sp P07, Absidia cylindrospora P18, Absidia
cylindrospora F27, Fusarium sp P24; H) Cunninghamela elegans B06, Cunninghamela sp2 B16, Fusarium
sp6 F10, Aspergillus flavus sect P22.
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Figura 9: Deteccao de atividade lipolitica de enzimas de fungos termofilicos em placa de Petri: A) F2.1.2, T
6.2, T5.1.1, F510;B) T 1.3, T 3.3.2, Esterco 2, M 6.10; C) M 6.12, M 7.6, M6.4, T 1.1.1; D) M 8.1.B, F
5.9, M 6.2; E) Aspergillus sp T 3.3.1, M 8.1.A, M 4.10, Thermomyces sp T 4.2.1.

Uma linhagem flangica de cada espécie pré-selecionada dos fungos
mesofilicos e as trés linhagens termofilicas selecionadas foram submetidas a
fermentacdo em estado solido (FES) para posterior teste de suas enzimas com
substrato cromogénico para comprovacdo da atividade lipolitica e quantificacdo da

atividade hidrolitica.
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5.1.2. Atividade hidrolitica de lipase em substrato cromogénico

O método em substrato cromogénico baseia-se na reacao de hidrélise do p-
NPP (p-nitrofenil palmitato), produzindo o p-NP (p-nitrofenol) e o acido palmitico. O
produto desta reacdo, o p-NP, produz uma cor caracteristica amarelada, podendo
ser quantificado por luz visivel, sendo possivel calcular a atividade hidrolitica da

enzima.

As linhagens fungicas pré-selecionadas foram pré-inoculadas em meio solido
inclinado durante o tempo necessario para a esporulacdo de cada uma. Em seguida
foram inoculadas bagaco de cana durante 72 horas para extracdo de suas enzimas

e verificacao da atividade hidrolitica das mesmas.

Das 21 linhagens fungicas pré-selecionadas, apenas o0 extrato bruto
enzimatico de nove cepas mesofilicas (uma linhagem de cada espécie de fungos
mesofilicos escolhidas pelo tamanho do halo) e as 3 linhagens termofilicas foram
testados para comprovacao da atividade lipolitica e sua quantificacdo. Na Tabela 5
estdo relacionadas as linhagens fungicas testadas e as respectivas atividades

hidroliticas de suas enzimas.

Tabela 5: Relacdo de linhagens flngicas testadas em substrato cromogénico e atividades hidroliticas de

suas enzimas.

Linhagens fungicas Atividade Linhagens flingicas Atividade
termofilicas hidrolitica (U/g) mesofilicas hidrolitica (U/g)

F212 3,16 £ 0,03 Fusarium spl FO1 9,03 +0,39

T6.2 1,41 +0,01 Fusarium sp2 B26 5,80 +1,05

T1.3 2,49 £ 0,29 Fusarium sp4 G02 3,29+0,21

Trichoderma spl GO3 7,49 + 0,03

Trichoderma sp2 G17 6,62 + 0,32

Trichoderma sp3 G22 3,12 +0,20

Aspergillus nigri sect GO8 2,15+ 0,08

Aspergillus flavus sect B20 18,6 + 0,80

Fusarium sp P24 7,57 £0,24
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Conforme os resultados encontrados verificou-se que todas as linhagens
fungicas testadas apresentaram atividade hidrolitica confirmando o resultado em
placa do teste com corante Rodamina B. A baixa producao de lipases pelos fungos
termofilicos também foi confirmada neste teste, sendo a atividade hidrolitica entre

1,41 e 3,16 U/g.

A maior atividade hidrolitica observada para as linhagens fangicas termofilicas
(F 2.1.2) representou apenas 17 % do valor encontrado para a maior atividade

hidrolitica das linhagens fungicas mesofilicas (Aspergillus flavus sect B20).

O extrato enzimatico bruto que apresentou melhor atividade hidrolitica foi da
linhagem fangica Aspergillus flavus sect B20, contrariando o resultado obtido nos
zimogramas, que apontava como melhores produtores as cepas fungicas Fusarium
sp P24 e Trichoderma sp2 G17. Estas cepas apresentaram atividades de 42 e 36 %
respectivamente em relacdo a cepa de Aspergillus flavus sect B20. As cepas
fungicas de Fusarium spl FO1, Fusarium sp2 B26 e Trichoderma spl G03 também
mostraram atividade hidrolitica intermediarias em relacdo a melhor cepa (51, 32 e 41
%, respectivamente). As cepas Fusarium sp4 GO02, Trichoderma sp3 G22 e
Aspergillus nigri sect GO8 apresentaram baixa atividade em relacdo ao Aspergillus
flavus sect B20 (18, 17 e 12 %, respectivamente), essas linhagens fungicas
apresentaram atividades hidrolitica tdo baixas quanto as atividades dos fungos

termofilicos avaliados.

A variacdo do valor da atividade hidrolitica de cepas fungicas do mesmo
género novamente pode esta atribuida ao fato de serem cepas de espécies

diferentes como ocorre no caso do Aspergillus nigri sect e Aspergillus flavus sect.

Aspergillus flavus ja foi relacionado como produtor de lipase utilizando-se

fermentacdo submersa e apresentou atividade hidrolitica de 7 U/g de substrato
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guando cultivado por fermentacdo em estado solido (PAU; OMAR, 2004). Neste
trabalho a linhagem fungica Aspergillus flavus sect B20 cultivada por fermentacdo

em estado sdlido apresentou atividade hidrolitica de 18,6 U/g.

Esse teste mostrou que os zimogramas utilizando a Rodamina B como
corante foram eficientes para pré-selecdo de linhagens fungicas produtoras de
lipase, confirmando a atividade hidrolitica das cepas pré-selecionadas. Porém a
atividade hidrolitica das enzimas ndo pode ser comparada a atividade de sintese,
devido ao fato das propriedades fisico-quimicas dos solventes terem um grande
impacto sobre a estrutura da enzima, atividade enzimatica e especificidade do

substrato (GOUJARD et al, 2009).

5.1.3. Atividade de lipase de transesterificacao

As linhagens fungicas pré-selecionadas foram submetidas a uma nova
selecdo pra se verificar a atividade de transesterificacdo. Os extratos enzimaticos
brutos destas linhagens foram liofilizados e utilizados na forma de enzima livre na

sintese de ésteres.

