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RESUMO

O objetivo dessa trabalho foi produzir a lipase Burkholderia contaminansLTEB 11 e
estudar a sua utilizagdo em reacdo de sintese de biodiesel pela reacdo de
transesterificagao etilica do 6leo de mamona (Ricinus communis). Foram utilizados
dois tipos de preparados enzimaticos, sendo um a partir do extrato lipolitico bruto
produzido por fermentacdo submersa e imobilizado em suporte de polipropileno
(Accurel EP 100 e MP 1000) e o outro produzido por fermentagéo no estado solido.
Os estudos foram realizados em duas etapas. Na primeira etapa, foram comparadas
lipase imobilizada em Accurel EP 100 e MP 1000. O melhor rendimento de
imobilizacdo foi observado com o Accurel MP 1000 (189%), cujo preparado
imobilizado foi utilizado nas reagbes de transesterificagcdo em frascos agitados. Foi
estudado o efeito da concentracéo de lipase e a maxima conversao observada foi de
86% em 48 h com 5% de enzima (m/m) em relagdo a massa de 6leo. A segunda
etapa foi estudar a aplicagéo do sélido fermentado com atividade lipolitica de 160 U g
' em reagao de transesterificagdo. Foram realizados estudos de comparagdo entre o
solido fermentado e a lipase comercial Novozym 435 (343 U g '), que continha
atividade de esterificacdo de 49 vezes maior que a do sélido fermentado (7 U g™'). A
diferenca de conversdo entre as duas lipases foi de 38% em 96 h. Foram avaliados
os efeitos da razdo molar (RM), da adicéo de etanol em etapas e lavagem da enzima
durante a reacdo. O aumento da razdo molar ndo desnaturou a lipase e a maxima
conversao obtida foi de 57% em 96 h (RM 6:1); a lipase Novozym 435 proporcionou
melhor rendimento com RM 3:1 em 48 h. A adicdo de etanol em etapas proporcionou
aumento do rendimento para os dois preparados enzimaticos: de 15% (Novozym 435)
e 20% (sodlido fermentado). A etapa de lavagem das enzimas apés 12 h de reacgéo
permitiu a remogao do glicerol adsorvido, tendo sido observado um aumento de
conversao de 21% (72 h) (sélido fermentado) e 11% (72 h) (Novozym 435). Foram
avaliados os efeitos da adicao do t-butanol no meio de reacédo e do acetato de etila
como alternativa a etapa de lavagem. As reagdes com o t-butanol né&o
proporcionaram aumento da conversdo. O acetato de etila ocasionou queda de mais
30% (em média) em 96 h de reacdo. Para o solido fermentado, as condi¢cdes
otimizadas em reagdes em frascos agitados foram obtidas por estudo de
planejamento fatorial 2% com trés repeticdes no ponto central. As varidveis
independentes estudadas foram: razdo molar, adicdo de etanol em etapas e
temperatura. As melhores condigdes obtidas foram razdo molar 6:1, adicao de etanol
em 12 etapas e temperatura de 50 °C com conversdo maxima de 74%. Nas reagoes
em reator de leito fixo empacotado com o sélido fermentado foram avaliadas a razao
molar e a temperatura, com recirculagdo dos substratos. A maior conversdo em
ésteres foi de 73% em 72 h com RM 6:1 a 50 °C. Nos estudos com aplicagao de
ultrassom, as variaveis estudadas foram intensidade do ultrassom, razdo molar,
temperatura e vazdo de circulagdo. Os melhores resultados foram de 83% de
conversao em 72 h, obtidos com 75% de ultrassom, RM 3:1, a 45 °C e vazédo de 7,4
mL min . Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que o ultrassom teve
efeito positivo na reagao em biorreator de leito fixo catalisada pelo sélido fermentado
contendo a lipase de B. contaminans, sendo possivel aumentar significativamente a
conversao de 62% (sem US, a 45°C em 72 h) para 82% em 48 h (com US a 45°C em
48 h) e reduzir o tempo reacional. O sistema proposto nesse trabalho tem potencial
para reduzir os custos do processo da transesterificacdo enzimatica na producao do
biodiesel do éleo de mamona.

Palavras-chave: Lipases, Burkholderiacontaminans, biodiesel, ultrassom, sélido fermentado.



