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Resumo

PRODUCAO DE BIODIESEL ETILICO COM USO DE LIPASES
EXTRACELULARES DE FUNGOS TERMOFILICOS

Thiago Hideyuki Kobe Ohe

Outubro de 2011

Orientador: Roberto da Silva

Co-Orientador: Mauricio Boscolo

A producgdo de biodiesel por catalise enzimatica tem sido uma area de grande
investigacado, varios pesquisadores vem tentando otimizar diferentes parametros da
reacdo de transesterificacdo, o tipo e a concentracdo da enzima utilizada, a razao
molar alcool:6leo:agua, temperatura, pH, tipo de solvente e acidos graxos livres séo
alguns fatores importantes que influenciam esse tipo de reacao. O presente trabalho
tem como obijetivo principal a producédo de biodiesel por transesterificacdo de 6leos
vegetais com etanol anidro e hidratado utilizando cepas fungicas termofilicas e
lipase comercial em diferentes condi¢bes estequiométricas, tempo, teor de &gua,
temperatura, agitacdo, superficie de contato e irradiacado de ultrassom. As linhagens
fungicas Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces lanuginosus TO-05 foram
selecionadas através da deteccédo de atividade lipolitica em placas de Petri com agar
e Rodamina B. Os extratos enzimaticos foram obtidos por fermentacdo em estado
solido para determinacdo das atividades de hidrélise e esterificagdo. E as
imobilizagbes das hifas dos fungos Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces
lanuginosus TO-05 foram realizadas em bucha vegetal, bagaco de cana de agucar e
farelo de soja e as imobilizacdes de lipases em quitosana. Os microrganismos
Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces lanuginosus TO-05 apresentaram maiores
atividades de hidrolise com as hifas imobilizadas em bagaco de cana de acucar, 12
e 6 U/g, respectivamente. Nos ensaios para determinacdo da atividade de

Xiv



esterificacdo a hifa imobilizada em bagaco de cana de aclUcar do Thermomyces
lanuginosus TO-05 apresentou atividade de 107 U/g. A producao de biodiesel etilico
foi realizada utilizando-se a enzima comercial LTL e as hifas imobilizadas em farelo
de soja do fungo Thermomyces lanuginosus TO-05, que apresentaram maior
rendimento nos ensaios de transesterificagdo. Rendimentos acima de 10% foram
obtidos com as hifas imobilizadas em farelo de soja do fungo Thermomyces
lanuginosus TO-05 nas sinteses de biodiesel. A temperatura de 35 °C, razao molar
de 1:3 e 5% de enzima foram condi¢des 6timas obtidas para a catalise com a LTL.
Quando se testou o tipo de 6leo e alcool, os maiores valores de conversédo foram
observados com o 6leo de oliva e soja, e 0 etanol. Com a irradiacdo de ultrassom
(10%) foi possivel atingir uma da converséo de ésteres etilicos de 99%, mostrando
um efeito positivo sobre a producéo de biodiesel pela enzima LTL.

Palavras-chave: Biodiesel etilico. Ultrassom. Fermentacdo em estado sélido.
Thermomyces lanuginosus TO-05. Imobilizag&o de lipases.
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Abstract

ETHYL BIODIESEL PRODUCTION WITH THE USE OF LIPASES FROM
THERMOPHILIC FUNGI

Thiago Hideyuki Kobe Ohe

October 2011

Advisor: Roberto da Silva

Co-Advisor: Mauricio Boscolo

Biodiesel production by enzymatic catalysis have been widely area of research,
several researchers have been trying to optimize different parameters of the
transesterification reaction, source and concentration of enzyme, molar ratio of
alcohol:oil:water, temperature, pH, type of solvent and free fatty acids are some
important factor that influence this type of reaction. The main goal of the present
work is the production of biodiesel by transesterification of vegetable oils with ethanol
anhydrous and hydrated using thermophilic fungal strains and commercial lipase in
different stoichiometric conditions, time, water content, temperature, stirring, surface
contact and ultrasound irradiation. Strains of Myceliophthora sp F2.1.3 and
Thermomyces lanuginosus TO-05 were screened by detection of lipolytic activity in
Petri dishes with agar and Rhodamine B. Lipases were obtained by solid state
fermentation and their hydrolysis and esterification activities was determined. The
hyphae immobilization of Myceliophthora sp F2.1.3 and Thermomyces lanuginosus
TO-05 was performed in loofah vegetable, sugar cane bagasse and soybean bran
and lipase immobilization on chitosan. Microorganisms Myceliophthora sp F2.1.3 and
Thermomyces lanuginosus TO-05 showed higher hydrolysis activities with the
hyphae immobilized in sugarcane bagasse, 12 and 6 U/g, respectively. The hyphae
immobilized in sugar cane bagasse from Thermomyces lanuginosus TO-05 showed
sterification activity of 107 U/g. The production of ethylic biodiesel was performed
using commercial enzyme LTL and immobilized hyphae in soybean bran from
Thermomyces lanuginosus TO-05, wich showed higher transesterification yield.
Yields above 10% were obtained with immobilized hyphae in soybean bran from
Thermomyces lanuginosus TO-05 in biodiesel synthesis. Temperature of 35T, molar
ratio of 1:3 and 5% enzyme were the best conditions for catalysis with Thermomyces
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lanuginosus. When the type of oil and alcohol were tested, the highest conversion
values were observed with olive and soybean oil, and with ethanol. The ultrasonic
irradiation (10%) allowed 99% of ethylic esters conversion, showing a positive effect
on biodiesel production by the commercial lipase LTL.

Keywords: Ethylic biodiesel. Ultrasound. Solid state fermentation. Thermomyces
lanuginosus TO-05. Immobilization of lipases.
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1. Introducéo

Devido ao esgotamento das reservas mundiais de petroleo, do aumento das
preocupacdes ambientais e da grande demanda por fontes alternativas de
combustiveis, esforcos tem sido direcionado para a producédo de biodiesel, um
combustivel limpo e renovavel, que €& considerado como um dos principais
substitutos do diesel de origem fossil.

Quimicamente, o biodiesel é constituido de uma mistura de ésteres alquilicos
de &cidos graxos de cadeia longa. E biodegradavel e de baixa toxicidade e pode ser
obtido a partir de fontes biol6gicas como 6leos vegetais e gorduras animais.

O biodiesel é produzido por reacdo de esterificacdo de acidos graxos ou por

reacao de transesterificacdo de Oleos vegetais e/ou gorduras animais com alcoois de
cadeia curta na presenca de um catalisador. A sintese é classificada como producéao
quimica ou enzimatica de acordo com os catalisadores utilizados no processo.
Em muitos paises, o metanol é o alcool mais empregado para a producdo de
biodiesel, devido ao seu menor custo em comparacdo com outros alcoois, ser
comercializado com alto teor de pureza e ndo ser higroscopico. Entretanto, &
extremamente toxico e de origem petroquimica.

Considerando a dimensdo do territério brasileiro, a possibilidade da
diversidade no cultivo de oleaginosas e do forte setor alcooleiro, a producdo de
biodiesel etilico € potencialmente vantajosa. O maior obstaculo para producdo do
biodiesel etilico esta no fato que a presenca de agua no etanol hidratado favorece a
formacdo de sabdo durante a reacdo de transesterificagcdo por catélise alcalina, o
gue provoca a emulsificacao do glicerol resultante e dificulta consideravelmente sua
separacao dos ésteres alquilicos produzidos. Além disso, devido as etapas extras de
purificacdo que devem ser adicionadas ao processo, aumentando os custos de
producdo para obtencdo de produtos que tenham as caracteristicas comerciais
regulamentadas pela Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP).

Uma das rotas mais promissoras de se processar a transesterificacdo de
glicerideos com etanol hidratado € a catdlise enzimatica. Este campo da
biotecnologia ainda carece de muitos estudos, mas resultados publicados por
diferentes autores vém demonstrando que € uma tecnologia produtiva muito
promissora (CHEN et al., 2008).



O sucesso neste campo de pesquisa terd um impacto imediato em toda a
cadeia de producgdo de biocombustiveis, pois além de reduzir consideravelmente os
custos de producdo e empregar um insumo quimico menos toxico (etanol), o

processo como um todo tera uma base bioldgica e renovavel.



2. Revisao bibliografica

2.1. ReacOes de biotransesterificacdo e producéo de biodiesel.

A principal funcdo biologica das lipases é de hidrolisar ésteres, especialmente
glicerideos de cadeia longa, produzindo acidos graxos livres e glicerol, porém,
também sdo capazes de catalisar rea¢gOes de esterificacdo e de transesterificagdo
(FREITAS et al., 2007; TING et al., 2006; NOUREDDINI et al., 2003; VILLENEUVE
et al., 2000). A aplicabilidade da transesterificacdo ndo esta restrita somente a
escala laboratorial, processos industriais como a sintese de farmacos e cosméticos,
de produtos derivados do leite, componentes de detergentes e outros também
utilizam as lipases (KAZLAUKAS; BORNSCHEUER, 1998).

Ting et al. (2006) demonstraram que essas enzimas apresentam atividades
no meio reacional na forma livre ou imobilizadas em algum polimero ou gel, sem a
necessidade de altas temperaturas e de altas pressoes.

Varios processos industriais relevantes utilizam esta reacdo para a producao
de diferentes compostos. Na transesterificacdo de o6leos vegetais, moléculas de
glicerideos e alcoois séo reagidas para producdo de ésteres alquilicos de acidos
graxos (biodiesel).

Todo o processo é uma sequéncia de trés reacdes consecutivas reversiveis,
com a formacdo de mono e diglicerideos como produtos intermediarios (SUAREZ et
al.,, 2007; SCHUCHARDT et al.,, 1998). A Figura 1 representa a reacdo de

transesterificacao de triglicerideo.

CH>-OCOR’ R’COO-R’ CH»-OH

| ' |

Triglicerideo Alcool Mistura de ésteres Glicerol
alquilicos

Figura 1 — Reacao de transesterificacao de triglicerideo.

A producdo de biodiesel por catalise enzimatica tem sido uma éarea de
pesquisa muito ativa, e varios pesquisadores vem tentando otimizar diferentes

parametros da reacéo de transesterificacdo, escolha de fontes de lipases, suportes



para imobilizagdo do catalisador, fontes de acidos graxos, receptores e doadores de
grupos acila entre outros (BAJAJ et at., 2010).

O tipo e a concentracdo da enzima utilizada, a razdo molar alcool:0leo:agua,
temperatura, pH, ions metalicos e acidos graxos livres séo fatores importantes que
influenciam esse tipo de reacao.

As lipases tem sido muito utilizadas neste tipo de processo, pois algumas séo
tolerantes a solventes organicos e temperaturas elevadas, nao requerem o uso de
coenzimas, além de serem consideradas altamente especificas. Desse modo, é
importante estabelecer as condi¢cdes 6timas de transesterificacdo tendo em vista as
caracteristicas desejadas do produto obtido para aplicacdo industrial especifica
(SUAREZ et al., 2009; SCHUCHARDT et al., 1998).

Os fatores que tém inibido a implementacdo da biocatalise na producédo de
biodiesel em escala industrial sdo o custo elevado das enzimas e numero reduzido
de fabricantes destes biocatalisadores (DABDOUB; BRONZEL, 2009).

2.2. Lipases.

As enzimas possuem a funcdo de catalisar reacdes nos sistemas biolégicos
podendo aumentar a velocidade de uma reacdo em até 10'* vezes. Atualmente,
cerca de 4.000 enzimas sdo conhecidas e destas, 200 apresentam interesse
comercial sendo a maioria de origem microbiana (SHARMA et. al., 2001).

As lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a hidrolise e a sintese de
ésteres formados a partir do glicerol e acidos graxos de cadeias longas. Tais
enzimas vém sendo intensamente investigadas para uma série de aplicacdes, dentre
elas na transesterificacdo de 6leos e gorduras para producédo de biodiesel (YI-HSU e
VALI, 2005; CASTRO et al.,, 2004; PARK e PIZARRO, 2003; SOUMANOU E
BORNSHEUER, 2003; SHIMADA et al., 2002; FUKUDA et al., 2001).

Normalmente as lipases sdo ativadas por uma interface agua-6leo e
apresentam quimioseletividade, regioseletividade e estereoseletividade (TREVISAN,
2004; SHARMA et al., 2001).

No campo industrial, as lipases séo largamente utilizadas no processamento
de oleos e gorduras, como componentes de detergentes, na sintese de farmacos e
cosméticos, de produtos derivados do leite e outros (KAZLAUKAS;
BORNSCHEUER, 1998). Podem ser usadas também para acelerar a degradacéo de



residuos de gordura (MENDES et al., 2005; MASSE et al.,, 2001) e derivados
(SHARMA et al., 2001), sendo aplicadas principalmente em biorreatores,
constituindo importante ferramenta em tratamento de residuos domeésticos e
industriais (SHARMA et al., 2001; BALCAO et al., 1996; NYBROE et al., 1992).