Os produtos obtidos destas sinteses foram evaporados a pressao reduzida
para a retirada do n-hexano utilizado como solvente e analisados por GC-FID. Os
cromatogramas obtidos foram comparados aos cromatogramas do Oleo de soja e
dos padrbes ésteres palmitato, oleato, linoleato e linolenato de eltila para a

verificacdo da producao deste ésteres durante a sintese (Figura 10).
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Figura 10: Cromatogramas dos padrfes palmitato, linoleato, linolenato e oleato de etila (azul), da sintese

realizada com enzimas livres da linhagem flingica Fusarium sp P24 (preto) e do éleo de soja (vermelho).

Os é&cidos palmitico, oléico, linolénico, linoléico sdo 0os mais representativos
na composicdo do 6leo de soja, formando os ésteres palmitato, oleato, linoleato e
linolenato de etila na sintese do biodiesel etilico. Porém os ésteres oleato, linoleato e
linolenato de etila possuem em suas cadeias 18 carbonos, sendo diferenciados
apenas pelo numero de insaturacdes. Portanto o tempo de retencdo desses ésteres
sdo muito préximos na coluna cromatografica utilizada, dificultando a identificacdo

destes nas sinteses, que também possuem reagentes ndo consumidos na reacao.

Das linhagens fungicas testadas apenas a enzima produzida pelo fungo
Fusarium sp P24 apresentou atividade de transesterificacdo (Tabela 6), nas
condicOes utilizadas para analise. A atividade enzimatica em sintese organica pelo
fungo Achremonium murorum foi relatada pela primeira vez por Cardenas et al.
(2001), que também relatou as espécies Fusarium poae, Fusarium solani e
Fusarium oxysporum, como produtoras de lipase com atividade de esterificagdo em

meio organico.
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O uso da enzima livre nas reacgdes de transesterificacao pode ter dificultado a
sintese dos ésteres pelas lipases das outras linhagens testadas, uma vez que as
proteinas podem ser sensiveis ao solvente e mesmo ao etanol utilizado na reacao

como reagente.

Poucas lipases encontradas na natureza mostram-se capazes de uma
eficiente sintese de biodiesel e somente algumas delas sdo capazes de catalisar a
reacdo em sistemas com solvente organico. A maioria das enzimas utilizadas sao

preparacdes de enzimas comerciais (ANTCZAK et al., 2009).

Diante dos resultados obtidos no ensaio de transesterificacéo, a linhagem do

Fusarium sp P24 foi, portanto, escolhida para dar continuidade ao trabalho.

Tabela 6: Relagéo de linhagens flingicas testadas quanto a atividade de transesterificagdo.

Linhagens fangica Atividade de Linhagens fangicas Atividade de

termofilicas transesterificagao mesofilicas transesterificagao
F21.2 ND Fusarium spl FO1 ND
T6.2 ND Fusarium sp2 B26 ND
T1.3 ND Fusarium sp4 G02 ND
Trichoderma spl G03 ND
Trichoderma sp2 G17 ND
Trichoderma sp3 G22 ND
Aspergillus nigri sect GO8 ND
Aspergillus flavus sect B20 ND
Fusarium sp P24 DC

ND: ndo detectavel nas condi¢des. DC: detectado pelo cromatograma

5.2. Producdo enzimatica do fungo Fusarium sp P24 em diferentes fontes
de carbono
A cepa fungica Fusarium sp P24, selecionada com produtora de lipase com

atividade transesterificante, foi submetida novamente a fermentacdo em estado
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sélido (FES) utilizando-se substratos diferentes como fonte de carbono para verificar
o efeito do meio de cultivo sobre a producéo de lipase.

A cepa fangica foi cultivada durante 72 horas utilizando-se bagaco de cana de
acucar, farelo de soja, farelo de trigo e semente de mamona moida como fonte de
carbono. As fermentacbes foram realizadas em repeticdes para verificar a
repetitividade dos eventos. A atividade enzimatica hidrolitica foi avaliada de acordo
com a metodologia 4.9.1., por ser o método mais rapido de quantificacéo.

A Figura 11 mostra que as maiores atividades enzimaticas foram obtidas pela
lipase produzida em bagaco de cana de acucar e em farelo de soja atingindo a 9,3 e
6,9 U/g de substrato, respectivamente. O dado obtido de que o extrato enzimatico
produzido pela fermentacdo em bagaco de cana de acgucar ter apresentado o melhor
resultado foi inusitado. Era esperado que fontes de carbono com maior quantidade
de lipidios estimulassem a producéo de lipase.

Uma explicacdo pode estar associado ao fato da linhagem fungica ter
utilizado o bagaco de cana como um suporte mais eficiente para seu crescimento,
melhorando assim a producdo enzimatica. Por sua vez o extrato enzimatico
produzido pela fermentacdo em semente de mamona apresentou a menor atividade
enzimatica (0,5 U/g), mostrando que fontes de carbono com alto teor de lipidios nédo
teve muita influéncia sobre a atividade enzimética. Silva et al. (2011) apresentaram
otimos resultados em relacdo a atividade hidrolitica do fungo Penicillium
brevicompactum cultivado em farelo de mamona, comparado a atividade obtida no
cultivo em torta de babacu, a cepa fungica utilizada mostrou maior eficiéncial quando
cultivada em farelo de mamona, que apresentou maior teor de lipidios em sua

composicao.
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Kamini et al. (1998) etudaram o efeito de véarios substratos na fermentagéo
em estado soélido do fungo Aspergillus niger. Entre os substratos utilizados,
encontram-se farelo de trigo, semente de mamona e bagaco de cana. O extrato
bruto enzimatico obtido a partir do farelo de trigo fermentado durante 96 horas
apresentou melhor atividade hidrolitica (65,9 U/g) entre esses trés substratos,
enquanto o extrato bruto enzimatico produzido a partir de bagaco de cana obteve
apenas 3,7 U/g com 96 horas de fermentacéo. O extrato bruto enzimatico produzido
a partir de farelo de trigo, apesar de atingir uma atividade 52,6 U/g em 72 horas de
fermentacao, apresentou somente 25,6 U/g em 96 horas.