ABSTRACT

The objective of this work was to produce the lipase Burkholderia contaminans LTEB
11 and to study its use in reaction of biodiesel synthesis by ethyl transesterification
reaction of castor oil (Ricinus communis). Two types of enzymes were used: a crude
lipolytic extract produced by submerged fermentation and immobilized on
polypropylene support (Accurel EP 100 and MP 1000) and the dry fermented solid
produced by solid state fermentation. The studies were carried out in two stages. In
the first stage, the lipase immobilized on Accurel EP 100 and MP 1000 was
compared. The best immobilization yield was observed with Accurel MP 1000
(189%). The effect of immobilized lipase concentration was studied, and the
maximum conversion observed was the 86% in 48 h with 5% of enzyme (m/m)
relative to the oil mass. The second stage was to study the use of the dry fermented
solid with the lipolytic activity (160 U g') to catalyze the transesterification of castor
oil in shake flasks. Comparative studies were performed between the fermented
solid and Novozym 435 commercial lipase (343 U g ), which had 49% more
esterification activity than the fermented solid (7 U g™'). The difference of conversion
between the two lipases was 38% in 96 h. The effects of the molar ratio, of steps of
ethanol addition and the washing of the enzyme during the reaction were evaluated.
The increase in molar ratio did not denature the lipaseand a maximum conversion of
57% in 96 h was obtained (6:1 MR); with the lipase Novozym 435 the best MR was
3:1 MR in 48 h. The ethanol addition in steps increase the yields for the two enzyme
preparations in 15% (Novozym 435) and 20% (fermented solid). The washing of the
enzymes after 12 h of reaction allowed the removal of adsorbed glycerol, with an
increase in the conversions of 21% (fermented solid) and 11% (72 h) (Novozym
435). The effects of the addition of t-butanol in the reaction medium and the ethyl
acetate as an alternative to the washing step were evaluated. Reactions with t-
butanol did not increase conversion. Ethyl acetate caused a further 30% drop in the
conversion (on average) in 96 h. For the fermented solid, the reaction was optimized
by factorial design 2%, with 3 replicates at the central point. The independent
variables studied were: molar ratio (MR), addition of ethanol in steps and
temperature. The best conditions obtained were 6:1 MR, addition of ethanol in 12
steps and temperature of 50 °C. In the reactions in a fixed bed reactor packed with
the fermented solid, the molar ratio and the temperature were evaluated with
recirculation of the substrates. The higher conversion was 73% in 72 h with 6:1 MR
at 55 °C. In the studies with ultrasound, the variables studied were ultrasound
intensity, molar ratio, temperature and flow rate. The best results were 83%
conversion in 72 h, obtained W|th 75% of the ultrasound intensity, 3:1 MR at 45 °C
and flow rate of 7.4 mL min ~". The results obtained in this work showed that the
ultrasound had a positive effect on the reaction in a fixed bed bioreactor catalyzed by
the fermented solid of Burkholderia contaminanscontaining lipase. It was possible to
increase the conversion from 62% to 83% and to reduce the reaction from 48 h. The
system proposed in this work has the potential to reduce the costs of the enzymatic
transesterification process in the biodiesel production using castor oil as a starting
material.

Keywords: Lipases, Burkholderiacontaminans, Biodiesel, ultrasound, fermented
Solid.
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1 INTRODUGAO

Obiodiesel € uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos, sendo
um combustivel renovavel e biodegradavel. Este biocombustivel pode ser usado puro (100%
- B100) ou misturado ao diesel derivado de petroleo (5% - BS, 7% - B7, 10% - B10) em
motores ciclo diesel (ANP, 2016).No Brasil, o incentivo para a produgéo de biodiesel ocorre
por meio do Programa Nacional de Produgédo e Uso de Biodiesel (PNPB),criado pela Lei n°
11.097, de 13 de janeiro de 2005. O objetivo desse programa foi introduzir o biodiesel na
matriz energética do pais, incentivar o desenvolvimento da agricultura familiar e econémico
de regides precarias do semiarido e diminuir o consumo de derivados fosseis. O programa
incentiva o uso de matérias-primas ndo comestiveis, como a mamona, que, além de nao ser
comestivel, € uma planta que se desenvolve muito bem em climastropical e subtropical
(MATTEI, 2017).