Além de catalisarem reacfes de hidrolise, as lipases catalisam reacdes de
sintese em meios aquo-restritos, como reagfes de esterificacdo e transesterificacdo
(JAEGER e EGGERT, 2002). Como exemplo sabe-se que lipases produzidas por
Mucor miehei, Rhizopus oryzae, Candida antarctica, Pseudomonas cepacia e
Thermomyces lanuginosus (Figura 2) vém sendo estudadas na producédo de
biodiesel (RANGANATHAN et al., 2008).

Figura 2 — Estrutura de uma lipase de Thermomyces lanuginosus (fonte: Protein Data Bank; 1gt6).

Lipases produzidas por microrganismos termofilicos tém sido cada vez mais
utilizadas, pois apresentam termoestabilidade e outras propriedades intrinsecas que
conferem a elas estabilidade a agentes desnaturantes e a maiores variacdes de pH.

Maior resisténcia a desnaturagdo por alguns solventes organicos também tem
sido relatada como uma propriedade das enzimas termoestaveis. Devido a essas
caracteristicas, elas apresentam vantagens de aplicacdo em alguns processos
industriais, o que possibilita a utilizacdo de altas temperaturas e evita contaminacfes

por microrganismos mesofilicos, reduz a viscosidade, aumenta o coeficiente de



difusdo dos substratos, aumentando assim o rendimento dos processos (GOMES et
al., 2007).

O isolamento de microrganismos termofilicos pode ser feito com sucesso a
partir de solos, pilhas de compostagem e fontes termais. Devido a sua alta
estabilidade, as lipases termoestaveis podem ser usadas em sua forma de enzima
nativa, em membranas de reator, imobilizadas covalentemente ou adsorvidas em
resinas de troca ionica, cavidades fibrosas ou ligadas a cristais (ANDERSCH et al.,
1997).

Os microrganismos produtores de lipases tém sido encontrados em diversos
habitats como: residuos industriais de Oleos vegetais, lacticinios, em solos
contaminados com 0leo, em sementes oleaginosas e alimentos em decomposicao
(TREVISAN, 2004).

No Brasil existem alguns grupos de pesquisa desenvolvendo excelentes
trabalhos nessa area (TREICHEL et al., 2010; CUNHA et al., 2009; MITCHELL et al.,
2008; BERNARDES et al., 2007; VIEIRA et al, 2006; CASTRO-OCHOA et al., 2005).

2.3. Imobilizacao de lipases.

Fundamentos da enzimologia em meio aquo-restrito séo recentes e ha muito
gue esclarecer ainda, uma vez que o ambiente natural e biolégico das enzimas € o
meio aquoso (KRIEGER ET AL., 2004; KLIBANOV, 2001; LIMA E ANGNES, 1999).
E devido a sua habilidade catalitica em solventes orgéanicos, estereoseletividade e
possibilidade de utilizacdo em larga escala de pH e temperatura, a aplicacdo das
lipases em meios aquo-restritos vem sendo intensamente estudadas (PILISSAO;
NASCIMENTO, 2006).

A maior desvantagem da producéo do biodiesel pelo processo enzimatico € o
custo, por isso lipases imobilizadas tem sido muito utilizadas em pesquisas recentes
(TAMALAMPUDI et al., 2008). O uso em processo continuo e o reaproveitamento do
material biolégico também sdo vantagens propiciadas pela imobilizacédo
(CARVALHO et al., 2006).

Enzimas imobilizadas s&o definidas como enzimas fisicamente confinadas ou
localizadas em um suporte com retencao da sua atividade catalitica. Existem varios
métodos para a imobilizacdo de lipases, incluindo adsorcéo, ligagdo covalente,
aprisionamento, encapsulamento e croos-linking (TAN et al., 2010). Esses métodos



de imobilizacdo tém sido empregados para melhorar a estabilidade de lipases. A
Tabela 1 ilustra alguns exemplos.

Porém, este procedimento pode se tornar caro, pois na maioria das vezes
requer a concentracdo do meio de cultura e sua posterior imobilizacdo, quando nao
a purificacdo da enzima. Neste contexto, iniciou-se uma grande busca por inovagéo
de procedimentos de imobilizacao e de suportes de baixo custo, com a finalidade de
reduzir os custos do processo, diminuir o valor do produto final e manter a qualidade
do biocatalisador.

Vem sendo amplamente divulgado na literatura os procedimentos de
imobilizacdo de lipases com quitosana e de imobilizacdo de hifas fungicas para
aplicacdo como biocatalisador na producdo de biodiesel (MENDES et al., 2011,
TAMALAMPUDI et al., 2008).



Tabela 1 — Biodiesel produzido por varias lipases imobilizadas (JEGANNATHAN et al., 2008).

Método de Suporte Origem da lipase Oleo Acil Rendimento
imobilizacao receptores (%)
Metanol,
. ] . ) o Oleo vegetal, 1-propanol,
Adsorgéo Resina acrilica Candida antartica i . >90
Oleo de fritura acetato de
metila
Banha de
Adsorgéo Membrana téxtil  Candida sp. 99-125  porco, 6leo de Metanol >87
fritura
Polipropilento, Pseudomonas 3
Adsorcao ) Oleo vegetal Metanol >87
Toyonite 200-M fluorescens
Oleo de
. Celite, terra Pseudomonas pinhdo Etanol,
Adsor¢éo ] 3 ) ] >98
diatoméacea cepacia manso, 6leo 2-butanol
vegetal
Oleo de
Pancreas de porco, ) 3
) o ) o girassol, 6leo
. Resina anibnica, Rhizomucor Miehei, o Etanol,
Adsorgéo ) . de soja, 6leo >80
celite 545 Chromobacterium L metanol
) de pinh&o
viscosum
manso
Burkholderia ,
] Oleo de
L . cepacia, ) Etanol,
Ligacdo covalente Silica-PVA babagu, 6leo >97
Thermomyces metanol
) de canola
lanuginosus
Suporte ) )
] . Pseudomonas Oleo de soja, Metanol,
Encapsulmento hidrofébico sol- ] o 60
| cepacia, NS44035 trioleina etanol
ge
o ; Pseudomonas Oleo de
Ligacdo cruzada Glutaraldeido Etanol 92

cepacia mahua




A aplicacdo de hifas imobilizadas como biocatalisador tem se mostrado
eficiente com uma ampla variedade de microrganismos e apresenta varias
vantagens sobre outros meétodos de imobilizacdo: aditivos quimicos nao sé&o
necessarios, ndo ha necessidade de pré-producdo de células, manipulacéo
asséptica de particulas é desnecessaria, particulas séo reutilizaveis e duraveis
contra o corte mecanico, o aumento de escala em biorreator € facil e o 0s custos sédo
baixos em comparacdo com outros métodos (BAJAJ et al., 2011; FUKUDA et al.,
2008, 2001).

A quitosana (Figura 3a) pode ser obtida a partir de carapacas de crustaceos
por meio da desacetilacdo da quitina (Figura 3b), segundo polimero mais abundante
na natureza, que é um residuo abundante e rejeitado pela industria pesqueira, de
baixo custo, renovavel e biodegradavel. Sua utilizagdo pode vir a ser de grande
importancia econdmica e ambiental.

A quitosana diferencia-se da celulose (Figura 3c) por ser predominantemente
formada por unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, onde as hidroxilas sé&o
substituidas por grupos amino. A solubilidade em meio acido diluido e a protonacéo
do grupo amino da a quitosana propriedades especiais diferenciadas em relacao as
fibras vegetais (KRAJEWSKA, 2004).

Figura 3 — Estrutura quimica da quitosana, quitina e celulose.



Entre as importantes propriedades conferidas a quitosana protonadas,
destaca-se a quelacdo de ions metdlicos interagindo concomitantemente com
enzimas e gorduras. Em meio acido, a quitosana se comporta como um polieletrélito
de alta densidade de carga positiva por cada unidade de glicosamina, favorecendo
as enzimas que possuam cargas negativas e possibilitando forte interacéo entre a
proteina e o polimero (MENDES et al., 2011).

2.4. Principais fatores que afetam o rendimento de biodiesel.

2.4.1. Selecao e preparacao das lipases.

Poucas lipases foram encontradas com capacidade para realizar
eficientemente sintese de biodiesel e somente algumas delas sdo capazes de atuar
em ambos 0s sistemas: em meios com solventes organicos e em meios livre de
solventes. A maioria desses catalisadores sao preparacfes comerciais de enzimas
extracelulares que estdo imobilizadas em diferentes suportes (DU et al., 2005;
WATANABE et al., 2002; ISO et al., 2001).

A especificidade das lipases pelo substrato consiste na capacidade de
distinguir caracteristicas estruturais das cadeias dos doadores de grupos acila, como
0 comprimento, o0 namero, posicdo, ou configuracdo das duplas ligacdes, ou a
presenca de grupos ramificados e também, reconhecer a natureza da fonte do grupo
acila, se tem origem de um acido graxo livre, éster alquilico ou éster de glicerol.

Nas reacdes de triglicerideos e alcoois, as lipases distinguem o comprimento
e o tipo do acido graxo contido no triglicerideo e o comprimento da cadeia do alcool.
Por exemplo, a lipase produzida pelo microrganismo R. oryzae distingue acidos
graxos com diferentes comprimentos. Em condi¢ces Otimas prefere acidos graxos
Cig € alcoois C,-C4 (GHAMGUI et al., 2004).

Muitos trabalhos publicados evidenciam que a selecdo e preparacao de
lipases sé&o de extrema importancia para a produgéo de biodiesel (DU et al., 2005;
BAN et al., 2002, 2001; GOH et al., 1993).

2.4.2. Selecao do alcool e razdo molar de alcool em relagéo ao oleo.
A escolha do alcool para a sintese enzimética de biodiesel esta relacionada
com a selecéo e preparacao das lipases.
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Os alcoois mais utilizados na producdo de biodiesel sdo: metanol, etanol,
propanol, isopropanol, 2-propanol, n-butanol e isobutanol. Quanto maior a massa
molecular do alcool, maior sera sua densidade e ponto de ebulicdo. Entre estes
alcoois, o metanol e o etanol séo 0s mais baratos e produzidos em maior escala.

No entanto, estes dois alcoois sdo agentes desnaturantes mais fortes que os
demais alcoois alifaticos e inativam as enzimas (NELSON et al., 1996). Além disso, a
taxa de reacao da transesterificacdo catalisada pela lipase geralmente aumenta com
o comprimento da cadeia do alcool.

O rendimento geral da reacéo por catalise enzimética depende da interacao
entre a velocidade da reacdo e a taxa de desnaturacdo da enzima. A quantidade
admissivel de alcool adicionado a mistura de reacéo de transesterificacdo depende
da resisténcia da enzima a concentracéo de alcool e de 4gua.

A presenca simultanea de metanol e agua pode acelerar a desnaturacao da
enzima, enquanto que em sistemas contendo etanol, propanol, isopropanol butanol
ou isobutanol, a presenca de uma pequena quantidade de agua € necessaria (HAAS
et al., 2002). A Tabela 2 apresenta os rendimentos de processos catalisados por
lipases com diferentes tipos de alcoois.

Uma das vantagens da transesterificacdo enzimatica consiste na utilizacéo de
alcoois contendo uma pequena quantidade de &gua, que ndo podem ser
empregados em processos onde catalisados com catalisadores quimicos. Por
exemplo, o etanol produzido a partir de materiais lignoceluldsicos ou retificado (95%)
pode ser usado como substrato em reacdes de transesterificacdo catalisadas por
lipases (RANGANATHAN et al., 2008; SOLOMON et al., 2007; SHIMADA et al.,
2002).

Além disso, os ésteres etilicos de acidos graxos provenientes de processos
catalisados por enzimas sao superiores aos seus homélogos metilicos, obtidos por
meio de catalise com produtos quimicos devido a menor viscosidade e maior ponto
de entupimento de filtro a frio.

Muitos pesquisadores reconheceram que um dos principais fatores que
afetam a producao de biodiesel é a razdo molar de alcool:triglicerideo (LEUNG et al.,
2010; LEUNG e GUO, 2006; ZHANG et al., 2003).
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Tabela 2 — Transesterificacéo catalisada por lipases com diferentes alcodis (ANTCZAK et al., 2009).

Alcool Triglicerideo Lipase Solvente Tempo (h) Rendimento (%)

Metanol Sebo Mucor miehei Sem solvente 19
Hexano 73
Hexano 94
Girassol P. fluorescens Sem solvente 24 3
Eter 24 79
Algodao Novozym-435 Sem solvente 7 91
Terc-butanol 10 90
Soja Sem solvente 48 93
Palma P. cepacia 15

Coco tragos
Etanol Sebo Mucor miehei Sem solvente 65
IM60 Hexano 5 98
Sem solvente 83
Girassol P. fluorescens Sem solvente 24 82
Palma P. cepacia 72
Coco 35
Isopropanol Sebo C. Antarctica Sem solvente 16 90
Hexano 16 51
Palma P. cepacia Sem solvente 24
Coco 8 16
Isobutanol Sebo Mucor Miehei Sem solvente 97
Hexano 98
Palma P. cepacia Sem solvente 8 42
Coco 40
2-butanol Sebo C. antarctica Sem solvente 16 96
Hexano 16 83
1-butanol Palma P. cepacia Sem solvente 42
Coco 40
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2.4.3. Selecao da temperatura e do tempo de reacao.