Falony et al (2006) relataram em seus estudos uma das maiores atividades
enziméticas encontradas na literatura para o fungo Aspergillus niger fermentado em
farelo de trigo. Nao houve relatos do fungo Acremonium, entretanto neste projeto o
extrato bruto enzimético do isolado Fusarium sp P24 produzido a partir do substrato

de farelo de trigo apresentou apenas 1,8 U/g de substrato.
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Figura 11: Atividade enzimatica hidrolitica em funcdo do substrato solido utilizado na fermentagdo em

estado sdlido (foram realizadas repetig8es (1 e 2) para verificar a reprodutibilidade dos eventos)
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Experimentos posteriores em que foi novamente utilizado os bagac¢o de cana
de acucar e farelo de soja apresentaram resultados de atividades enzimaticas muito
proximas. Portanto alguns dos experimentos de producdo enzimatica foram

realizados empregando o bagaco de cana e o farelo de soja.

5.3. Producédo enzimatica do fungo Fusarium sp P24 em funcéo do tempo

Para a verificacdo da atividade enzimatica em funcédo do tempo, a linhagem
fungica selecionada foi submetida a fermentacédo sélida em bagaco de cana e em
farelo de soja durante 216 horas, fazendo-se extracdo enzimatica a cada 24 horas.

A fermentacdo em sacos de polipropileno, foi realizada a partir da inoculacéo
de 1,8.10° esporos/g de bagaco de cana de aclicar e foram realizados dois
experimentos independentes para cada substrato, sendo os resultados expressos
como média das triplicatas das analises. A determinag&o da atividade hidrolitica dos
extratos brutos enzimaticos em funcao do tempo foram analisados conforme descrito
o item 4.9.1.

Conforme mostra a Figura 12, em 72 horas de fermentacdo em bagaco de
cana, a linhagem fangica atingiu 0 maximo de sua atividade enzimatica igual a 20,2

u/g.

N&o foi possivel produzir a curva de crescimento microbiano do Fusarium sp
P24 devido a dificuldade de obter a biomassa produzida por fermentacédo solida,
porém de acordo com observacéo visual do aumento de micelio e esporulacédo ao
longo dos experimentos, € posivel supor que a producdo enzimatica comecou
durante a fase de crescimento exponencial e se estendeu até a fase estacionaria (72
horas) podendo entéo, inferir que a producéo enzimatica estava associada a fase log

de crescimento. Neste fase, as células microbianas geralmente encontram-se mais
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viaveis, sendo utilizadas para estudos enziméticos (MADIGAN et al, 2004). Apds as
72 horas, a producao enzimatica comeca a cair, e apos 120 horas de fermentacao a
atividade estabilizou em niveis préximos a 5 U/g. Portanto, para os préximos
procedimentos a fermentacdo em bagaco de cana de acucar do fungo Fusarium sp
sera realizada somente durante 72 horas. Kamini et al. (1998) estudando a curva de
crescimento do fungo Aspergillus Niger também apresentou maior atividade

hidrolitica apds 72 horas de fermentacdo em torta de gengibre.
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Figura 12: Atividade enzimética hidrolitica em fun¢é@o do tempo de fermentacdo em bagaco de cana de
acucar e em farelo de soja, pela linhagem fungica Fusarium sp P24 (1 e 2 representam repeticbes dos
experimentos).

A fermentacdo da linhagem P24 em farelo de soja apresentou um perfil um
pouco diferente do obtido em bagaco de cana. E possivel observar que a producéo
de lipase em farelo de soja segue um padrao diferente do apresentado durante a
fermentacdo com bagaco de cana, e 0 pico de producdo enzimatica ocorre em 96
horas de cultivo, atingindo atividade de 9 U/g. Apds esse pico a atividade cai e se

mantém em torno de 7 U/g até 216 horas.
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Dantas e Aquino (2010) mostraram diferentes perfis de producdo enzimética
do fungo Aspergillus niger fermentado em torta de mamona, torta de babacu,
sementes de abobora, casca de abacate e borra de café e constataram que o tempo
de fermentacdo variava significativamente com o tipo de substrato utilizado. Coradi
et al. (2009) também mostraram esta variacdo no tempo de fermentacdo para os
microrganismos dos géneros Trichoderma sp e Fusarium sp fermentados em torta
de mamona, torta de cana-de-acUcar, tortas de mamona e mandioca (proporcao
1:2), torta de mamona e palha de milho (proporcédo 1:2) e tortas de mamona e cana-

de-acucar (proporcéo 1:2).

5.4. Concentracdo e Precipitacdo de Proteinas produzidas pelo fungo
Fusarium sp P24

Apds a determinacdo do tempo de cultivo o fungo Fusarium sp P24, foi
cultivado durante 72 horas em bagaco de cana e 96 horas em farelo de soja para a
producdo de 1 L de extrato enzimatico bruto em cada fermentacdo. Os extratos
enzimaticos brutos foram concentrados 10 vezes por ultrafiltracdo utilizando-se o
sistema QuixStandtm Benchtop e as atividades enzimaticas foram determinadas de
acordo com o item 4.9.1.

A Figura 13 mostra a atividade hidrolitica dos estratos enzimaticos brutos
apos a concentracao (58,9 U/g, bagaco de cana e 19,4 U/g, farelo de soja) e dos
descartes das filtracOes (para a verificacdo da eficiéncia do método). Como pode ser
observado, os descartes das filtracbes apresentaram atividade enzimatica

desprezivel, confirmando a eficiéncia do método.
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Figura 13: Atividade hidrolitica das enzimas produzidas pelo fungo Fusarium sp P24 do extrato bruto, do

extrato concentracao e do residuo da ultrafiltracéo.

A concentracao do extrato enzimatico bruto produzido a partir do fermentado
de bagaco de cana de aclUcar aumentou a atividade hidrolitica em 11,3 vezes,
passando de 5,2 para 58,9 U/g. JA a concentracdo do extrato bruto produzido a
partir do fermentado de farelo de soja teve um pequeno aumento de 4,5 vezes,
passando de 4,3 para 19,4 U/g, esta atividade representa apenas 33 % da atividade
obtida pelo extrato concentrado produzido pelo bagaco de cana.

A precipitacdo de proteinas foi realizada apenas para o extrato enzimatico
produzido por fermentacdo em bagaco de cana de aclUcar, uma vez que este
apresentou uma atividade muito maior do que o extrato produzido pela fermentacéo
em farelo de soja.