A producdo industrial do biodiesel geralmente ocorre pela reagdo de
transesterificagdo metilica do 6leo de soja com catalisador alcalino (KOH ou NaOH),0,5%
(m/m) em relacdo a massa de 6leo (TEBAS et al 2017). A catélise quimica permite uma
reacéo eficiente em intervalo de tempo curto como 5 min (FERRARI et al 2005), no entanto,
a matéria-prima deve ser de alta qualidade para ndo ocorrer a formacao de sabao, o que
contribui para a diminuicdo do rendimento da reagdo. Para assegurar a qualidade do
biodiesel, o 6leo deve conter menos de 0,05% de agua e menos de 1% de acidos graxos
livres, segundo Regulamento Técnico ANP n° 3/2014 (ANP, 2016). Sendo assim, a escolha
da matéria-prima utilizada na producdo do biodiesel € um fator importante e que esta
relacionado com o custo e a viabilidade do processo. Uma forma de deixar a producao de
biodiesel menos competitiva com a industria de alimentos em area plantada € a utilizagcéo de
matérias-primas nado comestiveis (MOREIRA et al 2009), como por exemplo, o 6leo de
macauba e mamona (Ricinus communis). Outra forma de tornaro processo mais renovavel
€ utilizar o alcool etilico ao invés de metanol, principalmente por ser uma matéria-primanao
téxica e renovavel, e -catalisador enzimatico ao invés de catalisadores quimicos
(SCHUCHARDT et al 1998).

A catalise enzimatica utiliza lipases (EC 3.1.1.3) e entre as vantagens do processo
catalisado por lipases,pode ser citada a possibilidade de utilizar matérias-primas sem
purificagcdo, como é o caso do dOleo brutoextraido de vegetais, gorduras animais e 6leo
residual de cozinha. Outra vantagem da catdlise enzimatica € que, apdés a reagdo de
transesterificacdo, a fase éster dispensa etapas de lavagens e,portanto, ndo gera efluentes

toxicos, e a fase de glicerina nao precisa passar por diversos processos de purificacdo antes



11

de ser comercializada(FUKUDA et al 2001). Além disso, o processo enzimaticoreduz o
consumo de energia, pois permite trabalhar em condigbes brandas de temperatura e a
reutilizagdo do biocatalisador, no caso de se utilizar enzima imobilizada (CHEN et al 2011).
Apesar de todas as vantagens, sdo poucas as industrias que aplicam as lipases como
catalisador na producao de biodiesel. Na China, as empresas Hunan Rivers Bioengineering
Co, Ltd e Lvming Environmental Protection Technology Co. Ltd. utilizam as lipases
comerciais Novozym 435 e de Candidasp na producao de biodiesel por transesterificagao,
em tanque agitados, com 6leo de residual de fritura.

O baixo numero de processos enzimaticos implantados na industria se deve
principalmente ao custo das enzimas comerciais e o tempo de reagcdo,que sao relativamente
elevados em relagdo a catalise alcalina tradicional. Como uma alternativa para reduzir os
custos do biocatalisador, esta o uso de novas lipases com maior atividade e estabilidade e
de suportes baratos e renovaveis para a imobilizagdo, como por exemplo, o bagacgo de cana,
tortas e farelos provenientes do processo de extracdo de 6leo, que sao residuos
agroindustriais(DABDOUBet al2009). Com o uso desse tipo de matéria-prima e o processo
de fermentagdo no estado sdlido, é possivel obter umsdlido fermentadocontendo
lipasesnaturalmente imobilizadas, que podem ser utilizadas na sintese do
biodiesel(GALEANO et al 2017; SOARES et al 2015; BOTTON et al2014).

Apesar de haver alguns estudos de sintese de biodiesel com solidos fermentados,
nao existemestudos sobre a aplicacao deste biocatalisador em transesterificacdo de 6leos
alternativos aos comestiveis, como o 6leo de mamona.Nesse sentido, o presente trabalho
visa estudar estratégias que possibilitem altas conversées em ésteres em menor tempo de
reagao, utilizando o 6leo de mamona em reacao de transesterificacao etilica catalisada pela

lipase de Burkholderia contaminans LTEB11.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lipases

211 Definigdo

Lipases sao definidas comotriacilglicerol acil-hidrolases (E.C.3.1.1.3) e
catalisam a hidrolise de triacilglicerdis de cadeia longa, com mais de 10 atomos de
carbono. Estastém grande importancia industrial devido a sua capacidade de utilizar
uma ampla gama de substratos, de serem estaveis frente adiferentes temperaturas,
pH e solventes orgéanicos, por serem versateis em reacdes de esterificagao,
transesterificagdo e interesterificacdo (Figura 1),e apresentarem régio e
enantiosseletividade (REIS et al 2009; MAHADIK et al 2002).