A temperatura influéncia claramente a reacdo e o rendimento da sintese de
biodiesel. O aumento da temperatura de reacdo diminui a viscosidade de Oleos e
resulta em aumento na taxa de conversao de ésteres bem como a reducéo do tempo
de reacdo. No entanto, quando a temperatura da reacdo aumenta além o nivel
otimo, o rendimento da sintese de biodiesel diminui devido a aceleragdo da reacao
de saponificacdo dos triglicerideos e a evaporacao do alcool reagente (EEVERA et
al., 2009; LEUNG; GUO, 2006). Nao se pode perder de vista que a estabilidade do
biocatalisador esta condicionada a temperatura da reacao.

A taxa de conversao de ésteres de acidos graxos aumenta com o tempo de
reacdo, pois no inicio a reagdo € lenta devido a baixa disperséo do alcool no dGleo, e
com o desenvolvimento da reacdo a taxa cinética de conversdo aumenta
rapidamente.

Normalmente, o rendimento atinge um maximo em tempo de reacdo menor
que 12 horas (LEUNG et al., 2010; ANTCZAK et al., 2009). Além disso, tempo de
reacdo em excesso levard a uma reducdo no rendimento do produto devido a
inducdo da reacao de transesterificacdo para o sentido inverso, resultando em uma
perda de ésteres, causada pela producdo de acidos graxos e formacéo de sabao e
também pela inativacdo da enzima devido a adsorcao de glicerol no suporte da
enzima, impedindo os substratos de chegarem até o sitio ativo da enzima (LEUNG
et al., 2010; ANTCZAK et al., 2009).

2.4.4. Selecéo do solvente organico e sua funcéo.

O uso de solvente organico apolar na sintese de biodiesel por catalise
enzimética garante a solubilidade dos substratos e a protecdo das enzimas da
desnaturacao devido as altas concentracdes de alcoois. Em alguns casos, o sistema
ideal para a reacdo enzimatica consiste em uma mistura de solventes organicos
(ANTCZAK et al., 2004).

Solventes orgéanicos eliminam a necessidade de adi¢éo de alcool em por¢des.
Entretanto, a remocéo do solvente organico do meio reacional apds a reacédo pode
ser complicada. Sua inflamabilidade, volatilidade e toxicidade devem ser levadas em
consideracdo (ANTCZAK et al., 2009). Muitos pesquisadores realizaram a sintese de

biodiesel com diversos solventes organicos, e 0s rendimentos desses processos
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geralmente dependiam da preparacdo da lipase e composi¢cdo do triglicerideo
(ROYON et al, 2007; LI et al, 2006; NIE et al, 2006; SOUMANOU;
BORNSCHEUER, 2003).

Recentemente, os processos de transesterificacdo foram também realizados
com solventes menos convencionais, como por exemplo gases supercritico como o
butano, propano e o di6xido de carbono que € bem conhecido por sua
compatibilidade com as lipases. O uso do CO, também é considerado interessante
devido a sua baixa toxicidade e n&o-inflamabilidade (TRENTIN et al.,, 2011;
BRUSAMARELO et al., 2010;KNEZ; HABULIN, 2002; CERNIA et al., 1998).

2.4.5. Influéncia da presenca de 4gua na reacéao.

Na producéo de biodiesel por catalise enzimatica em meio ndo aquoso, a
agua desempenha varias funcdes e tem forte influéncia sobre a atividade catalitica e
a estabilidade da lipase (LU et al. 2009). Um pequeno teor de agua € necessario
para manter a enzima ativa em solventes organicos de baixa polaridade.

Por outro lado, a &gua pode tomar parte na transesterificagcéo, influenciando o
equilibrio (KAIEDA et al. , 1999). A lipase possui uma caracteristica Unica, a de atuar
na interface entre as fases aquosa e organica, por isso a atividade da lipase
geralmente depende da area interfacial.

Muitos estudos referentes a determinacdo e influéncia do teor de agua sao
encontrados na literatura (LU et al., 2007, 2008, 2009; LV et al., 2008; NIE et al.,
2006; TAN et al., 2006). A agua facilita o aumento da area interfacial disponivel,
portanto, ajuda a manter a atividade lipasica. No entanto, o excesso de agua pode
tornar a lipase mais flexivel e levar a algumas reacfes colaterais indesejadas, como
a hidrolise, especialmente no processo de transesterificacdo. Consequentemente o
teor ideal de agua necessaria para maximizar a atividade enzimatica pode ser
determinado para a maioria das lipases (LU et al, 2009; JEGANNATHAN et al.,
2008).

2.5. Otimizacao da catalise enzimatica.

Esforcos tém sido empregados no desenvolvimento de biocatalisadores com

propriedades superiores e também na elucidacdo de técnicas que permitam o uso
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repetido ou mesmo em processos continuos (VYAS et al., 2009; CARVALHO et al.,
2006).

O emprego de ultrassom também tem se mostrado muito eficaz na catalise
enzimatica. A irradiacdo continua ou intermitente de ondas sonoras de alta
frequéncia favorece a agdo de diferentes enzimas em sistemas monofésicos e
bifasicos (FIAMETTI et al., 2011; BABICZ et al., 2010; ROKHINA et al., 2009; SHAH
e GUPTA, 2008) e também foi investigada neste projeto.
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3. Objetivo

O objetivo geral deste trabalho foi a producdo de biodiesel por catalise
enzimatica a partir de cepas fungicas termofilicas com capacidade de produzir
lipases com expressiva atividade de transesterificagdo entre glicerideos (vegetais)
com o etanol em interface éleo/agua.

Como objetivos especificos pode-se citar: o estudo do uso de lipases de
cepas fungicas termofilicas e lipase comercial no processo de producédo do biodiesel
por transesterificacdo de 6leos vegetais com etanol anidro e hidratado em diferentes
condicBes estequiométricas, tempo, teor de agua, temperatura, agitacdo, superficie
de contato e irradiagdo de ultrassom; e analisar quimicamente os produtos da
reacao.
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4. Material e métodos

4.1. Obtencéao das lipases empregadas no projeto

Foram testadas linhagens fangicas termofilicas isoladas pelos colaboradores
do grupo do Laboratério de Bioguimica e Microbiologia Aplicada do IBILCE/UNESP
de Séo José do Rio Preto, a partir de residuos gordurosos, frigorificos e de areas de
plantacdo de cana de acucar (Tabela 3). Também foi testada uma lipase comercial
(LTL), produzida pela empresa Sigma-Aldrich obtida do microrganismo
Thermomyces lanuginosus com atividade hidrolitica especificada em rétulo de 3.423

U/g, e utilizada como referéncia nas reacdes de transesterificacao.

4.2. Meios de cultura

Os meios de cultura para selecdo e crescimento das linhagens fungicas
utilizado foi o meio nutriente modificado de Castro-Ochoa et al. (2005) contendo
(g/L): 1,0 peptona; 10,0 (NH4)2SO4; 10,0 KH2POy4; 0,5 MgS0,4.7H,0; 1,0 CaCl,; 25,0
oleo de soja e 0,8 de emulsificante (Tween 80); 5,0 de solucao de elementos tracos
(22,0 ZnS0O4.7H,0; 11,0 H3BOg3; 5,0 MnCl,.4H,0; 5,0 FeS0O,4.7H,0; 1,6 CoCl,.5H,0;
1,6 CuS04.5H,0; 1,1 (NH4)sM07024.4H,0; 50,0 de EDTA) e ajustou-se o pH para

6,0. Aos meios solidos adicionou-se 30,0 g/L de agar.

4.3. Meios de manutencao.
Para os repiques periédicos foi utilizado o meio Sabouraud, constituido de
(g/L): 10 de peptona, 40 de dextrose e 15 de agar em tubos de ensaio ou placas de

Petri com incubacéo a 45°C.

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 incubacéo foi realizada a 45°C durante 48 h, e a
producdo de lipase foi identificada por um halo laranja em torno das colbnias e
visualizado por luz UV a 350 nm, indicando a presenca da atividade lipolitica
extracelular (CASTRO-OCHOA et al., 2005).
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4.5. Fermentacdo em estado soélido (FES).

A FES foi realizada em sacos de polipropileno (26,5 cm x 15 cm) contendo 5 g
de bagaco de cana de acucar. O pré-indculo foi obtido a partir do cultivo dos fungos
por trés dias em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 40 mL do meio solido
citado no item 4.2. Foram adicionados 50 mL de solugao nutriente (2% peptona,
0,2% K,HPO,4, 0,05% MgSO, e 2% azeite de oliva) a cada Erlenmeyer para a
suspensado de esporos e micélios. O volume obtido com a suspensao foi transferido
para os sacos de polipropileno garantindo uma umidade de 70% ao substrato. A
incubacdo ocorreu a 45°C com variacdo do tempo de incubacdo dependendo da
producdo de cada fungo. A solucdo enzimatica foi extraida com 50 mL de agua
destilada, agitacdo de 100 rpm durante 30 minutos e filtrada. O filtrado foi
centrifugado em uma centrifuga Hitachi CR22GlII a 10.000 x g, 5°C por 15 minutos,

utilizando-se o sobrenadante como solucdo enzimatica bruta.

4.6. Imobilizacéo de hifas para a sintese de biodiesel.

A imobilizacdo 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 (triturados e homogeneizados em peneiras com abertura de 1 mm) e
pedacos de bucha vegetal (Luffa cyllindrica) picadas em cubos de aproximadamente
1,5 cm?. Os pedacos de bucha vegetal foram fervidos com 4gua destilada, trocando-
se a agua por 3 vezes e secos em estufa a 60°C.

Apoés 96 horas de fermentacdo a 45°C em uma camara de fluxo laminar, os
soélidos fermentados foram lavados e filtrados sob vacuo inicialmente com n-hexano
e em seguida com tampdao fosfato de sédio 0,05 M e pH 7 com a finalidade de
garantir que compostos remanescentes da fermentacdo (6leo, acidos graxos e
lipideos) nédo interferissem em posteriores determinacdes e reacoes.

A secagem dos materiais fermentados (substrato utilizado na FES com as
hifas fungicas) foi realizada em um liofilizador Thermo Scientific RVT 4104 durante
48 horas.

4.7. Precipitacao de proteinas.
A solucdo de proteinas do extrato enzimatico bruto foi fracionada com alcool
comercial gelado em concentragdes de 50, 67, 75 e 80% e deixado em repouso por
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24 horas. O precipitado foi separado por centrifugacao (10.000 x g por 20 minutos a
5°C) e ressuspenso em tampao fosfato de sédio 0,05 M pH 7.

Os testes de atividade de lipase do sobrenadante e do precipitado foram
realizados conforme descrito no item 4.11.1 e a quantificacdo de proteina total

conforme descrito no item 4.8.

4.8. Quantificacdo de proteina total.

A determinacdo da concentracao de proteinas totais da solu¢cdo enzimatica
bruta e da solucdo fracionada foi realizada através do método de Bradford (1976),
usando soroalbumina como padrao.

4.9. Concentracdo do extrato enzimatico bruto.

A concentracdo do extrato bruto foi realizada por ultrafiltracdo usando-se
sistema QuixStand™ Benchtop da Amersham Bioscience com uma membrana de

corte limite de 10 KDa em massa molecular.

4.10. Imobilizacdo da lipase em quitosana.

A quitosana (0,18 g; 85% desacetilada obtida da Polymar, Fortaleza - CE) foi
solubilizada em 6 mL de acido acético 1% e em seguida precipitada em solucéo de
NaOH 1 M (12 mL) com auxilio de uma bomba peristaltica. A solu¢do do meio acido
foi gotejada a uma altura de 1,5 cm na solucdo alcalina e mantida sob agitacéo
suave (90 rpm) em agitador orbital por 24 horas a temperatura ambiente (CHIOU,;
WU, 2004). As microesferas gelificadas foram lavadas com agua destilada e
submetidas a ativacdo com uma solucao 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 solucdo enzimatica. Nesta estapa, com duracao de 4 horas
a 4°C e agitacao de 90 rpm, ocorre a ligagcéo da enzima com o suporte. Em seguida,
as esferas foram lavadas com &gua destilada para remocdo de enzimas nao
imobilizadas e deixadas para secar a temperatura ambiente em dessecador com
Vacuo até que atingissem massa constante.