O extrato enzimatico bruto fermentado em cana de acucar foi precipitado em
alcool para concentrar as enzimas. A concentracéo foi acompanhada determinando-
se atividade especifica hidrolitica (U/ug proteina) e proteina total. Ha varios métodos
de precipitacdo de enzima, como a utilizacdo de sais, mudancas de temperatura e

pH, e utilizacdo de solventes organicos. O ultimo método foi escolhido para as
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precipitacdes realizadas neste projeto, levando-se em consideracdo a presenca de
Oleo no extrato bruto enzimatico, o qual seria eliminado neste procedimento.

Na Tabela 7 € possivel observar que a melhor concentracdo de alcool para
precipitar a enzima foi de 50 %, com fator de purificacdo de 2,15 e atividade
especifica de 343 U/ug. Porém o fator de purificacdo apresentou-se muito baixo em
relacdo aos fatores observado por Ferrarezi (2010) e Ohe (2011), que obtiveram
fatores de purificacdo de 13,37 para as enzimas produzidas pelo microrganismo
Thermomucor indicae-seudaticae e 71,0 por Thermomyces lanuginosus TO-05
respectivamente.

O melhor rendimento foi obtido utilizando-se etanol 80 %, porém nao houve
diferenca significativa em relacdo as precipitacdes realizadas com etanol 50 %,

sendo a atividade especifica maior nesta concentracao.

Tabela 7: Precipitagdo do extrato bruto enzimatico produzido por Fusarium sp. P24 em 72 horas de
fermentacdo em estado sélido.

Atividade Atividade

Concentragdo Proteina Fator de
hidrolitica total especifica L Rendimento
de etanol (%)  total (ng) purificagao
() (Ulug)

0 (Extrato bruto) 0,033 5,20 159 1,00 100

50 0,004 1,22 343 2,15 23,2

67 0,004 1,10 281 1,76 20,9

75 0,005 1,25 266 0,78 23,7

80 0,007 1,33 186 1,17 25,3

5.5. Temperatura Otima de atividade hidrolitica enziméatica do fungo
Fusarium sp P24

ApoOs a concentracdo do extrato bruto produzido a partir do fermentado em
cana de acucar, foi realizado um estudo da temperatura 6tima de atuacao da lipase

produzida pela cepa Fusarium sp P24.
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Como pode ser visto na Figura 14, a atividade enzimatica hidrolitica da lipase
foi analisada de 20 a 60°C, atingindo seu maximo em 35°C (100 %), o que era
esperado para um microrganismo mesofilico. Porém estas estenderam suas
atividades até 50°C (80 %), caracterizando acdo em ampla faixa de temperatura,
tornado possivel seu uso em temperaturas moderadas. Apos 50°C a atividade
hidrolitica caiu drasticamente chegando a 13 U/g, mostrando que estas enzimas sao
sensiveis a temperaturas mais altas.

A lipase produzida por Aspergillus niger (KAMINI, et al., 1998) também
apresentou temperatura Otima de atuacdo em 35°C, porém ela ndo manteve uma
atividade enzimatica razoavel a temperaturas mais altas, caindo drasticamente em
45°C, enquanto no estudo realizado pro Falony (2006) esta mesma espécie de fungo
apresentou atividades otimas na faixa de temperatura de 40 a 70°C. Ja a lipase
termoestavel produzida pelo fungo Penicillium simplicissimum obteve sua maior
atividade a 50°C, mantendo uma boa faixa de atuacédo de 45 a 55°C (GUTARRA, et

al., 2009).
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Figura 14: Efeito da temperatura na atividade hidrolitica da lipase produzida pelo fungo Acremoniuml sp
P24.
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5.6. Atividade de Esterificacdo de lipase produzida pelo fungo Fusarium

sp P24

Para medir a atividade de esterificacdo da lipase produzida por Fusarium sp
P24 cultivado em bagaco de cana de acucar, o extrato enzimatico foi liofilizado e

utilizado na forma de enzima livre na reacéo entre o acido oléico e o etanol anidro.

A lipase apresentou atividade enzimatica esterificante de 79,8 = 16,8 U/qg,
porém a determinacédo da atividade de esterificacdo apresentou um grande desvio
padrdo, indicando alta variabilidade dos experimentos. Uma das provaveis
explicacbes se relaciona ao acumulo de acido graxo na ponte salina do eletrodo,
dificultando a mobilidade i6nica do sistema. Entretanto, através desse método foi
possivel comprovar a presenca de lipase com atividade de esterificacdo, ja que o
fato da cepa fungica produzir enzimas com atividade hidrolitica, néo
necessariamente indica que ela produzird enzimas com atividade de esterificacao e

de transesterificacao.

Silva et al. (2011), utilizando a mesma metodologia usada neste projeto,
obtiveram em torno de 244 U/g de atividade de esterificacdo para a lipase produzida

pelo fungo Penicillium brevicompactum.

Carvalho et al. (2005) estudando a atividade hidrolitica e de esterificacdo dos
fungos Aspergillus niger, Geotrichum candidum e Penicillium solitum, mostraram que
todas as cepas apesar de apresentarem uma Otima atividade de hidrélise, nao
apresentaram altas taxas de conversdo em éster durante a reacao de esterificacao,
obtendo no maximo 20 % de conversdo. Porém Ferraz et al. (2006) utilizando
preparacdes comerciais de Pseudomonas sp, Mucor javanicus, Pancreatica do porco
e Candida rugosa alcancaram conversdes de 77 % de acido laurico em laurato de

propila usando as enzimas de Pseudomonas sp.
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5.7. Imobilizagcao da lipase do fungo Fusarium sp P24

A enzima concentrada foi imobilizada em alginato e em quitosana conforme
procedimento descrito nos itens 4.11.1 e 4.11.2. A imobilizacdo em quitosana
apresentou um rendimento de 96,6 %, imobilizando quase toda a enzima presente
no extrato enzimatico, jA a imobilizacdo em alginato ndo foi tdo eficiente,
apresentando um rendimento de 70,7 %. A Figura 15 mostra a atividade hidrolitica
do extrato enzimatico concentrado antes da imobilizacdo (58,9 U/g) e apds a

imobilizacdo em quitosana (2,0 U/g) e em alginato (17,3 U/Q).
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Figura 15: Atividade hidrolitica das enzimas produzidas pelo fungo Fusarium sp P24 presente no extrato

bruto antes da imobilizacdo e depois da imobilizacdo em quitosana e em alginato.