8] 'e ]

R)J\m, + rR'OH

B or' + HO
Hidrdlise
il u
+ R'OH )_L 1 H, O
R OH R OR + N
Esterificacédo
e 0 o o
R or!  + R:J"lez N o + T‘:’J'k(m'
Interesterificacdo
0 o
s o+ ‘o
J{’ﬂ\mc' +  RrRioH R)J\UR. R'OH
Transesterificacéo
Alcodlise
O 0
. 8]
+
. Py L
R OR' H"J-I\U] 1 R OH R OR
Transesterificacédo
Aciddlise

FIGURA 1.REACOES CATALISADAS POR LIPASES

Fonte: Aautora
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Pode-se dizer que as lipases sao enzimas especiais porque sdo soluveis em
agua, mas atuam em substratos hidrofébicos e pouco soluveis, como o caso de
Oleos e gorduras (lipideos), substratos naturais das lipases. As lipases clivam
ligacbes éster do triglicerideo, dando origem aos acidos graxos livres,
monoacilglicerol,diacilglicerol e glicerol.Normalmente, lipases atuam na interface
lipideo/agua, local onde ocorre a hidrélise de ésteres carboxilicos agregados a fase
aquosa.As lipases sédo similares em sua estrutura tridimensional (secundaria e
terciaria).Apresentam em comum uma dobra padrdo do tipo o/ fphidrolase em sua
estrutura terciaria. O nucleo central de lipases € composto por fitas pparalelas,
rodeado por porgcbes a-hélice (Figura 2) (OLLIS et al1992; CYCLER; SCHRAG1997;
JAEGER et al1998).

FIGURA 2. ESTRUTURA DO DOBRAMENTO DAS ALFA/BETA HIDROLASES

Os cilindros brancos estdo representando a a-hélices; as setas cinza as B-folhas e os
circulos pretos a localizagao da triade catalitica.
Fonte: JAEGER et al (1999).

O sitio ativo de lipases formado por uma triade catalitica composta pelos
residuos de aminoacidos serina, cisteina ou aspartato, e esta posicionado apos a

cadeia B5, um residuo catalitico acido (aspartato ou glutamato) quase sempre
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posicionado apos a cadeia B7 e um residuo de histidina altamente conservado,
localizado apés a ultima cadeia (3.

A maioria das lipases possuiuma estrutura movel, composta por uma cadeia
peptidica hidrofobicachamada de tampa (flap ou lid). Esta estrutura recobre o sitio
ativo da enzima e esta presente na posi¢ao 8 que se estende sobre o conjunto de
fita B e sobre o sitio catalitico (Figura 3).0 contato da tampa com a interface
lipideo/agua proporciona a interagdo entre o sitio ativo e o substrato, devido a
exposicao da superficie hidrofébica da lipase.Esse contato proporciona uma
alteracao conformacional na enzima, deixando a tampa na forma aberta e o sitio
ativo a disposigdo para ocorrer a catalise (OLLIS et al1992; CYCLER; SCHRAG,
1997; VERGER, 1997; JAEGER et al1999).

FIGURA 3REPRESENTACAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA LIPASE DE
Burkholderia cepacia.

As fitas B estdo representadas como setas em verde e as a - hélices em azul. Os residuos da triade
catalitica estdo mostrados em vermelho. FONTE: SCHRAG et al (1997).
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2.1.2 Aplicagao das lipases na sintese de biodiesel

O uso de lipases na producao do biodiesel proporciona um processo mais
renovavel e ambientalmente sustentavel, pois possibilita utilizar materiais
biodegradaveis e renovaveis, além da facilidade de recuperacado e reutilizagdo do
catalisador, sem gerar residuos durante o processo. No entanto, o uso de enzimas
tem sido restrito devido ao elevado custo do biocatalisador e ao tempo de reacao,
que ainda é superior em comparagao aos processos convencionais (catalisador
alcalino) (RANGANATHAN et al 2008; LI et al 2007). Como resultado destas
dificuldades, muitos estudos sobre o uso de lipases na producdo de biodiesel estao
sendo desenvolvidos, inicialmente em escala laboratorial ou semi-industrial, visando
obter processos econémicos que aumentem o rendimento da reag¢do, que reduzam o
custo do catalisador e o tempo de reagcédo para aplicacdo em processos industriais
(HASANet al 2006).

2.1.3 Meios reacionais utilizados na producgao de biodiesel via catalise enzimatica

Normalmente,os meios mais comuns utilizados na catalise enzimaticasao:
(1) em presencga de solventes e (2) em sistema livre de solventes, queé composto
somentepelossubstratos. No primeiro caso, os solventes mais utilizados séo os que
apresentam valores altos do parametro logaritmo do coeficiente de particdo (log P),
como n-hexano (log P = 3,5), n-heptano (log P = 4,0). O log P é um parametro de
hidrofobicidade, sendo que quanto maior esse valor, mais hidrofébico € o solvente
(ZAKS; KLIBANQOV, 1988). O beneficio de se utilizar um solvente hidrofébico no
meio de reacdo € o aumento da solubilidade dos substratos e a manutengao da
camada de solvatagdo da enzima, essencial para manter a sua atividade catalitica
(KRIEGER et al 2004).