O célculo do rendimento da imobilizacéo foi realizado seguindo a Equacéo 1:
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Rendimento da imobilizagdo (%) = % X 100 (Equacdo 1)

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

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

4.11.1. Quantificacdo da atividade de lipase por hidrdlise de substrato
cromogénico.

Este método de hidrélise foi proposto por Winkler e Stukmann (1979) e
modificado por Krieger (1995) utilizando-se o p-nitrofenil palmitato (p-NPP) como
substrato (Figura 4). Foram preparadas duas solucdes, onde 1 mL da solugéo A (p-
NPP em isopropanol na concentracdo de 3 mg/mL) foi misturada a 9 mL da solugéo
B (2 g de Triton X-100 e 0,5 g de goma arabica, em 450 mL de tampéo fosfato 0,05
mol/L com pH 7,0) lentamente sob continua agitacdo. Em seguida a reacao foi
incubada a 45C durante 1 minuto, e a absorbancia f oi lida em um espectrofotdmetro
UV-VIS Cary 100 Varian em comprimento de onda de 410 nm. Como referéncia

utilizou-se 0,9 mL da solugéo preparada (A + B) + 0,1 mL de 4gua destilada.

Figura 4 — Representagdo esquematica da reacéo de hidrélise do p-nitrofenil palmitato catalisada por
lipase.

Os testes foram realizados em tubos de ensaio contendo 0,9 mL da solucao
preparada (A + B) + 0,1 mL de amostra enzimatica. A reacdo ocorreu em banhos
térmicos a 45°C por 1 minuto e o controle foi composto de 0,9 mL de agua destilada

+ 0,1 mL de amostra enziméatica.
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Uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como a liberacdo de 1
umol 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

hidrolise lipolitica seguiu-se a seguinte Equacéo 2:

Abs X Vt
& X Venz Xt

Atividade hidrolitica (U/mL) = {( ) X 103} xD (Equacdo ?)

Onde:

U = Unidade de atividade enzimética que é expressa em U/mL;
Abs = Absorbancia da amostra a 410 nm;

V= Volume total da reacéo (mL);

€ = Coeficiente de absortividade molar (L/mol cm);

Venz = Volume da amostra enzimética (mL);

t = Tempo de incubacéo;

10° = Fator de correcdo da unidade de ¢;

D = Diluicdo da amostra, se houver.

4.11.2 Quantificacdo da atividade de lipase hidrolitica por titulometria.

Para a quantificacdo da atividade por hidrélise de 6leos foi utilizada a
titulometria. Em Erlenmeyer de 50 mL, foram pesados 0,09 g de goma arabica que
foi dissolvida em 3 mL de agua destilada, 4 mL de tampéao fosfato de sédio 0,05 M
pH 7 e 1 mL de 6leo de oliva, a mistura reacional mais a amostra enzimatica (0,1 g)

foram incubadas a 45°C por 30 minutos (Figura 5).

Figura 5 — Representagdo esquematica para a hidrélise de triglicerideos catalisada por

lipase.
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Apés a incubacdo, a reacdo foi interrompida com solugdo 1:1 (v/v) de
acetona:alcool etilico anidro e titulada com solucdo NaOH 0,05 M padronizada até
pH 11 (SOARES et al., 1999).

O célculo para determinar a atividade foi com a seguinte Equacéo 3:

(VNaOH amostra — VNaOH controle) XM x 1000

mamostra Xt

Atividade hidrolitica (U/g) =

Onde:

VNaoH amostra = VOlume de base titulada na amostra (mL);
VNaoH controle = VOlumMe de base titulada no controle (mL);
M = Molaridade de NaOH usada (0,05 mol/L);

Mamostra = Massa seca da amostra usada na reacéo (g);

t = Tempo de incubacao (30 minutos)

A atividade é expressa em U/g, que é definida como quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 umol de acido graxo por minuto por grama de material

fermentado, nas condi¢cdes do ensaio.

4.11.3. Ensaios para a quantificacéo da atividade de esterificacao.

O ensaio de esterificacdo foi realizado empregando-se a metodologia
proposta por Smaniotto (2010). Adicionou-se 0,1 g de material imobilizado aos
substratos reacionais na proporcdo molar de 1:2 de acido oléico:etanol anidro
(Figura 6).

Figura 6 — Representacao esquematica da reacéo de esterificacao.

A mistura foi incubada durante 40 minutos a 40°C sob agitacdo de 150 rpm.
ApoOs a incubacéo, foram retiradas aliquotas (triplicata) de 500 yL e a reacao foi

interrompida com adicdo de 20 mL de uma solucdo 1:1 (v/v) de acetona:etanol
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anidro. Os acidos graxos ndo consumidos na reacao foram titulados até pH 11,0
com solugcédo de NaOH 0,035 mol/L. As dosagens de atividade lipasica sintética foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para consumir 1 pymol de acido

graxo por minuto nas condicdes descritas, determinada por meio da Equacéo 4.

Atividade de esterificacio (U/mL) = (V”_:‘f‘jM:iOOO Yt (Equacdo 4)
al am

Onde:

Va4 = Volume de NaOH utilizado na titulacdo da amostra (mL);

Vp = Volume de NaOH utilizado na titulacdo do branco (mL);

M = Molaridade da solu¢do de NaOH padronizada (0,035 mol/L);

V: = Volume reacional total (5,6 mL);

t = Tempo de reacédo (40 minutos);

Va = Volume da aliquota (0,5 mL);

Vam = Volume de extrato enzimatico (mL) ou massa (g) de amostra enzimética

utilizada na reacéo.

4.12. Ensaios para determinacao da transesterificacao.

Para o ensaio padrao de transesterificacao foi utilizado 6leo de soja e alcool
etilico anidro, com razdo molar 1:6 de 6leo:alcool e 5% de catalisador (enzima livre
ou imobilizada) em relagcdo ao meio reacional, totalizando 5 g de meio, sob agitacéo
de 150 rpm e temperatura de reacao de 45°C. O solvente utilizado na reacao foi o n-
hexano. Variou-se o tempo de incubagcdo de 24 a 120 horas, dependendo da
velocidade de sintese da enzima. Aliquotas de 500 pL foram retiradas a cada 24
horas e analisadas por Cromatografia Gasosa (CG-FID).

4.13. Sintese de biodiesel.

As reacgles de transesterificacdo para sintese de biodiesel foram realizadas
em frascos de 50 mL em uma mini incubadora com agitador orbital.

Foram estudados alguns fatores que interferem no rendimento do biodiesel,
como temperatura, razdo molar Oleo:alcool, quantidade de catalisador, tipo alcool,

origem do 6leo vegetal, intensidade de agitagéo e irradiacdo de ultrassom.
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4.14. Delineamento composto central rotacional (DCCR).

Neste trabalho aplicou-se o0 DCCR na sintese de biodiesel utilizando a enzima
comercial produzida pela empresa Sigma-Aldrich (Thermomyces lanuginosus) e a
biomassa fungica obtida do microrganismo Thermomyces lanuginosus TO-05
fermentada em farelo de soja.

O delineamento experimental fatorial, DCCR 2* com 8 ensaios axiais e 4
repeticdes no ponto central, totalizando 28 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 dependente. O planejamento fatorial foi
criado e analisado pelo software Minitab® 16.

A faixa experimental e os niveis das variaveis independentes para a producao

de biodiesel sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores utilizados no DCCR para a producéo de biodiesel.

Variaveis Faixas e Niveis
Independentes -2 -1 0 1 2
Temperatura
30,00 37,50 45,00 52,50 60,00
(°C)
Razao Molar
1:3 1:4,5 1:6 1:7,5 1:9

(6leo:élcool)

Quantidade de

enzima (%)

1,00 3,25 5,50 7,75 10,00

Solvente
) 0 1:0,5 11 1:1,5 1:2
(6leo:hexano)

4.15. Sintese de biodiesel com irradiacdo de ultrassom.

O processo de obtencdo 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 térmico controlado

eletronicamente.
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Uma sonda ultrassoénica “Sonic Dismembrator 50” (F50, Fisher Scientific com
50 watts de poténcia e 22 kHz de frequéncia) foi utilizada como fonte de irradiacao
de ultrassom. A poténcia do ultrassom foi ajustada de 10 a 100% e irradiada durante
10 segundos em intervalos de 15 minutos. A Figura 7 representa o esquema
utilizado para o experimento.

A mistura reacional foi composta de 6leo de soja, extrato enzimatico liofilizado
ou imobilizado e etanol anidro. Periodicamente foram recolhidas aliqguotas do meio
reacional e centrifugadas a 10.000 x g para a analise de ésteres etilicos de acidos

graxos.

Figura 7 — Esquema de reator para sintese de biodiesel etilico com irradiagéo de ultrassom utilizando
sonda ultrassébnica. (1) Agitador magnético, (2) reator de vidro, (3) banho térmico, (4) fonte de

ultirassom e (5) sonda ultrassénica.

O estudo sobre o efeito da irradiacdo de ultrassom na sintese de biodiesel
também foi avaliado utilizando um banho de ultrassom (Marconi MA 610/3A; 40kHz),
onde adaptou-se um banho térmico controlado eletronicamente e um agitador
mecanico, conforme Figura 8. A reacao ocorreu a 45°C em um frasco com batoque e
tampa contendo meio reacional citado no item 4.12 com a hifa imobilizada em farelo
de soja do microrganismo Thermomyces lanuginosus TO-05 e irradiacdo continua
de ultrassom durante 3 horas.
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Figura 8 — Esquema de reator para sintese de biodiesel etilico com irradiagédo de ultrassom utilizando

banho ultrassénico. (1) Banho ultrassoénico, (2) agitador mecanico e (3) banho térmico.

4.16. Producéao de biodiesel etilico em fluxo continuo.

O experimento para a producdo de biodiesel etilico em fluxo continuo (Figura
9) por catélise enzimética foi conduzido com o acondicionamento de 2 g de hifas
imobilizadas em farelo de soja fermentado pelo microrganismo Thermomyces
lanuginosus TO-05 de acordo com item 4.6, em uma coluna de aco inox (25 cm de
comprimento e 4,6 mm de espessura) mantida a 45°C em forno aquecedor de
coluna cromatografica (BIO-RAD).

A mistura reacional, composta de 6leo de soja e etanol anidro com razao
molar 1:6 de oleo:éalcool, utilizando o hexano como solvente na propor¢cdo de 1:1
(v/v) 6leo:hexano foi mantida em reator de vidro provido de camisa de circulacdo de
agua termostatizada e agitacdo magnética.

A temperatura do reator foi mantida através de um banho térmico controlado
eletronicamente a 45°C e introduzida na coluna por uma bomba peristaltica com

vazéo de 28 uL/min. O produto da sintese foi centrifugado a 10.000 x g e analisado

por cromatografia gasosa (GC-FID).
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Figura 9 — Fluxograma do processo de producéo de biodiesel etilico em fluxo continuo. (1) Reator de
vidro, (2) banho de 4gua termostatizado, (3) bomba peristaltica, (4) forno, (5) coluna de a¢o inox e (6)

reservatorio de coleta.

4.17. Quantificacdo dos ésteres etilicos.

A quantificacdo dos ésteres etilicos foi realizada por cromatografica gasosa
utilizando detector de ionizacdo de chama (GC-FID). 1 uL de cada amostra foi
injetado em um Cromatografo HP 5890 serie Il, usando o software Chromeleon. A
coluna utilizada foi a SPB-35 (SUPELCO). A temperatura da corrida foi de 160 a
180°C, mantendo uma taxa de aguecimento 4°C por minuto, e de 180 a 235°C a
6°C/min. As temperaturas do injetor e do detector foram de 250°C, utilizando-se o
gas nitrogénio como carreador (TORRES, et al. 2007; SHAH et al., 2004).

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 célculo do rendimento da sintese de biodiesel foi utilizada a seguinte
Equacéo 5:

R (%) = % x 100  (Equacdo 5)
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Onde Me é a massa tedrica esperada, Mt é a massa obtida dos ésteres,
calculada de acordo com a curva de calibracéo feita com os padrdes analiticos.

Para o célculo do Me da Equagéo 5, foi necessario usar a Equagéo 6:

_ (Mo xMMe)
T MMa

Me (Equacéo 6)

E a Equacao 7:

Mo = Ca X Mi  (Equacdo 7)

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

Pelas Equacdes 6 e 7, 0 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 Equacdo 5 para o célculo, em porcentagem, do rendimento da sintese de

biodiesel.

28



5. Resultados e discussao

5.1. Teste de atividade lipolitica (Zimograma) e determinacéo da atividade de
hidrolise pelo método espectrofotométrico.

A Rodamina B ao se complexar com os acidos graxos produz uma coloracdo
laranja fluorescente observada sob luz UV (MESSIAS et al.,, 2009). Esses acidos
graxos sao liberados pela hidrélise dos triacilglicerois presentes no oleo utilizado
como fonte de carbono no meio de cultura. Este procedimento foi realizado para pré-
selecionar linhagens flungicas com atividade lipolitica. A Tabela 4 descreve a relacéo
das linhagens fungicas termofilicas testadas com o método descrito no item 4.4.