Entretanto estas enzimas apOs imobilizacdo néo apresentaram atividade
hidrolitica no meio reacional descrito em 4.9.1. Ao invés de se observar a coloragao
amarela caracteristica da formacdo de p-nitrofenol em solugédo, notou-se que a
mistura ficou esbranquicada, impossibilitando a quantificacdo da atividade hidrolitica

pelo método espectrofotométrico. Tal resultado pode indicar que os suportes ou nao
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foram suficientemente estaveis ou interferiram diretamente com o resultado da

analise enzimética empregado.

Da mesma forma também néo foi possivel avaliar a atividade enzimatica de
transesterificacdo nas condicdes utilizadas no GC-FID, impossibilitando o uso
desses suportes na continuidade do projeto. As reacdes de transesterificacdo foram

realizadas e quantificadas de acordo com os itens 4.9.3. e 4.14.

Uma das possiveis explicacdes para a baixa atividade da enzima produzida
pela cepa fungica P24 imobilizada em quitosana sdo os impedimentos estéricos
causados pela interacéo entre o glutaraldeido e a proteina, evitando o deslocamento
da tampa existente na conformacéo da lipase e consequentemente reduzindo sua

acao catalitica (ROMDHANE, 2011).

Utilizando-se o alginato de sodio, a imobilizagcdo da proteina é realizada por
encapsulamento, o que pode ter dificultado a interacdo de moléculas grandes, como

triglicerideos, com o sitio ativo da enzima.

Também foi realizada a imobilizacdo das hifas da cepa flungica Fusarium sp
P24, utilizando-se como suporte 0s substratos solidos das fermentacfes. Foram
utilizados como suporte o bagaco de cana de acucar, o farelo de soja e o farelo de

trigo.

Ao contrario da lipase imobilizada em suporte polimérico, o uso da hifa
imobilizada na reacao teve producéo de biodiesel significativa, isso pode ter ocorrido
porque a utilizacdo da hifa possibilitou o0 uso de todas as lipases presentes na
membrana do microrganismo, diferente do que ocorre quando se extrai as enzimas

extracelulares.
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Ban et al. (2001) obtiveram rendimentos de até 90 % de metandlise com 6leo
de oliva utilizando cepas de Rhizopus oryzae imobilizadas em poliuretana,
mostrando que esse tipo de imobilizacdo € muito promissor. Tamalampudi et al.
(2008) também estudaram a atividade de esterificacdo de cepas de Rhizopus oryzae
imobilizadas em poliuretana e mostraram que a conversdo do 6leo de jatrofa em
ésteres foi maior utilizando-se a cepas imobilizadas do que a conversao em ésteres

utilizando-se a enzima 435 da Novozym.

O uso da hifa imobilizada tem varias vantagens em relacdo a outros métodos,
em termos de aplicacéo industrial, uma vez que ndo é necessario o uso de aditivos
guimicos, nédo ha necessidade de pré-producéo de células e ha uma taxa grande de

transferéncia de massa de substrato (XIAO et al., 2009).

Na Figura 16 sao apresentados os cromatogramas obtidos a partir das
sinteses realizadas com as hifas imobilizadas em farelo de soja, farelo de trigo e
bagaco de cana, comparados ao cromatograma produzido pelos padrées palmitato,
oleato, linoleato e linolenato de etila. A melhor producédo de ésteres foi obtida na
sintese realizada utilizando-se o substrato sélido da fermentacédo em farelo de trigo,
seguido pelo substrato sélido da fermentacdo em bagaco de cana de acucar. Ja na
sintese utilizando-se farelo de soja ndo houve bom rendimento, sendo que o pico

produzido pelo linolenato de etila ndo pode ser visto no cromatograma.

Ao contrario dos resultados obtidos nos testes de atividade hidrolitica, a
fermentacdo realizada em farelo de trigo apresentou melhor atividade de

transesterificacao.
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Figura 16: Cromatogramas dos padrdes palmitato, linoleato, linolenato e oleato de etila (vermelho) e das
sinteses realizadas com a hifa imobilizada em farelo de trigo (preto), farelo de soja (azul) e bagago de cana

de acucar (verde).

Por meio destes cromatogramas foi possivel calcular o rendimento das
sinteses e a conversdo do 6leo em ésteres utilizando-se as hifas imobilizadas em
farelo de trigo e bagaco de cana de acucar (Figura 17). A sintese utilizando-se as
hifas imobilizadas em farelo de trigo apresentaram um rendimento de 10,8 % e uma
taxa de conversédo de 0,12 g de éster/g de Oleo utilizado na reacdo. Ja a sintese
utilizando-se hifas imobilizadas em bagaco de cana de acUcar resultou em um
rendimento de 6 % e uma taxa de conversao de 0,07 g de éster/g de 6leo utilizado
na sintese.

Embora o resultado ndo seja de um rendimento muito expressivo comparado
ao biodiesel produzido por catalise quimica ou mesmo pela catalise enzimatica
utilizando-se enzimas comerciais, estes resultados sdo promissores, uma vez que €
raro encontrar cepas selvagens que produzam lipases capazes de realizar a reacéo

de transesterificagdo com eficiéncia.
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Figura 17: Rendimento das sinteses de biodiesel realizadas utilizando-se enzimas das hifas imobilizadas
em farelo de soja, farelo de trigo e bagaco de cana de aglcar.

Como as hifas imobilizadas em farelo de trigo apresentaram melhor
rendimento nas reagbes de sintese, este foi 0 método escolhido de imobilizagdo

para dar continuidade ao projeto e realizar o planejamento fatorial para a melhoria

das condi¢des de reagéo.

5.8. Sintese de biodiesel

5.8.1. Delineamento composto central rotacional (DCCR)

O delineamento experimental fatorial, DCCR 2* composto de 8 ensaios axiais
e 7 repeticbes no ponto central, totalizando 31 ensaios, foi realizado com o intuito de
maximizar os parametros temperatura, razdo molar o6leo:alcool, quantidade de
enzima em relagdo ao meio reacional e quantidade de solvente na sintese de
ésteres etilicos utilizando como catalisador a enzimas produzidas pela cepa fungica
imobilizada em trigo do fungo Fusarium sp P24. A Tabela 8 mostra os resultados

obtidos com o planejamento experimental para a sintese de biodiesel etilico.
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Tabela 8: Matriz do planejamento experimental completo (valores reais e codificados) com os rendimentos

das reacdes de transesterificagdo com a enzima das hifas imobilizadas Fusarium sp P24.