Nosistema (2), livre de solventes,a grande vantagem ¢é a nao utilizacdo de
solventes derivados do petroleo, deixando o processo mais “limpo” e mais
econdmico, além da possibilidade de aumentar a quantidade de substratos, o que
favorece uma maior produtividade da reacdo. No entanto, existem varias
dificuldades encontradas nesse sistema, tais como o aumento da viscosidade do

meio de reagao, problemas de inibicdo da enzima pelo excesso de substrato ou de
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produto causando a instabilidade e reducdo do desempenho do biocatalisador
(SALIS et al2005).

2.1.4 Lipase de Burkholderiacontaminansna sintese de biodiesel

A cepa Burkholderia contaminansLTEB 11, utilizada neste trabalho,
anteriormente denominadaB. cepacia, € uma bactéria capaz de produzir uma lipase
com massa molecular de aproximadamente 33 kDa, pertence ao género de
Burkholderia, da familia de Burkholderiaceae, fazendo parte do complexo de B.
cepacia (BCC), descrita por Vanlaere et al (2009).

Esta cepa teve seu genoma recentemente sequenciado por Alnoch (2017) e
esta depositada como estirpe CPQBA 515-12 no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas, CPQBA - UNICAMP, Sao Paulo, Brasil.
Essa bactéria é gram-negativa, capaz de colonizar varios ambientes naturais, sendo
frequentemente isolada em plantas, solos e aguas (MAHENTHIRALINGAM
eURBAN, 2005; PARKE eGURIAN-SHERMAN, 2001;BURKHOLDER;
HAGEMEYER, 1950). A lipase produzida por esta cepa (LipBC)é resistente a
solventes organicos, como o n-hexano, n-heptano, tolueno, butanol e isopropanol,
atua em ampla faixa de temperatura (30-65°C) e pH entre 6 a 8 (BARON et al 2011;
LIMAet al 2004). Devido a essas propriedades,esta lipase tem sido bastante utilizada
em estudos de imobilizacdo e aplicacdo na sintese de ésteres do
biodiesel(SOARES, et al 2015; BARON et al 2014; SOARES et al 2013; BARON et
al 2011 ; SALUM et al 2008 ; FERNANDES et al 2007) (Tabela 1). Esses estudos
mostram que LipBC pode ser produzida por fermentagédo submersa (FS)seguida de
imobilizagdo em suportes de polipropileno (Accurel) (BARON et al 2014) ou
produzida por fermentagdo no estado sélido (FES) com a imobilizacao direta do
meio de reacao. A matéria-prima aplicada a esse processo pode ser de baixo custo,
como o bagaco de cana, ou misturas com farelo de semente de girassol, torta desoja
e milho (SOARES et al 2015; SALUM et al 2010; FERNANDES et al 2007) (Tabela
1).

Entre as dificuldades relatadas com a utilizacdo da lipase de B. contaminans
pode se destacar: (1) o numero de reutilizacdo da enzima. A diferenca entre as
duas formas de produzir a lipase esta relacionada com o numero de reutilizagado do

catalisador, que € menor com o processo FES; (2) adsor¢cédo do glicerol no suporte.
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Ao decorrer da reagéo o glicerol formado adsorve sobre o biocatalisador causando a

diminuicdo do rendimento da reacéo.
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2.1.5 Producao de lipases por fermentacao no estadosolido

O processo mais conhecido industrialmente para a produgédo de
lipases é a fermentacdo submersa (FS), mas a técnica de fermentagdo no
estado solido (FES)também tem sido muito pesquisada, pois permite produzir
e imobilizar a enzima em unica etapa (SOARES et al 2015, LIU et al 2013,
SALUM et al 2010, ZAGO et al 2014; FERNANDES et al 2007).