Foram testadas 52 linhagens fungicas termofilicas, sendo que 8 delas
apresentaram o halo laranja (a Figura 10 exibe alguns exemplos) em torno das
colénias, visualizado por luz UV a 350 nm, indicando a presenca da atividade

lipolitica extracelular.

Figura 10 — Exemplos da deteccédo de atividade lipolitica com a exibicdo do halo luminoso em torna
das colbnias, visualizados por luz UV a 350 nm. a) F5.10, F2.1.2, T3.1.1 e T6.2; b) M8.1, M6.4, T3.1.2
eT1.3;c)F5.9ed) F2.1.3.
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Tabela 4 — Relacao das linhagens fungicas termofilicas testadas para deteccéo de atividade lipolitica

em placa de Petri.

Linhagens flngicas . Linhagens fungicas )
] Deteccao de lipase . Deteccao de lipase
termofilicas termofilicas
Myceliophthora sp F2.1.1 X T1.1.1 -
F2.1.2 X T1.1.2 -
Myceliophthora sp F2.1.3 X T1.2 -
Myceliophthora sp F2.1.4 X T1.3 X
F2.2 - T1.5 -
F2.2.2 - T2.1 -
F2.3.1 - T2.2.1 -
F2.3.2 - T2.2.2 -
F4.3 - T3.1.1 -
F4.4 - T3.1.2 -
F4.5.1 - T3.3.1 -
F4.8 - T3.3.2 -
F5.9 - T4.1.1 -
F5.10 - T4.1.2 -
F5.21 - T4.2.1 -
Esterco 1 - T4.2.2 -
Esterco 2 - T4.3.1 -
M4.10 - T4.4.1 -
M6.2 - T4.5 -
M6.3.1 - T4.7.2 -
M6.4 - T5.1.1 -
M6.10 - T5.2 -
M6.12 - T5.3 -
M7.7 X T5.4.2 -
M7.6 - T6.2 X
M8.1 - T. lanuginosus TO-05 X

X: Presenca do halo luminoso.

As linhagens fungicas selecionadas foram submetidas a FES com incubacé&o
de 96 horas para a producdo de extrato enzimatico e posterior determinacdo da
atividade hidrolitica pelo método espectrofotométrico (item 4.11.1). A Tabela 5 ilustra

as atividades de hidrolise das linhagens fangicas termofilicas selecionadas.
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Tabela 5 — Atividade hidrolitica das linhagens fungicas termofilicas selecionadas determinadas pelo

meétodo espectrofotométrico.

Linhagens fangicas termofilicas Atividade de hidrélise (U/mL)
F2.1.1 2,45
F2.1.2 0,32
F2.1.3 3,83
F2.1.4 1,56
M7.7 2,72
T1.3 0,25
T6.2 0,15
TO-05 0,09

Baseado nas atividades de hidrélise apresentadas pelas linhagens fangicas, o
microrganismo Myceliophthora sp F2.1.3 foi selecionado para as proximas etapas
deste trabalho, que incluiu a determinacéo do pH e temperatura étimas da lipase.

O microrganismo Thermomyces lanuginosus TO-05, mesmo sem apresentar
boa atividade hidrolitica, foi selecionado para este trabalho pelo fato de ser do
mesmo género e espécie do microrganismo produtor da enzima comercial

As determinagfes de pH e temperatura 6timas foram realizadas pelo método
espectrofotométrico, onde para as analises de pH 6timo da enzima utilizou-se
solucdes tampao de acetato de sodio, citrato de sddio e fosfato de so6dio no preparo
da solugéo B descrita no item 4.11.1. A Figura 11 apresenta o resultado obtido nos
ensaios de determinacdo de pH o6timo da lipase produzida pelo fungo
Myceliophthora sp F2.1.3.

Os experimentos para determinacdo de pH 6timo da enzima produzida pelo
fungo Myceliophthora sp F2.13 mostraram maior atividade em pH 7 e mostrou ser
sensivel em meios &cidos, onde apresentou as menores atividades. Kamini et al.
(2000) e Mateos-Diaz et al. (2006) observaram atividades lipoliticas maximas em pH
7,5 para Cryptococcus sp e Rhizopus homotallicus, respectivamente. Mahadik et al.
(2002) relataram lipase com pH 6timo entre 2 e 3 produzida pelo Aspergillus Niger
por FES. Também é possivel encontrar na literatura observacdes de lipase com pH
o6timo em meio alcalino, como o caso da enzima produzida por Pseudomonas
fluorescens (KULKARNI; GRADE, 2002).
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Atividade hidrolitica (U/mL)

Figura 11 — Atividade de hidrélise obtida nos ensaios para determinacdo de pH 6timo da lipase
produzida pelo microrganismo Myceliophthora sp F2.1.3 por FES, medida pelo método

espectrofotométrico.

As atividade hidroliticas medidas nos ensaios de determinacdo da
temperatura 6tima da lipase produzida pelo fungo Myceliophthora sp F2.1.3 estédo

representadas pela Figura 12.

Atividade hidrolitica (U/mL)

30 35 40 45 50 55 60
Temperatura (°C)

Figura 12 — Atividade de hidrélise obtida nos ensaios para determinacdo de temperatura 6tima da
lipase produzida pelo microrganismo Myceliophthora sp F2.1.3 por FES, medida pelo método

espectrofotométrico.

Encontram-se disponiveis na literatura relatos de microrganismos termofilicos
capazes de atuar em uma ampla faixa de temperatura (30-70°C) apresentando boa
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atividade enzimatica e estabilidade térmica (SUN; XU, 2009; CASTRO-OCHOA et al,
2005; LIMA et al., 2004).

A enzima produzida pelo fungo Myceliophthora sp F2.1.3 apresentou
temperatura Otima de catalise na faixa de 35 a 45°C, onde exibiu maior atividade
hidrolitica. Acima de 45°C a atividade lipolitica diminui drasticamente, provavelmente

devido a desnaturacdo da enzima causada pelo aumento da temperatura.

5.2. Producdo de lipase pelo Thermomyces lanuginosus TO-05 e
Myceliophthora sp F2.1.3 em funcéao do tempo.

A produgédo de lipases dos fungos Thermomyces lanuginosus TO-05 e
Myceliophthora sp F2.1.3 foi realizada pelo método da fermentacdo em estado
sélido, conforme descrito no item 4.5, realizando-se as extracdes enzimaticas a cada
24 horas para a determinacao do melhor tempo de fermentacéo para a producédo do
extrato enzimatico.

A Figura 13 mostra a producéo de lipase pelo Thermomyces lanuginosus TO-
05 e Myceliophthora sp F2.1.3 em funcdo do tempo utilizando a fermentacdo em
estado solido (FES). Através dela é possivel observar uma grande diferenca de
atividade hidrolitica entre as lipases produzidas pelos microrganismos, o
Myceliophthora sp F2.1.3 apresentou pico de producdo em 96 horas de fermentacao
com atividade hidrolitica igual 6,75 U/mL, ja o TO-05 apresentou uma atividade
hidrolitica de 0,35 U/mL, sendo 19 vezes menor que a apresentada pelo
Myceliophthora sp F2.1.3, no mesmo tempo de fermentacéo.
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Figura 13 — Producéo de lipase pelo Thermomyces lanuginosus TO-05 e Myceliophthora sp F2.1.3
em fungéo do tempo através da fermentacdo em estado sélido com bagaco de cana de agucar. A

atividade foi medida pelo método espectrofotométrico utilizando o p-NPP como substrato.

A producdo de lipase foi baixa se comparada aos valores encontrados na
literatura, para o Rhizopus homothallicus sua melhor produtividade foi de 595 U/g
(RODRIGUEZ et al., 2006) e Rhizopus chinensis em torno de 570 U/g (SUN; XU,
2008). Entretanto, para o Bacillus megaterium a atividade hidrolitica encontrada foi
de 36 U/mg (LIMA et al., 2004) e para o Thermomucor indicae-seudaticae N31 de
3,04 U/g de atividade lipolitica (FERRAREZI, 2010).

5.3. Precipitacao e concentracdo de proteinas.

As lipases produzidas pelos fungos Thermomyces lanuginosus TO-05 e
Myceliophthora sp F2.1.3 em FES foram submetidas a precipitagdo com etanol (item
4.7). Observando-se os dados de precipitacdo com etanol (Tabela 6) nota-se que
para o fungo Myceliophthora sp F2.1.3, 67% de alcool apresentou o maior
rendimento e o melhor fator de purificacdo, 71 e 346%, respectivamente.

Para o T. lanuginosus TO-05 foi possivel observar o maior rendimento (6%),
maior atividade especifica (49 U/ug) e maior fator de purificacdo (0,40) utilizando-se
também 67% de etanol

Vale destacar que ndo houve perda significativa de atividade pela lipase
produzida pelo Myceliophthora sp F2.1.3 mesmo quando se utilizou concentracbes
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maiores de solvente (80%), indicando que a mesma pode ser tolerante a solventes
organicos, sendo assim a enzima detentora de uma caracteristica relevante para
algumas aplicacdes industriais. A mesma caracteristica ndo foi observada para
lipase de T. lanuginosus TO-05, que apresentou perda de atividade e foi sensivel ao

solvente organico.

35



Tabela 6 — Precipitacdo com etanol dos extratos brutos das lipases produzidas pelos microrganismos
Thermomyces lanuginosus TO-05 e Myceliophthora sp F2.1.3 por FES.

Atividade Atividade

Precipitacédo Proteina Lipolitica Especifica Fator de Rendimento
Total (MQ) Total (U) (U.ug™ Purificacdo (%)
F2.1.3
Extrato Bruto 0,0512 12 236 1 100
50% 0,0051 31 6104 26 258
67% 0,0025 42 16727 71 346
75% 0,0286 28 980 4 231
80% 0,0227 23 994 4 187
TO-05
Extrato Bruto 0,0473 6 128 1 100
50% 0,0042 0,11 26 0,2 2
67% 0,0068 0,33 49 0,4 6
75% 0,0076 0,30 39 0,3 5
80% 0,0105 0,40 36 0,3 6

Os extratos enzimaticos brutos foram concentrados por ultrafiltracéo utilizando
o sistema QuixStand™ Benchtop (item 4.9) e para verificar a eficiencia do
procedimento foram realizadas medidas das atividades hidroliticas por determinacéo
espectrofotométrica conforme item 4.11.1.

Os extratos enzimaticos brutos produzidos pelos fungos Myceliophthora sp
F2.1.3 e T. lanuginosus TO-05 foram concentrados 10 vezes e a precipitacdo com
etanol foi realizada utilizando 5 mL dos extratos brutos e concentrados
ressuspendendo o precipitado em 0,5 mL de tampao fosfato de sédio 0,05 M pH 7.

A Figura 14 mostra o efeito dos métodos utilizados para a concentracdo dos
extratos enzimaticos brutos dos fungos Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces

lanuginosus TO-05 sobre as respectivas atividades de hidrélise.
36



Foi possivel verificar que a ultrafiltracéo do extrato bruto do Myceliophthora sp
F2.1.3 aumentou em 8,8 vezes a atividade hidrolitica, enquanto que com a
precipitacdo dos extratos bruto e concentrado, a atividade de hidrélise aumentou 18

vezes.

35 -+

30 ~

20 -
mF2.1.3

15 -
mTO-05

10 -

Atividade hidrolitica (U/mL)

1 2 3 4
Tipo de concentragao

Figura 14 — Atividade lipolitica de hidrdlise, determinada por espectrofotometria, em relacdo aos
diferentes métodos de concentragdo dos extratos enzimaticos brutos produzidos pelos
microrganismos F2.1.3 e TO-05. (1) Extrato bruto, (2) extrato concentrado, (3) precipitado do extrato

bruto e (4) precipitado do extrato concentrado.

Para o T. lanuginosus TO-05, o extrato bruto ap6s o procedimento da
ultrafiltracdo teve um aumento de 7,2 vezes em sua atividade hidrolitica e com a
precipitagdo utilizando etanol, o aumento foi de 4,4 vezes. Enquanto que com a
precipitacdo do extrato concentrado, a atividade hidrolitica aumentou 2 vezes.

Assim como observado no experimento de precipitacdo de proteinas, a lipase
do Myceliophthora sp F2.1.3 se mostrou resistente ao etanol, tornando o
procedimento de precipitacdo um bom método para se obter material com maior
atividade enziméatica. Enquanto que os ensaios com as lipases do T. lanuginosus
TO-05 evidenciam que a ultrafiltracdo € o melhor caminho para se obter extratos

enzimaticos com maior atividade lipolitica.
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5.4. Determinacdo da atividade hidrolitica das hifas imobilizadas dos

microrganismos Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces lanuginosus TO-05.