] Temperatura  Razao Molar ] Solvente Rendimento
Ensaio o Enzima (%) i
(°C) (6leo:alcool) (6leo:hexano) (%)
1 31,25 (-1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 10,95
2 43,75 (1) 1:4,5(-1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 7,84
3 31,25 (-1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 7,53
4 43,75 (1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 7,74
5 31,25 (-1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 11,32
6 43,75 (1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 10,59
7 31,25 (-1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 14,48
8 43,75 (1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 13,74
9 31,25 (-1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:1,5() 7,58
10 43,75 (1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:1,5 (1) 7,26
11 31,25 (-1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:1,5() 7,15
12 43,75 (1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:1,5 (1) 6,75
13 31,25 (-1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 11,62
14 43,75 (1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 10,91
15 31,25 (-1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 15,95
16 43,75 (1) 1:7,5(@1) 7,75 (1) 1:1,5() 7,36
17 25,00 (-2) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:1 (0) 5,47
18 50,00 (2) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:1 (0) 11,35
19 37,50 (0) 1:3(-2) 5,50 (0) 1:1 (0) 10,02
20 37,50 (0) 1:9(2) 5,50 (0) 1:1 (0) 9,42
21 37,50 (0) 1:6 (0) 1(-2) 1:1 (0) 5,90
22 37,50 (0) 1:6 (0) 10 (2) 1:1 (0) 8,69
23 37,50 (0) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:0 (-2) 6,71
24 37,50 (0) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:2 (2) 6,46
25 37,50 (0) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:1 (0) 6,39
26 37,50 (0) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:1 (0) 7,87
27 37,50 (0) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:1 (0) 7,80
28 37,50 (0) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:1 (0) 6,15
29 37,50 (0) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:1 (0) 9,40
30 37,50 (0) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:1 (0) 6,99
31 37,50 (0) 1:6 (0) 5,50 (0) 1:1 (0) 6,04

Com os resultados do planejamento fatorial foi possivel determinar o

coeficiente de regresséo e construir a curva de nivel e a superficie de resposta para
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o rendimento das reagfBes de sintese de biodiesel etilico, verificando-se qual a
melhor faixa de trabalho pra a producao dos ésteres.

A Tabela 9 mostra que o Unico fator estudado que apresentou variacao
estatisticamente significativa no planejamento fatorial foi a concentracdo enziméatica
utilizada nas reacdes, obtendo-se um valor de P igual a 0,006, combinada com um
pequeno efeito quadratico da razdo molar, onde P obteve um valor de 0,059. Para
gue um fator tenha variacédo estatistica significativa, é preciso que ele apresente um

valor de P menor que 0,05.

Tabela 9: Coeficientes de regressao estimados para o rendimento.

Coeficientes

Termos de regresséo Des?/i-o do T P
do modelo coeficiente

Constante 7,15286 0,9534 7,502 0,000
Temperatura -0,11625 0,5149 -0,226 0,824
Raz&o molar 0,05958 0,5149 0,116 0,909
Concentragdo enzimatica 1,64792 0,5149 3,200 0,006
Solvente -0,42875 0,5149 -0,833 0,417
Temperatura*Temperatura 0,62293 0,4717 1,321 0,205
Raz&o molar*Razéo molar 0,95918 0,4717 2,033 0,059
Concentracdo enziméatica*Concentra¢ao

o 0,34043 0,4717 0,722 0,481
enzimatica
Solvente*Solvente 0,15918 0,4717 0,337 0,740
Temperatura*Razao molar -0,29312 0,6306 -0,465 0,648
Temperatura*Concentracao enzimatica -0,45437 0,6306 -0,721 0,482
Temperatura*Solvente -0,35812 0,6306 -0,568 0,578
Razédo molar*Concentracdo enzimatica 0,73312 0,6306 1,163 0,262
Raz&o molar*Solvente -0,18813 0,6306 -0,298 0,769
Concentracdo enzimatica*Solvente 0,06313 0,6306 0,100 0,922

Este modelo apresentou um coeficiente de regressao linear de 54,34 %,
mostrando grande dispersdo dos pontos, e Lack-of-Fit de 0,019, sendo que este
deve ser maior que 0,05 para que o modelo seja aceito. Portanto foi realizada uma
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nova andlise dos dados para ajustar o modelo aos pontos, utilizando-se apenas as
variaveis significativas estatisticamente. A Tabela 10 mostra os valores dos

coeficientes de regressdo para o novo modelo.

Tabela 10: Coeficientes de regresséo estimados para o rendimento para 0 novo modelo.

Coeficientes de

Desvio do
Termos regressao do T P

coeficiente

modelo

Constante 8,09816 0,5147 15,733 0,000
Razao molar 0,05958 0,4580 0,130 0,897
Concentracdo enzimatica 1,64792 0,4580 3,598 0,001
Razao molar*fRazao molar 0,86071 0,4136 2,081 0,047

A nova analise de dados apresentou valor de P de 0,001 e de 0,047 para a
concentracdo enzimatica e para o efeito quadréatico da razdo molar respectivamente,
mostrando que estes fatores realmente apresentam variacao estatistica significativa,
porém o coeficiente de regressao linear apresentou um valor de 39,04 %, mostrando
maior dispersdo dos dados, entretanto o valor de Lack-of-Fit foi igual a 0,059,
indicando este modelo como o mais adequado para ser utilizado.