No processo de FES, osmicro-organismos crescem em substratos
s6lidos com baixa umidade, nos quais o0s espacgos entre as particulas dos
substratos sdo preenchidos com fase continua gasosa, facilitando o processo
de oxigenagao do meio.A origemdesses substratos pode ser agroindustrial ou
de residuos de processos e, devido a isso, normalmente, sdo de baixo custo,
como tortas originadas de extracdo de 6leo (milho, soja, girassol, amendoim,
mamona, babacgu), cascas de coco, residuos do processo de extragao de
amido, frutas citricas (bagacgo de laranja) e da produgéo de acgucar e alcool
(bagaco de cana). Este ultimo é um residuo muito abundante, pois segundo a
Agricultural Organization of United Nations (FAO) e o Sistema de
Acompanhamento de Produgdo Canavieira (SAPCANA), o Brasil € o maior
produtor mundial de cana-de-acgucar, com produgdo de cerca de 884 milhdes
de toneladas de cana, com previsdo de aumento de 3,35% da producéo até
2018/2019. A quantidade de bagaco, resultante da moagem da cana na
producdo de agucar e etanol, pode variar dependendo dos cultivares e do
comportamento da safra, podendo gerar entre 238,5 a 306,3 kg de bagaco
por tonelada de cana-de-agucar (RASOet al 2012).

Nos ultimos anos, o bagac¢o de cana tem sido estudado como uma
alternativa de produgéo de lipases, pectinases e de biossurfactantes (ZAGO
et al 2014; SOARES et al 2015; KRIEGER et al 2010).

Alguns autores estudaram os principais parametros que influenciam
no rendimento da produgcao de enzimas a fim de obter a melhor condigao de
uso do bagacgo de cana. Zagoet al (2014) avaliaram o efeito da moagem de
diferentes substratos em FES na produgdo de lipases por Rhizopus
microsporus CPQBA 312-07, sendo os maiores valores de atividade

enzimaticaobservados com as particulas menores (0,4-1,0 mm) e com o
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sélido fermentado (SF) triturado, justificados pelo aumento da area especifica
apos a moagem.

Alguns trabalhos relatam que os fungos sdo mais tolerantes aos
ambientes com baixa concentracdo de agua, como € o caso da FES, no
entanto, as bactérias também vém sendo utilizadas, particularmente, a
bactéria utilizada no presente trabalho. No estudo pioneiro, Fernandes et al
(2007)realizaram a producao da lipase de B. cepacia LTEB 11 com os
substratos bagaco de cana, farelo de milho e 6leo de milho e obtiveram um
solido com atividade de hidréliseem substrato trioleina de 108 U g'. Mais
tarde,Soareset al (2013) estudaram o efeito do tamanho das particulas de
bagaco de cana, na atividade de hidrélise do SF da mesma lipase. Nesse
estudo,foram avaliadas fragdes de 0,85 - 2,36 mm e maiores que 2,36 mm. O
melhor valor de atividade de hidrolise contra trioleina foi de91,6U g'1,
observado com fragdes menores que 2,36 mm.

Ambos os processos de fermentagdo (FS e FES)(Figura 4, A e B)
possuem vantagens e desvantagens, sendo que o procedimento mais
econdmico € o de FES, onde a producédo eimobilizagédo da enzima ocorrem
simultaneamente. Nesse caso, a FES dispensa etapas adicionais de
purificacdo e imobilizacdo da lipase. Além da simplicidade da fermentacéo,
pois utiliza equipamentos baratos e baixa temperatura, a FES é um processo
econdémico em termos de espacgo (MITCHELL et al2006), utiliza como matéria-
prima, residuos agroindustriais, contribuindo com a redugdo no impacto
ambiental causado por esses residuos, proporcionando valor agregado a esse
tipo de material (RIGONI et al2003; LEAL et al2002).

No entanto, a desvantagem da FES é a falta de homogeneizagao do
meio, que causa problemas de transferéncia de massa, calor e dificuldade de
controlar alguns parametros operacionais, como a temperatura, oxigenacao e
o pHno interior do leito fermentado. J4 no processo de FS, o meio de
fermentacdo é homogéneo e o0s parametros operacionaispodem ser
controlados mais facilmente(GONZALEZ et al2002).

Entretanto, apds a FS sado necessarias varias etapas de recuperagao,
purificacdo parcial e imobilizagcdo da enzima, o que impacta diretamente no
custo do biocatalisador, sendo essas as principais desvantagens do processo
FS (SINGHANIA et al 2009). Ja para a FES, apdés a fermentagédo, €
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necessario apenas a secagem do sélido fermentado e controle de umidade

para o armazenamento.

FIGURA 4. TIPOS DE FERMENTACAO UTILIZADOS NO PROCESSO DE
PRODUCAO DE LIPASES

Fermentagbes realizadas com a bactéria Burkholderia contaminans. A)Fermentagao
submersa (FS) e B) Fermentagdo no estado solido (FES, com bagaco de cana e dleo de
soja).