Apés a imobilizagdo das hifas dos fungos Myceliophthora sp F2.1.3 e T.
lanuginosus TO-05 em bucha vegetal, bagaco de cana de agucar e farelo de soja,
conforme descrito no item 4.6, determinou-se a atividade hidrolitica de cada suporte
fermentado atravées do método espectrofotométrico utilizando 10 mg de hifas
imobilizadas.

A Figura 15 ilustra a atividade de hidrélise obtida de cada material
fermentado. As hifas imobilizadas em bagaco de cana de aclUcar apresentaram as
maiores atividades hidrolitica para os microrganismos Myceliophthora sp F2.1.3 e T.
lanuginosus TO-05, 12 e 6 U/g respectivamente. As hifas imobilizadas do fungo TO-
05 em bucha vegetal apresentou a menor atividade de hidrdlise entre os suportes
utilizados pelo microrganismo, 0,24 U/g, provavelmente devido a baixa adesdo de
hifas na bucha vegetal e possivel lixiviacao durante o procedimento de lavagem do
material ap6s a fermentacdo para a retirada de compostos remanescentes do

processo, situacdo que pode ser observada na Figura 16.
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Figura 15 — Atividade hidrolitica determinada pelo método espectrofotométrico das hifas fungica
imobilizadas obtidas com a fermentacdo dos microrganismos Myceliophthora sp F2.1.3 e
Thermomyces lanuginosus TO-05 utilizando como suporte a (1) bucha vegetal, (2) bagaco de cana-

de-acucar e (3) farelo de soja.
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Vale ressaltar que as hifas imobilizadas do T. lanuginosus TO-05, mesmo
apos os procedimentos de lavagem com n-hexano e a liofilizacdo do material
fermentado, as enzimas estavam ativas e as hifas ainda estavam aptas ao

crescimento, como pode ser observado na Figura 17.

Figura 16 — Hifas imobilizadas dos microrganismos (a) Myceliophthora sp F2.1.3 e (b) Thermomyces

lanuginosus TO-05 em bucha vegetal.

Figura 17 — Placa de Petri com meio Sabouraud contendo material fermentado do fungo

Thermomyces lanuginosus TO-05 em farelo de soja.
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Para a imobilizacdo em esferas de quitosana (Figura 18) foram utilizados
somente 0s extratos enzimaticos que apresentaram maior atividade hidrolitica
(precipitado do extrato bruto do fungo Myceliophthora sp F2.1.3 e precipitado do
extrato concentrado do Thermomyces lanuginosus TO-05). O rendimento obtido
para a imobilizacdo em quitosana das lipases extracelulares de Myceliophthora sp
F2.13 e T. lanuginosus TO-05 foram de 49 e 52%, respectivamente.

Figura 18 — Esferas de quitosanas apds a imobilizacdo das lipases dos microrganismos (a)
Thermomyces lanuginosus TO-05 e (b) Myceliophthora sp F2.1.3.

A determinacado da atividade de hidrélise das imobilizacdes em quitosana foi
realizada, porém estas ndo apresentaram atividade quando colocadas no meio
reacional. Ao invés de se observar a coloragcdo amarela caracteristica da formacao
de p-nitrofenol em solugcdo, notou-se que a mistura ficou esbranquicada,
impossibilitando a quantificacdo da atividade hidrolitica pelo método

espectrofotométrico.

5.5 Resultados obtidos na quantificacdo da atividade de lipase hidrolitica
por titulometria utilizando as hifas imobilizadas dos microrganismos

Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces lanuginosus TO-05
A atividade hidrolitica das hifas imobilizadas dos microrganismos

Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces lanuginosus TO-05 foram determinadas

pelo método titulométrico e sdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7 — Atividade de hidrélise das hifas imobilizadas dos microrganismos Myceliophthora sp

F2.1.3 e Thermomyces lanuginosus TO-05 determinadas pelo método titulométrico.

Microrganismo e tipo de suporte Atividade de hidrolise (U/g)
F2.1.3 — Bucha vegetal 11,56 £ 0,13
F2.1.3 — Farelo de soja 12,94 + 0,14
F2.1.3 — Bagaco de cana de acucar 10,22 £ 0,24
TO-05 — Bucha vegetal 14,64 £ 0,19
TO-05 — Farelo de soja 14,94 + 0,04
TO-05 — Bagaco de cana de acglcar 13,73 £ 0,09

A hifa imobilizada em farelo de soja do microrganismo Thermomyces
lanuginosus TO-05 apresentou maior atividade de hidrolise, 14,94 U/g, seguida das
imobilizacdes realizadas em bucha vegetal e em bagaco de cana de aclUcar com
14,64 Ulg e 13,73 U/g, respectivamente.

O microrganismo Myceliophthora sp F2.1.3 exibiu maior atividade hidrolitica
com sua hifa imobilizada em farelo de soja, 12,94 U/g. As hifas imobilizadas do
microrganismo Myceliophthora sp F2.1.3 em bucha vegetal apresentou atividade de
hidrélise de 11,56 U/g e em bagaco de cana de acucar de 10,22 U/g.

Ferrarezi (2010) estudou a imobilizacdo das hifas fungicas em bucha vegetal
por fermentacédo submersa de seis linhagens fungicas, entre elas os microrganismos
Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces lanuginosus TO-05 que apresentaram
atividade hidrolitica de 168 e 128 U/g de biomassa seca, respectivamente.

O procedimento de imobilizacdo de hifas fangicas mostrou-se viavel e com

possibilidades de aplicacbes em outros processos enzimaticos.

5.6. Resultados obtidos com os ensaios da atividade de esterificagao
utilizando as hifas e lipases imobilizadas dos microrganismos Myceliophthora

sp F2.1.3 e Thermomyces lanuginosus TO-05.
A Tabela 8 apresenta as atividades de esterificacdo obtidas com as hifas e

enzimas imobilizadas dos fungos Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces

lanuginosus TO-05 determinadas pelo método titulométrico.
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Tabela 8 — Atividade de esterificacdo das hifas e lipases imobilizadas dos microrganismos
Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces lanuginosus TO-05 determinadas pelo método

titulométrico.

Microrganismo e tipo de suporte Atividade de esterificacao (U/g)
F2.1.3 — Bucha vegetal 6,90 + 6,45
F2.1.3 — Farelo de soja 4,70 £ 4,76
F2.1.3 — Bagaco de cana de acucar 9,50 + 4,36
F2.1.3 — Quitosana 63,25 +4,74
TO-05 — Bucha vegetal 6,89 + 1,69
TO-05 — Farelo de soja 4,71 +£1,62
TO-05 — Bagaco de cana de acucar 106,59 + 2,93
TO-05 - Quitosana 96,74 £ 1,05

A maior atividade de esterificacdo foi obtida com a imobilizacdo de hifas em
bagaco de cana de acucar do fungo T. lanuginosus TO-05, que foi de
aproximadamente 107 U/g. As lipases imobilizadas em quitosana de ambos o0s
fungos também apresentaram atividades de esterificacdo significantes, 96,74 U/g
pelo Thermomyces lanuginosus TO-05 e 63,25 U/g pelo Myceliophthora sp F2.1.3.

Porém, mesmo com alguns resultados expressivos, as determinacdes das
atividades de esterificagcdo apresentaram grandes desvios padrdo, o que mostra
pouca reprodutibilidade no experimento realizado provavelmente devido ao acumulo
de acido graxo na ponte salina do eletrodo, dificultando a mobilidade iénica do
sistema. E a possibilidade da lipase ter sofrido algum tipo de inibicdo causada pelo
acido oléico.

5.7. Resultados obtidos com os ensaios de transesterificacdo utilizando
as hifas e lipases imobilizadas dos microrganismos Myceliophthora sp F2.1.3 e
Thermomyces lanuginosus TO-05.

Nos ensaios padrdo de transesterificacdo foram avaliados os materiais
fermentados (bucha, bagaco de cana de acUcar e farelo de soja) e as lipases
imobilizadas em quitosana. Para a imobilizagdo em quitosana, foram utilizados
somente 0s extratos enzimaticos, analisados na etapa de precipitacdo e
concentracdo, que apresentaram maior atividade hidrolitica (precipitado do extrato

bruto do fungo F2.1.3 e precipitado do extrato concentrado do fungo TO-05).
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Este ensaio foi realizado para verificar qual microrganismo e o tipo de
imobilizagdo que seria usado no planejamento fatorial (DCCR). A Tabela 9 mostra os
rendimentos das reacdes de transesterificacdo (item 4.8) com 0s materiais
fermentados e enzimas imobilizadas em quitosana, determinados através da

cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (GC-FID).

Tabela 9 — Rendimentos obtidos nas reaces de transesterificacdo com os materiais fermentados e
enzimas imobilizadas em quitosana dos microrganismos Myceliophthora sp F2.1.3 e Thermomyces
lanuginosus TO-05.

Suporte Bagaco de

Bucha vegetal Farelo de soja Quitosana

Microrganismo cana de acucar

F2.1.3 1,68% 1,57% 1,56% 1,59%
TO-05 1,56% 1,76% 7,19% 3,21%

Neste experimento foi possivel visualizar que com as imobilizacdes em farelo
de soja e quitosana das hifas e enzimas do microrganismo Thermomyces
lanuginosus TO-05, obteve-se 0os maiores rendimentos de ésteres etilicos, 7,2% com
as hifas imobilizadas e 3,2% com as enzimas imobilizadas em quitosana.

Também foi realizado nos ensaios para determinacdo da transesterificacao
(item 4.12) o uso alcool etilico comercial na sintese de biodiesel. Utilizando a enzima
comercial LTL, o rendimento da sintese de ésteres etilicos foi de 49,7% e com a hifa
imobilizada em farelo de soja do fungo Thermomyces lanuginosus TO-05, 2,8%.

Os célculos de rendimento de ésteres etilicos foram realizados com o auxilio
da curva de calibracdo construida utilizando octanol como padréo interno e solugées
padrdao de palmitato de etila, oleato de etila, linoleato de etila e linolenato de etila
(Figura 19 e Figura 20).
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Figura 19 — Curva de calibracdo obtida com os padrdes de palmitato de etila, oleato de etila, linoleato

de etila e linolenato de etila utilizando octanol como padréo interno.

Figura 20 — Cromatograma obtido com a injecdo de uma das solu¢Bes padrdo preparada para

construcdo da curva de calibracéo.
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5.8. Resultado obtido na produc¢éo de biodiesel etilico em fluxo continuo.

A producédo de biodiesel etilico em sistemas de fluxo continuo reduziria os
custos operacionais de sua producdo. Como resultado, reatores com essa
caracteristica vem sendo amplamente estudados utilizando enzimas imobilizadas em
suportes ou hifas imobilizadas como biocatalisadores (FIJERBAEK et al.,, 2009;
HAMA et al., 2007).

Neste trabalho, a producéo de biodiesel etilico em fluxo continuo também foi
avaliada, e com o experimento foi obtido um rendimento de 2,35% na sintese de
ésteres etilicos.

O baixo rendimento provavelmente deve-se a sensibilidade da hifa
imobilizada do fungo Thermomyces lanuginosus TO-05 ao alcool, uma vez que a
razdo molar de oleo:alcool utilizada para este ensaio foi de 1:6. Também néo se
descarta a possibilidade da obtencdo de maiores rendimentos na sintese de
biodiesel em fluxo continuo com o tratamento das hifas imobilizadas utilizando uma
solucdo de glutaraldeido, por exemplo, procedimento utilizado em muitos trabalhos
(HAMA et al., 2007) e nao realizado neste ensaio.

Um dos problemas reportados na producéo de biodiesel em fluxo continuo é a
adsorcdo de glicerol no leito onde se encontra o biocatalisador imobilizado,
causando a inibicdo da atividade enzimatica.

Jachmanian et al. (2010) relatou que a otimizacdo da composicdo do meio
reacional (razdo molar oleo:alcool:solvente), adicdo de silica gel e utilizacdo de
solventes sdo algumas das solucdes para o problema de inativacdo da enzima

causada pelo glicerol.

5.9. Resultados obtidos com o Delineamento composto central
rotacional (DCCR) na sintese de biodiesel.

O delineamento experimental fatorial, DCCR 2* composto de 8 ensaios axiais
e 4 repeticbes no ponto central, totalizando 28 ensaios, foi realizado com o intuito de
maximizar parametros como temperatura (T), razdo molar 6leo:alcool (RM),
guantidade de enzima (QE) em relacdo ao meio reacional e quantidade de solvente
(S) na sintese de ésteres etilicos utilizando como catalisador a enzima comercial LTL
e a hifa imobilizada em farelo de soja do microrganismo Thermomyces lanuginosus
TO-05 (Figura 21).
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Figura 21 — Sobreposicao de cromatogramas obtidos de uma solucéo padrao e biodiesel etilico
produzido com enzima comercial (LTL) e hifa imobilizada em farelo de soja do microrganismo

Thermomyces lanuginosus TO-05.