A curva de nivel e a superficie de resposta (Figura 18) mostram uma faixa de
trabalho com maiores rendimentos utilizando-se concentracfes enzimaticas entre
6,5 e 10 % de hifas imobilizadas em relacdo a massa total da reacdo. O fato de a
guantidade de solvente, a temperatura e a razdo molar néo terem influenciado muito
no rendimento das reacdes nao era esperado, uma vez que esses Sa0 0s principais
fatores que interferem na producédo do biodiesel (XIAO, et al., 2009; ANTCZAK, et
al., 2009). Porém, como foi mostrado no item 5.2.4, a lipase produzida pelo fungo
Fusarium sp P24 mantém a atividade enzimatica alta em uma faixa ampla de

temperatura (30 a 50°C), explicando o fato da temperatura nédo ter influenciado
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significativamente o rendimento das reacfes. A faixa de variacdo de solvente
utilizada no planejamento fatorial foi pequena e talvez devido a isso a quantidade de
solvente utilizado na reacdo nao tenha apresentado variacdo significativa nos

resultados obtidos.

a) Contour Plot of i vs il i raziao molar b) Surface Plot of R i Vs a imati razao molar
10

concentragdo enzimatica

©
8
7
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5
4
3
2
i

razéo molar

razao molar

Figura 18: a) Curvas de contorno e b) superficie de resposta para o rendimento das sintese de biodiesel
etilico utilizando as enzimas das hifas imobilizadas do fungo Fusarium sp P24 em fungéo da concentracao

enzimatica e razao molar 6leo/alcool.

Através do planejamento fatorial foi possivel obter o ponto 6timo de trabalho
(Figura 19), no qual as transesterificacbes seriam realizadas utilizando-se razao
molar 1:9 6leo/alcool e concentracdo enzimatica de 10 % de fermentado sélido com
hifas imobilizadas, porém estes valores talvez ndo fossem viaveis, uma vez que é

necessario altas proporcdes de enzimas e de alcool.
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Figura 19: Ponto 6timo obtido através do planejamento fatorial de realizagéo de transesterificagédo

A sintese que apresentou melhor rendimento (15,95 %) foi processada com
7,75 % de substrato solido com hifas imobilizadas, a 31,25°C, com razdo molar 1:7,5
Oleo/alcool e razéo v/v 1:1,5 6leo/solvente, obtendo-se uma conversao de 0,17 g de
éster / g de Oleo. Portanto essas foram as condi¢cdes escolhidas para a continuidade

do projeto.

5.8.2. Cinética de producéo de biodiesel

Apos a determinacdo das melhores condi¢cBes para a sintese dos ésteres
etilicos, a cepa fungica P24 foi fermentada novamente em farelo de trigo e utilizada
para a determinacéo da cinética de producédo do biodiesel.

A Figura 20 mostra a evolucdo da sintese de biodiesel durante 240 horas, e
foi possivel observar que nas primeiras horas de reacdo ndo ha uma producao
significativa dos ésteres de etila, sendo que com 24 horas de reacdo foi obtido
apenas 0,6 % de rendimento na transesterificacdo. Entretanto entre 24 e 96 horas,
ocorreu aumento significativo na quantidade de ésteres produzidos atingindo um

rendimento de 7,8 % em 96 horas, tendo novamente um pico de producédo de
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ésteres em 168 horas, possivelmente causado pela degradacdo de hifas e liberacéo
de enzimas intracelulares, seguido de diminuicdo na taxa de reacao para em torno

de 7 % até o final do experimento.
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Figura 20: Cinética de producao de biodiesel pela hifas do fungo Fusarium sp P24 imobilizadas em farelo

de trigo.

5.8.3. Efeito da quantidade de agua na producao do biodiesel

Também foi realizado o estudo do efeito da quantidade de agua presente na
reacdo (método de atividade de transesterificacdo, item 4.9.3) uma vez que a
transesterificacdo utilizando-se lipase dever ser realizada em meio aquo-restrito,
lembrando-se que uma pequena quantidade de agua deve estar presente para que a
enzima possa atuar. Determinar o teor 6timo de &gua na transesterificacdo €
necessario, pois geralmente todos os 6leos contém residuos de agua. No teor 6timo
de agua, a hidrélise das ligacdes éster € mantida a um nivel minimo e isto assegura
0 maior grau de transesterificacdo. Varios estudos mostraram que a adi¢cdo de uma

pequena aliquota de agua a mistura reacional aumentou a taxa de sintese de

ésteres de acidos graxos (ANTCZAK, et al., 2009).
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Foram realizadas transesterificagfes utilizando-se 0, 1, 5 e 10 % de agua em
relacdo a massa do meio reacional. A Figura 21 mostra a queda do rendimento da
reacdo em relacdo quantidade de agua, utilizando-se como referéncia uma reacao
de transesterificacao realizada somente com a umidade presente no 6leo (0,07 %) e
no etanol (0,01 %), considerado-se esta reacdo como contendo 0 % de agua. A
reacdo com 0 % de agua apresentou rendimento de 5,7 % de producéo de biodiesel,
entretanto quando adicionado 1 % de agua a reacéo, esse rendimento caiu apenas
0,1 %, ndo representado uma queda significativa, e sendo este o nivel de agua
aceitavel na reacdo. Este resultado é de extrema importancia para o uso de etanol
na reacédo, devido a sua higroscopicidade. A presenca de 5 e 10 % de agua no meio
reacional fez com que a reacgéo caisse abruptamente para o rendimento em torno de

0,5 % de conversdo em biodiesel.
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Figura 21: Rendimento da transesterificagdo em funcdo da quantidade de &agua presente no meio

reacional utilizando-se enzimas das hifas imobilizadas em farelo de trigo do fungo Fusarium sp P24,

Estes resultados contrariam os estudos realizados por Foresti et al. (2007),

onde a adicdo de até 20 % de agua ao meio aumentou a producdo de ésteres
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etilicos nas primeiras horas de esterificacdo do acido oléico utilizando-se as enzimas
comerciais Candida rugosa (AY lipase), Pseudomonas fluorescens (AK lipase) e
Candida antarctica (Novozyme 435). Os resultados obtidos por Oliveira et al. (2004)
mostraram que a adicdo de até 10 % de agua ao meio reacional contendo 6leo de
mamona também manteve um rendimento de 100 % na reacédo de sintese utilizando-

se as enzimas comerciais Lipozyme IM (Mucor miehei).

5.8.4. Efeito da irradiacéo de ultrassom na producéo do biodiesel

A avaliacao da influéncia da irradiacdo de ultrassom foi realizada utilizando-se
a sonda de ultrassom durante 10 segundos a cada 15 minutos com uma poténcia de
10 %. Foi utilizado 10 % de irradiacdo de ultrassom devido a resultados observados
no grupo de pesquisa, que mostrou que o aumento da irradiacdo poderia degradar o

suporte utilizado para imobilizacdo das hifas (OHE, 2011).