Fonte: A autora.

2.1.5.1 Oleo de mamona

Entre as oleaginosas ndo comestiveis, é possivel destacar a mamona
(Ricinus communis). Essa planta pertence afamilia das Euphorbiaceae, que
engloba um amplo numero de espécies nativas da regido tropical, e apesar de
ser originaria da Asia, é encontrada em varias regiées do Brasil. E classificada
como uma planta xerdfila, de clima tropical e subtropical (Figura5, A) (SOUZA
et al 2009). De acordo com WEISS (1983), a mamoneira € uma planta perene
e semitropical de regides temperadas, floresce em condi¢gbes climaticas
diversas, é tolerante a seca, sendo seu cultivo de importancia estratégica para
a economia do Nordeste, sobretudo nos ambientes do clima semiarido (MAPA
2014).
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FIGURA 5. Ricinus communis (MAMONA)

A) Mamoneira eB) Fruto e sementes de mamona.
Fonte: http://blognapesquisaagricola.blogspot.com.br/(acesso026/12/2016);
http://ciorganicos.com.br/noticia/ (acesso 26/12/2016).

Entre as vantagens da mamona citam-se a possibilidade de poder ser
cultivada em grande diversidade de solo, clima e ambientes, além da sua facil
comercializagao. O fruto dessa planta € uma capsula espinhosa que contém
até 3 sementes com teor de 6leo entre 43% a 50%, dependendo da variedade
e da regido, o qual é produzido por extragado das sementes a frio (Figura 5, B)
(AMORIM NETO et al 2001; WEISS1983). O 6leo de mamona (6leo de ricino)
€ composto por 85 a 90% de acido graxo ricinoleico (Tabela2) (OGUNNIYI,
2006).

TABELA 2. TEOR DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE MAMONA

Acidos graxos Estrutura Valores de referéncia (%)
Acido Palmitico C16:0 0,1-2,0
Acido Estearico C18:0 0,9-14
Acido Oleico C18:1 2,9-3,6
Acido Linoleico C18:2 3,0-6,5
Acido Linolénico C18:3 0,1-0,5
Acido Ricinoleico C18:1,(9)12-OH 84 -90

FONTE: Adaptada de OGUNNIYI (2006)
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O acido ricinoleico é monoinsaturado, pertence ao grupo dos
hidroxiacidos etem massa molar de 298 g e baixo ponto de fusdo (- 5 °C). E
composto por uma cadeia carbdnica com dezoito atomos de carbono, duas
duplas ligagdes, grupo hidroxila e ligagao éster, possibilitam diversas reacdes
quimicas que resultam em importantes derivados com diversas aplicagdes
industriais (SAVY FILHO et al2001).0 grupo hidroxila presente no acido
ricinoleico confere ao 6leo de mamona a peculiaridade de ser o unico 6leo
vegetal soluvel em alcool (Figura 6) (WEISS 1983).

T
H

FIGURA 6. ACIDO RICINOLEICO - 12-hidroxi-9-cis-octadecendico

Fonte: o autor.

A india é o maior produtor do 6leo de mamona, com mais de
1.600.000 toneladas em 2013, bem acima da producdo da China, segundo
maior produtor, com 60 mil toneladas, e o Brasil com um pouco menos de 20
mil toneladas, classificado como o terceiro maior produtor (FAO, 2013).

O Brasil tem facilidade para produzir 6leo de mamona, pois a
mamoneira se adapta muito bem as condicbes climaticas da regido
Nordeste.Além disso, a produgcdo do oleo de mamona promove o
desenvolvimento sustentavel em diversas comunidades rurais do semiarido
pelo seu potencial de gerar emprego e renda, por esse motivo, esta planta foi
escolhida como ideal para promover o desenvolvimento social nessa regiao.
Segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2014),
o cultivo da mamoneira tem se intensificado devido a sua relevante

importancia econdmica na industria quimica, e a perspectiva de utilizacdo
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como fonte de energia (SOUZA et al 2009). Na industria, o 6leo de mamona
pode ser utilizado como matéria-prima na fabricagdo de tintas, plasticos, na
perfumaria, verniz, aditivos, biodiesel, entre outros (AZEVEDOet al 2001;
LIMA et al 2006).