Os resultados obtidos com os planejamentos experimentais para a sintese de
biodiesel etilico utilizando a enzima comercial de Thermomyces lanuginosus (LTL) e
as hifas imobilizadas em farelo de soja do microrganismo Thermomyces lanuginosus

TO-05 estao apresentados nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.
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Tabela 10 — Matriz do planejamento experimental completo (valores reais e codificados) com os

rendimentos das reacfes de transesterificagdo com a enzima comercial LTL em 24 horas.

Ensaio Temperatura Razdo Molar Enzima Solvente Rendimento
(°C) (6leo:élcool) (%) (6leo:hexano) (%)
1 37,5 (-1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 74,97
2 52,5 (1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 62,20
3 37,5 (-1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 44,96
4 52,5 (1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 21,67
5 37,5 (-1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 62,89
6 52,5 (1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 63,52
7 37,5 (-1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 75,02
8 52,5 (1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 45,85
9 37,5 (-1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:1,5 (1) 69,87
10 52,5 (1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:1,5 (1) 67,19
11 37,5 (-1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:1,5 (1) 45,10
12 52,5 (1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:1,5 (1) 30,38
13 37,5 (-1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 60,75
14 52,5 (1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 64,56
15 37,5 (-1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 74,39
16 52,5 (1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 46,02
17 30 (-2) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 62,04
18 60 (2) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 57,67
19 45 (0) 1:3 (-2) 5,5 (0) 1:1 (0) 83,72
20 45 (0) 1:9 (2) 5,5 (0) 1:1 (0) 66,00
21 45 (0) 1:6 (0) 1(-2) 1:1 (0) 25,76
22 45 (0) 1:6 (0) 10 (2) 1:1 (0) 39,92
23 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:0 (-2) 59,34
24 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:2 (2) 75,32
25 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 75,91
26 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 68,89
27 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 79,70
28 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 59,93
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Tabela 11 — Matriz do planejamento experimental completo (valores reais e codificados) com os

rendimentos das reagcBes de transesterificacdo com a hifa imobilizada em farelo de soja do

microrganismo TO-05 em 96 horas.

Ensaio Temperatura Razao Molar Enzima Solvente Rendimento
(°C) (6leo:élcool) (%) (6leo:hexano) (%)
1 37,5 (-1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 5,88
2 52,5 (1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 4,03
3 37,5 (-1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 5,51
4 52,5 (1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:0,5 (-1) 3,81
5 37,5 (-1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 7,09
6 52,5 (1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 6,11
7 37,5 (-1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 7,14
8 52,5 (1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:0,5 (-1) 6,01
9 37,5 (-1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:1,5 (1) 4,56
10 52,5 (1) 1:4,5 (-1) 3,25 (-1) 1:1,5 (1) 4,10
11 37,5 (-1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:1,5 (1) 4,11
12 52,5 (1) 1:7,5 (1) 3,25 (-1) 1:1,5 (1) 3,75
13 37,5 (-1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 551
14 52,5 (1) 1:4,5 (-1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 3,76
15 37,5 (-1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 6,20
16 52,5 (1) 1:7,5 (1) 7,75 (1) 1:1,5 (1) 3,64
17 30 (-2) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 4,79
18 60 (2) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 3,66
19 45 (0) 1:3 (-2) 5,5 (0) 1:1 (0) 10,77
20 45 (0) 1:9 (2) 5,5 (0) 1:1 (0) 7,45
21 45 (0) 1:6 (0) 1(-2) 1:1 (0) 4,00
22 45 (0) 1:6 (0) 10 (2) 1:1 (0) 11,04
23 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:0 (-2) 3,96
24 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:2 (2) 6,55
25 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 10,35
26 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 8,58
27 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 9,01
28 45 (0) 1:6 (0) 5,5 (0) 1:1 (0) 6,69
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Através dos resultados dos planejamentos foi possivel determinar os
coeficientes de regresséao, calcular as variancias e construir as curvas de contorno
para os rendimentos das reacoes de sintese de ésteres etilicos.

As equacdes dos coeficientes de regressao estatisticamente significativos
para os experimentos com a enzima comercial (Y1) e as hifas imobilizadas em farelo

de soja (Y2) sao:
Y1=67,03-5,22T—7,00 RM + 4,79 QE — 9,31 QE? - 4,66 T RM + 6,98 RM QE

Y2 =7,87+0,99 QE — 1,22 T> - 0,96 S?

As variaveis estudadas, com os parametros estatisticamente significativos,
nos experimentos com a enzima comercial LTL e com a hifa imobilizada em farelo de
soja do fungo Thermomyces lanuginosus TO-05 apresentaram porcentagem de
variagao de 82,70 e 63,36%, respectivamente.

Observou-se através das curvas de contorno (Figura 22) para o rendimento
da producédo de biodiesel relacionando a temperatura, razdo molar e quantidade de
enzima, que a enzima comercial LTL é mais eficiente na sintese de ésteres etilicos
quando opera em misturas reacionais com baixas concentracbes de alcool e

temperaturas abaixo de 45°C.

Figura 22 — Curvas de contorno para o rendimento da sintese de biodiesel utilizando a enzima
comercial LTL em funcéo da (a) quantidade de enzima e razdo molar e (b) quantidade de enzima e

temperatura.

Os baixos rendimentos das reacdes de transesterificagcdo com razdes molares
acima de 1:4 de Oleo:alcool e temperaturas acima de 45°C provavelmente foi
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causado pela desnaturacéo da enzima. Alcoois sdo fortes agentes desnaturantes e
inativam as enzimas (NELSON et al.,, 1996), colocando o rendimento geral da
reagao por catalise enzimatica dependente da resisténcia da enzima a concentragao
de alcool (HAAS et al., 2002). Muitos pesquisadores reconheceram que a
determinacdo da razdo molar oOleo:alcool é um dos principais fatores que afetam a
producdo de biodiesel (LEUNG et al., 2010; LEUNG e GUO, 2006; ZHANG et al.,
2003).

A influéncia da temperatura nas reacbes de biodiesel é outro fator muito
estudado, pois 0 aumento da temperatura de reacdo diminui a viscosidade de 6leos
e resulta em maiores taxa de conversdao de ésteres alquilicos. No entanto,
temperaturas além do nivel 6timo diminui o rendimento da sintese de biodiesel,
acelerando reacbes de saponificacdo dos triglicerideos, evaporacao do &lcool
reagente e afetando a estabilidade do biocatalisador enzimatico, podendo causar a
desnaturacao da enzima (EEVERA et al., 2009; LEUNG; GUO, 2006).

O fungo Thermomyces lanuginosus TO-05 se mostrou promissor devido aos
resultados adquiridos através planejamento experimental das rea¢fes de producao
de biodiesel etilico com o uso das hifas imobilizadas em farelo de soja. Rendimentos
na sintese de biodiesel maiores que 10% foram obtidos, apesar de ndo serem tao
expressivos quanto os relatados na literatura (TAMALAMPUDI et al., 2008; HAMA et
al., 2006; BAN et al., 2001), o fato do material fermentado n&o ter recebido algum
tratamento de ativagdo (com o glutaraldeido, por exemplo) como nos relatos deve
ser levado em consideracéo.

As curvas de contorno para o rendimento da sintese de biodiesel com as hifas
imobilizadas do microrganismo Thermomyces lanuginosus TO-05 foram construidas
em funcdo das variaveis com parametros estatisticamente significativos e estao
representadas na Figura 23.

A producdo de biodiesel etilico utilizando as hifas imobilizadas do fungo
Thermomyces lanuginosus TO-05 mostrou-se dependente das variaveis
temperatura, quantidade de enzima e solvente. E analisando as curvas de contorno
pode-se verificar uma regido otima compreendida entre temperatura 37 e 52°C,
guantidade de solvente entre 1:.0,5 e 1:1,5 de oOleo:hexano (v/v) e quantidade de

enzima entre 5,5 e 10% em relacdo ao meio reacional.
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Figura 23 — Curvas de contorno para o rendimento da sintese de biodiesel utilizando as hifas
imobilizadas do fungo Thermomyces lanuginosus TO-05 em funcéo da (a) temperatura e quantidade

de enzima e (b) solvente e quantidade de enzima.

Também foi observado nos ensaios com as hifas imobilizadas do
Thermomyces lanuginosus TO-05 que razdes molares acima de 1:4 de 6leo:alcool
diminuem o rendimento da sintese de ésteres etilicos.

Encontram-se disponiveis na literatura muitos trabalhos que relatam a
importancia de se utilizar solventes organicos nas reacfes do biodiesel (ANTCZAK
et al., 2009; ROYON et al., 2007; LI et al., 2006), situacdo que foi observada neste
trabalho com o uso do hexano no meio reacional.

Antczak et al. (2004) relataram que o uso de solvente organico apolar na
sintese de biodiesel por catalise enzimatica garante a solubilidade dos substratos e
a protecdo das enzimas da desnaturacdo devido as altas concentracfes de alcoois.
E que em alguns casos, o sistema ideal para a reagdo enzimética consiste em uma

mistura de solventes organicos.

5.10. Resultados obtidos utilizando enzima comercial do microrganismo
Thermomyces lanuginosus (LTL).

O estudo das condi¢des da reacdo de transesterificacdo € fundamental para
uma alta eficiéncia catalitica. Essa analise aliada a imobilizacdo tem o intuito de
diminuir os custos do biocatalisador e tornando-o competitivo aos catalisadores
guimicos (BAJAJ et al., 2010).

Os resultados obtidos com a enzima comercial LTL que serdo apresentados a
partir deste item, foram realizados com o intuito de verificar a reprodutibilidade dos
resultados apresentados no DCCR e estudo de outras variaveis na sintese de

biodiesel.
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5.11. Efeito da temperatura na producéo de biodiesel

A temperatura de reagcdo é um dos fatores que influenciam o rendimento da
producgéo de biodiesel catalisado por enzimas. Desse modo, a fim de estabelecer a
melhor temperatura de reagdo enzimatica, variou-se a temperatura da reacao
utilizando 6leo de soja e etanol anidro (razdo molar 1:3 de 6éleo:alcool em hexano,
5% de catalisador a 150 rmp), de 35 a 55°C.

De acordo com a Figura 24, observou-se um maior rendimento (77%) a 35°C,
a partir desse valor o rendimento decresceu a 30% em 55°C apds 24 h de reacao.
YU et al. (2010) encontraram a temperatura de 40°C como sendo temperatura 6tima
para a producdo do biodiesel metilico quando usaram 6leo de soja com a enzima
Novozyme 435. Khor et al. (2010) observaram que 40°C foi a temperatura 6tima para
a catélise da LTL (Novozymes), para a producdo de metil ésteres com 6leo de
palma. Dizge e Keskinler (2008) também obtiveram os mesmos resultados para essa

enzima, na conversdo de metil ésteres utilizando 6leo de canola.
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Figura 24 — Efeito da temperatura na producéo de biodiesel. Condigbes: As reagfes foram realizadas
em hexano, 1:3 (6leo de soja:etanol anidro), 5% da LTL a 150 rpm. A variou-se a temperatura de 35 a
60°C. (m) 12 h de reacéo; (o) 24 h de reacao.

A literatura também apresenta resultados de temperaturas étimas menores
gue a obtida neste trabalho. Rodrigues e Ayub (2010) testaram a associacao da LTL

com outra enzima comercial e observaram que com 0Oleo de soja e etanol, a reacao
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de transesterificacdo foi melhor a 30°C, resultando em valores de converséo da
ordem de 90% de ésteres etilicos. Hernandez-Martin e Otero (2008) também
observaram que com o aumento da temperatura a conversao de metil ésteres pelas
enzimas Lipozyme (TL IM) e Lipozyme (RM IM) diminuiu, sendo a temperatura 6tima
de 25°C para ambas as enzimas.

A temperatura 6tima (35°C) obtida neste experimento estd um pouco diferente
dos observados na literatura, mesmo aqueles que usaram a mesma enzima. Uma
explicacdo pode ser o fato que neste trabalho utilizou-se uma mistura reacional
diferente (6leo de soja e etanol), na maioria dos trabalhos relatados foi empregado o
metanol como substrato. A diminuicdo da atividade lipasica acima de 40°C,
geralmente ocorre devido a desnaturacdo da enzima, o calor induz a quebra das
interacdes nao covalentes levando a uma desestruturacdo da proteina (YADAV e
LATHI, 2006).

5.12. Efeito da variacdo da razdo molar 6leo:alcool na producao de
biodiesel.

A variacdo da concentracdo do substrato tem um efeito significativo no
rendimento da reacdo de producédo de biodiesel (YU et al., 2010). Assim, variou-se a
razdo dos substratos (6leo:etanol anidro) de 1:3 a 1:12 em hexano, mantendo-se a
concentragédo da enzima constante a 5%. De acordo com a Figura 25, observou-se
que acima da razdo 1:3 houve uma diminuicdo do rendimento da reacéo,
proporcional ao aumento da quantidade de alcool.