A Figura 22 apresenta o rendimento atingido na reacao de transesterificacdo
com a utilizacdo da sonda ultrassonica (9,4 %), comparado ao rendimento da reagao
sem a utilizacdo da sonda (5,7 %). Esse aumento de 64 % no rendimento da sintese
de ésteres quando foi utilizado a sonda ultrassdnica, pode ser explicado pela
formacdo de uma mistura mais uniforme em micronivel, diferente do que
provavelmente ocorre quando se utiliza somente a agitacdo mecéanica ou magnética
(BRADLEY et al., 2003). Além disso, o0 aumento da movimentacdo das moléculas
pode facilitar o acesso do substrato ao sitio ativo das enzimas (SHAH, GUPTA,
2008), o que poderia contribuir para aumentar o rendimento da reacdo de
transesterificacdo. O uso do ultrassom também pode acelerar a reacdo de

transesterificacdo (DABDOUB, et al., 2009).
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Vishwanath et al. (2009) mostraram que a utilizacdo do ultrassom na catalise
guimica do 6leo de palma proporcionou um aumento no equilibrio das conversdes e
também melhorou as taxas de reacdo, porém o efeito ndo foi tdo significativo em

comparacao com outras esterificacoes.
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Figura 22: Rendimento da sintese de biodiesel utilizando-se enzimas das hifas imobilizadas em farelo de
trigo do fungo Fusarium sp P24 com emprego de ultrassom.

Yu et al. (2010) observaram 96 % de conversdo de ésteres metilicos em
apenas 4 h combinando 50 % de irradiacdo ultrassonica e agitagcdo mecanica de 50
rpm, sendo que utilizando-se somente o0 método de agitacdo mecéanica obtiveram

apenas 60 % de conversédo em 12 horas de reagao.
5.9. Anélise de estabilidade oxidativa

As analises de estabilidade oxidativa foram realizadas pelo Centro de

Monitoramento e Pesquisa da Qualidade de Combustiveis, Biocombustiveis,
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Petréleo e Derivados (Cempeqc) utilizando o equipamento Rancimat, modelo 873
Biodiesel, da marca Metrohm, de acordo com a norma EN 14112.

A estabilidade oxidativa do biodiesel € um parametro de qualidade exigido
pela Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) através da
Resolucdo n° 7 de 2008, que define estabilidade a oxidagdo a 110°C com um valor
minimo de periodo de inducdo de 6 horas. Os peroxidos sao o0s principais produtos
formados na primeira etapa da reacéo de oxidacdo do biodiesel. Com a continuidade
do processo sao formados compostos organicos volateis, como acidos organicos de
baixa massa molecular (LOBO, et al., 2009).

O biodiesel produzido pela transesterificacdo utilizando-se as enzimas das
hifas imobilizadas em trigo do fungo Fusarium sp P24 apresentou periodo de
inducéo de 4,62 + 0,03 horas, ndo atingindo o minimo exigido pela ANP. Também foi
realizada a estabilidade oxidativa do 6leo vegetal empregado na reacdo, este
apresentou estabilidade de 4,58 + 0,01 horas. As estabilidades oxidativas
apresentadas pelo biodiesel produzido neste projeto e pelo dleo vegetal utilizado nas
reacoes sdo muito similares. Possivelmente devido a baixa conversdo obtida na
transesterificacdo enzimatica, além do biodiesel ainda ter um elevado porcentual de
O0leo contaminante, que prejudica a qualidade final do biodiesel obtido. Este
resultado € importante e mostra que o protocolo para a sintese do biodiesel precisa

ser otimizado, a fim de alcancar resultados para viabilidade industrial.
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6. CONCLUSOES

Os zimogramas utilizando-se a Rodamina B como corante foram eficientes
para pré-selecdo de microrganismos com atividade lipolitica, as quais foram
comprovadas pelos testes com substrato cromogénico. Entretanto, ndo houve
correlacdo entre a atividade hidrolitica e a atividade de transesterificacdo. Apenas
uma linhagem fangica foi selecionada como produtora de lipase com atividade
transesterificante. O fungo Fusarium sp P24 foi portanto escolhido para dar

continuidade ao trabalho.

A fermentacdo da cepa fungica Fusarium sp P24 mostrou maior producdo de
lipase em bagaco de cana de acucar em 72 horas de cultivo. A concentracdo dos
extratos brutos através de ultrafiltracdo, mostrou ser muito eficiente atingindo uma

atividade de 58,9 U/g.

A lipase apresentou atividade hidrolitica 6tima em uma ampla faixa de
temperatura. Estas enzimas também apresentaram atividade de esterificacao

utilizando-se acido oléico como substrato da reacéo.

Dos métodos de imobilizacdo utilizado neste projeto, o Unico que se mostrou
eficiente na transesterificacdo de 6leo de soja, foi a imobilizacdo da hifa em bagaco
de cana de acucar e em farelo de trigo, sendo o ultimo escolhido para continuidade

do projeto, ja que apresentou maior conversao de ésteres.

A analise de variancia mostrou que o Unico fator que apresentou variacao
estatisticamente significativa nas sinteses de biodiesel nas condi¢cfes estudadas foi
a concentracdo enzimatica, apontando como ponto 6timo a concentracdo de 10 %

de enzima em relacdo ao volume reacional.
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A cinética realizada para a producéo de biodiesel mostrou que 96 horas € o

tempo adequado para sua producao nas condi¢cbes empregadas.

A presenca de mais que 1 % de agua na sintese enzimatica reduz a sintese
de biodiesel. O ultrassom também teve efeito positivo sobre a sintese dos ésteres
aumentando o rendimento da reacdo. A estabilidade oxidativa do biodiesel foi abaixo

do preconizado pela ANP.
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7. CRONOGRAMA DESENVOLVIDO DURANTE O PROJETO

SEMESTRES
CRONOGRAMA

1° 2°  3° | 4°
Integralizacdo dos créditos exigidos pela UNESP X X
Testes da atividade lipolitica em placas de Petri X X
Fermentacdo em estado sélido (FES) X X X | X
Atividade de lipase em sustrato cromogénico X X
Imobilizagéo das enzimas X
Esterificacdo e transesterificagcdo com as enzimas livres e X | X
imobilizadas
Avaliagdo quimica e fisico-quimica dos produtos formados por X
esterificacao e transesterificagdo.
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