YU et al. (2010) encontraram a razdo de 1:6 para a enzima da Novozym 435
imobilizada sob agitagdo e irradiagdo de ultrassom. Soumanou e Bornscheuer
(2003) sugeriram a inibicdo por metanol a uma concentracdo acima de 1:3. No
entanto, outros autores obtiveram uma razdo molar 6tima em 1:15 utilizando t-
butanol como solvente, diminuindo o efeito inibitério do metanol (CHATTOPADHYAY
et al., 2011).
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Figura 25 - Efeito da variacdo da razdo molar 6leo:alcool na producéo de biodiesel. Condi¢cBes: As
reacOes foram realizadas em hexano, 6leo de soja, etanol anidro, 5% da LTL a 35°C e 150 rpm.

Variou-se a razao molar de 6leo:etanol anidro de 3 a 12. (m) 12 h de reacao; (o) 24 h de reagéo.

O resultado obtido neste trabalho sugere que maiores concentracdes de
etanol podem causar um efeito inativador da lipase, resultando em menor
rendimento. Assim, a razdo 1:3 (6leo/etanol) com rendimento de 89% foi a condi¢éo

Otima de reacédo para esta enzima.

5.13. Efeito da quantidade de enzima na producéo de biodiesel.

Neste ensaio a mistura reacional foi composta de 6leo de soja e etanol anidro
na proporcdo de 1:3 em hexano a 35°C e 150 rpm, variando a concentragao de
enzima de 1 a 7,5% (m/m). A quantidade da enzima na reacao também influencia o
rendimento da producao de biodiesel.

De acordo com a Figura 26, o melhor resultado foi observado quando se
utilizou 5% de catalisador resultando em 77% de conversdo. Chattopadhyay et al.
(2011) relataram 70% de conversdao em 4h de reacdo empregando concentracdes
na faixa de 5-2% de enzima. Lee et al. (2011) empregando enzimas de Candida
rugosa (CRL, Sigma) e Rhizopus oryzae (ROL, Fluka) verificaram que o rendimento
da producdo de ésteres metilicos aumentou com o aumento da concentracdo das

enzimas, sendo 20% a concentracdo Otima dessas enzimas na reacao.
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Figura 26 - Efeito da quantidade de enzima na produc¢éo de biodiesel. Condi¢des: As reacfes foram
realizadas em hexano, 1:3 (6leo de soja:etanol anidro) a 35°C e 150 rpm. A quantidade de enzimas
foi variada de 1 a 7,5% (m/m). (1) 1% de enzima, (2) 2,5% de enzima, (3) 5% de enzima; (4) 7,5% de

enzima.

Yu e colaboradores (2010) também observaram que a conversdo de metil
éster na presenca de Novozyme 435 sob irradiacdo de ultrassom aumentou com o
aumento da concentracdo da enzima na faixa de 0 a 10%.

Neste trabalho, uma provavel explicacdo para a reducédo do rendimento com
concentracdo da enzima acima de 5% seria uma distor¢cdo na propor¢ado adequada
da mistura reacional e adsorcdo de glicerol no suporte da enzima, o que

possivelmente causou a inativacao do catalisador.

5.14. Efeito do tipo de 6leo na producéo de biodiesel.

As reac0Oes de sintese de biodiesel foram conduzidas em hexano, razao molar
Oleo:alcool 1:3, 5% de TL a 35°C e 150 rpm. O tipo de 06leo utilizado na obtencao de
biodiesel por catalise enzimatica é outra variavel importante, ja que diferentes 6leos
apresentam composicdes de acidos graxos diferentes. Essa composicado pode afetar
a catalise devido a especificidade da enzima. Por outro lado, o custo do Oleo
representa 70% do custo do biodiesel produzido. Desse modo, os Oleos mais
adequados sédo aqueles originados de cultura de maior produtividade visando a

diminuicao dos custos (ROBLES-MEDINA et al., 2009).
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No Brasil, o 6leo de soja é um dos mais abundantes, por isso foi o principal
Oleo utilizado neste trabalho. Os dados obtidos nos ensaios experimentais variando-
se o tipo de Oleo vegetal na producédo do biodiesel estdo representados na Figura
27. Os oOleos de soja e de oliva apresentaram maiores rendimentos nas primeiras 12

horas de reagéo, 89 e 88% respectivamente.
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Figura 27 - Efeito do tipo de 6leo na producéo de biodiesel. Condi¢des: As reacbes foram realizadas
em hexano, 1:3 (6leo:etanol anidro), 5% de LTL a 35°C e 150 rpm. Os 6leos usados foram algodéo,

canola, soja, girassol e oliva.

Apos 24 horas de reagdo os melhores rendimentos foram observados para o
0leo de oliva seguido pelo de soja e de algoddo, 96, 92 e 91% respectivamente.
Royon et al. (2007) obtiveram uma conversdo de 90% utilizando 6leo de algodao e
metanol na reacdo catalisada pela enzima Novozym 435. Utilizando a TL na
etandlise do Oleo de soja, outros autores obtiveram 83% de conversao
(RODRIGUES; AYUB, 2010).

5.15. Efeito do tipo de alcool na producéo de biodiesel.

Os experimentos realizados para a verificacdo do efeito do tipo de alcool na
reacdo de transesterificacdo do biodiesel de 6leo de soja foram conduzidos em
hexano, razdo molar 1:3 de dleo:alcool, 5% de LTL a 35°C e 150 rpm e estdo

apresentados na Figura 28. Liu et al. (2010) reportaram o efeito do tipo de alcool na
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taxa de conversdo por trés diferentes lipases comerciais, concluindo ser um fator

muito importante para a producéo de biodiesel.
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Figura 28 - Efeito do tipo de &lcool na producdo de biodiesel. Condi¢des: As reagbes foram
realizadas em hexano, 1:3 (6leo:&lcool anidro), 5% da LTL a 35°C e 150 rpm. Os &lcoois utilizados

foram metanol, etanol isopropilico e butanol.

Neste trabalho, os melhores resultados foram atingidos quando se utilizou
alcodis primarios de cadeia curta. O maior rendimento, de 77%, foi obtido com o uso
de etanol anidro. Rodrigues e colaboradores (2010) conseguiram 100% de
conversdo em 10 h de reacéo catalisada pela LTL utilizando etanol e 6leo de soja,
adicionando o etanol em duas etapas.

Para os resultados obtidos com o isopropanol, um alcool secundario, a
conversao foi de apenas 1,4%. Este baixo rendimento provavelmente é devido ao
impedimento estérico, limitando o acesso do substrato ao sito ativo da enzima. O
menor rendimento do metanol em relacdo ao etanol pode ser atribuido a presenca
de &gua, pois nenhuma quantificacdo de agua foi feita para os 6leos utilizados nas
reacfes. Metanol na presenca de agua pode contribuir para a desnaturacdo da
enzima. Em sistemas com etanol, pequenas quantidades de agua sao necessarias

para que se realize a reacao de transesterificacdo (ANTCZAK et al., 2009).
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5.16. Efeito dairradiacdo de ultrassom na produc¢é&o de biodiesel.

A avaliacdo da influéncia da irradiacédo de ultrassom foi realizada com a razao
molar 1:4 de 6leo:alcool, 5% de LTL a 35°C com irradiacdo de ultrassom durante 10
segundos a cada 15 minutos variando a poténcia de 10 a 90%.

Conforme ilustrado na Figura 29, verifica-se um efeito positivo do ultrassom
sobre a atuacdo da enzima, levando a um aumento de 92 para 99% com a
irradiagao do ultrassom. Com o aumento da poténcia de ultrassom observou-se uma
diminuicdo da atividade enzimética. Provavelmente devido a desnaturacdo da
enzima e/ou possivel degradacédo do suporte ao qual a enzima estava imobilizada,

causada pela energia ultrassénica de alta intensidade irradiada pela sonda.
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Figura 29 - Efeito da irradiacdo de ultrassom na producao de biodiesel. Condi¢cdes: As reacdes foram
realizadas em hexano, 1:4 (6leo:etanol anidro), 5% da LTL a 35°C, sob irradiagao ultrassonica de 10

segundos a cada 15 minutos durante 12 h. Variou-se a potencia do ultrassom de 10 a 90%.

Yu et al. (2010) ndo encontraram diferenca significativa na atividade da
enzima variando a poténcia do ultrassom de 40 a 100%. No entanto, esses autores
observaram 96% de conversdo de ésteres metilicos em apenas 4 h combinando
50% de irradiacdo ultrassonica e agitacdo mecanica de 50 rpm.

O aumento da converséo de ésteres com a irradiacdo de ultrassom pode ser
explicado por formar uma mistura uniforme a um micronivel diferente do que
provavelmente ocorre quando se utiliza somente a agitacdo mecéanica ou magnética

(BRADLEY et al., 2003). A enzima também se mostrou mais ativa sob irradiacao
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ultrassbnica. O aumento da movimentacdo das moléculas pode facilitar o acesso do
substrato ao sitio ativo (SHAH, GUPTA, 2008), o que poderia contribuir para
aumentar o rendimento da reacdo de transesterificacdo, conforme verificado neste
trabalho.

O experimento realizado para a avaliagdo do efeito da irradiacdo de ultrassom
na sintese de biodiesel, com o uso de hifas imobilizadas do microrganismo TO-05,
utilizando sonda ultrassdnica e o banho de ultrassom apresentaram rendimentos de
3,51 e 1,73%, respectivamente, de sintese de ésteres etilicos.

A reacdo de transesterificacdo executada no reator com a sonda ultrassénica
teve duracao de 96 horas e exibiu um resultado menor do que os apresentados nos
ensaios sem a irradiacdo de ultrassom. Provavelmente devido a degradacao
observada do suporte ao qual as hifas estavam imobilizadas e causada pela energia
ultrassonica de alta intensidade irradiada pela sonda.

Esta mesma degradacdo do material fermentado foi observada na reacéo de

sintese de biodiesel com o banho de ultrassom.
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6. Conclusoes

A deteccdo de atividade lipolitica com rodamina B mostrou ser um bom
meétodo de selecdo quando se trabalha com grade numero de linhagens fungicas.
Através deste método foram selecionados os microrganismos Myceliophthora sp
F2.1.3 e Thermomyces lanuginosus TO-05 que apresentaram atividade hidrolitica de
3,83 e 0,09 U/mL, respectivamente.

Nos experimentos de precipitacdo e concentracdo de proteinas, a lipase do
fungo Myceliophthora sp F2.1.3 se mostrou resistente ao etanol.

O microrganismo Thermomyces lanuginosus TO-05 apresentou maior
atividade lipolitica quando concentrado por ultrafiltracdo e baixa tolerancia ao etanol,
exibindo perda de atividade hidrolitica.

A imobilizagdo de hifas fungicas mostrou-se um procedimento fécil, barato e
com possibilidade de aplicacdo em outros processos enzimaticos. Esses fatores sao
de grande relevancia, pois diminuem o custo da producao de biocatalisadores.

O planejamento experimental, € sem ddvida alguma, uma poderosa
ferramenta para se chegar as condi¢des otimizadas de um processo e avaliar os
efeitos que os fatores tem sobre as informacfes desejadas. Através do DCCR foi
possivel verificar os efeitos dos parametros utilizados nas reacfes de
transesterificacdo realizadas neste trabalho e determinar as condicbes Otimas
utilizando a lipase comercial LTL e as hifas imobilizadas em farelo de soja do fungo
Thermomyces lanuginosus TO-05.

A irradiacdo ultrassbnica em reacfes catalisadas por enzimas provou ser um
eficiente método para producéo de biodiesel utilizando 6leo de soja, etanol anidro.
Apenas 10% da irradiacao do ultrassom foi suficiente para atingir 99% conversao de
ésteres etilicos em 12h de reagdo, nas seguintes condi¢cfes estabelecidas: razéo
molar 1:4 de 6leo de soja:etanol anidro, 5% de enzima imobilizada LTL, 1:1,5 (v/v)
de hexano como solvente (6leo:solvente), 35 °C a 150 rpm.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a LTL € um eficiente
biocatalisador e que a irradiagdo de ultrassom € uma promissora ferramenta na

producao do biodiesel etilico.

60



7. Sugestdes para trabalhos futuros

» Testar influéncia de diferentes tipos de suportes para imobilizacdo de lipases
e de hifas fungicas.

» Analisar o biodiesel etilico produzido por rota enzimatica através de técnicas

de analises térmicas.

» Verificar o efeito da irradiacdo de ultrassom com banho ultrassonico na

reacao de transesterificacao utilizando a enzima comercial LTL.

» Realizar experimentos de producéo de biodiesel etilico em fluxo continuo com

hifas fangicas e lipases imobilizadas em diferentes suportes.

» Producéo de biodiesel etilico em duas etapas: na primeira fase com a reacéo
de hidrélise de triglicerideos e na segunda fase, a esterificacdo dos acidos

graxos obtidos na primeira etapa.
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