2.1.6 Producao de biodiesel a partir do 6leo de mamona

O ¢6leo de mamona ¢ viavel para a producao do biodiesel, no entanto,
nao € adequado o uso do B100 (biodiesel 100% puro) devido a elevada
densidade e viscosidade desse combustivel. Por causa disso, seu uso mais
adequado é em misturas de até 30% com outros oleos, paragarantir um
produto com melhores propriedades, como a redugdo do ponto de
congelamento e percentual de iodo, adequando-se as especificacbes da
Agencia Nacional do Petroleo, Gas Naturais e Combustiveis (Resolucdo ANP
N° 45, de 25 de agosto de 2014).

Em reacbes de transesterificacdo do 6leo de mamona, observa-se
que a conversdo relatada pelos trabalhos que utilizaram catalisadores
quimicos esta geralmente acima de 70%, em temperaturas variando de 40° C
a 70°C, e que o tempo de reacdo é aproximadamente de 1 h (PERIN et al
2008; SILVA et al 2010), mas tempos curtos como de 30 mim e 10 min
também s3o relatados (Tabela 3) (SANCHEZet al 2015; HAILEGIORGIS et al
2016). Os melhores rendimentos alcangados em menor tempo de reagéo séao
observados com o uso de catalisadores quimicos (alcalinos e acidos) e alcool
metilico. Sanchez et al (2015) avaliaram varios catalisadores e relatam que os
metoxidos (CH30ONaeCH3;0K)séo os mais adequados devido a capacidade de
se dissociar sem producado de agua durante a reacdo de transesterificacao.
Segundo Meneghettiet al (2006), o uso do metanol, ao invés do etanal,
proporciona menor tempo de reacéo.

Os trabalhos que utilizaram catalisadores enzimaticos relataram
conversdes elevadas, comparaveis com os resultados obtidos pela catalise
quimica convencional (Tabela 3). No entanto, o tempo de reagdo ainda é
prolongado, variando de 5 a 96 h (OROZCO-HERNANDEZ et al 2016; SILVA et al
2016). As enzimas mais utilizadas sao as comerciais, com custo mais elevado

em comparagdo aos catalisadores quimicos. Normalmente, os estudos
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utilizam metanol e diferentes solventes de origem féssil, o que deixao
processo de produgao do biodiesel inadequado ao meio ambiente.

Na producgao enzimatica do biodiesel de 6leo de mamona (Tabela 4),
sdo poucos os estudos que nao utilizam solventes e metanol no meio de
reacdo.Entre eles, pode-se destacar o trabalho de Baron et al (2014)que
obtiveram conversdes elevadas de 90% em 6 h.

Outros trabalhos relataram rendimentossuperiores a 90%em varias
condicbes. Com o uso de n-hexano no meio de reagao, de Oliveira et al
(2004) obtiveram conversdes de 98% em 5 h na transesterificacao do 6leo de
mamona com etanol e Hajar et al (2014),99% em 24 h, com metanol. Malhotra
et al (2015) relataram uma conversao de95% em 48 h, utilizando o alcool 1-

hexanol como doador de acila.
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2.2 Utilizacao de lipases em reatorespara a sintese de biodiesel

Os reatores sao amplamente utilizados em nivel laboratorial, devido a
possibilidade de aumentar a escala de trabalho e de controlar as condigdes
operacionais.

O desempenho de qualquer tipo de biorreator, quando se utilizam enzimas
imobilizadas, depende de varios fatores, entre os quais podem ser citados: a razao
enzima/meioreacional, que deve ser o suficiente para garantir o maximo rendimento,
condicbes estéreis de operacao, tensido de cisalhamento suficiente para nao causar
danos na enzima, intensidade e uniformidade de agitacdo (NAJAFPOUR, 2007,
ZANIN e MORAES, 2004).

Existem varios modelos de biorreatores, sendo os mais comuns:reator de
tanque agitado (stirred tank, reactor, STR), reator de coluna de leito empacotado
(packed-bed reactor, PBR), reator de leito fluidizado (fluidized-bed reactor, FBR) e
reator de tanque agitado continuo (continuous stirred-tank reator model, CSTR)
(Figura 7).

0.0

FBR PBR CSTR

FIGURA 7. MODELOS DE REATORES UTILIZADOS NA BIOCATALISE

STR-Stirred tank reactor (reator de tanque agitado); FBR-Fluid bed reactor (reator de leito fluidizado);
PBR-Packed bed reactor (reator de leito fixo) e CSTR-Continuous stirred tank reactor (reator de
tanque agitado continuo).

Fonte: Adaptado de Zanin; Moraes (2004).
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A escolha do tipo de reator depende de algumas variaveis, tais como a
forma como a enzima foi imobilizada, a natureza dos substratos, fatores
operacionais (pH e temperatura), cinética da reacao, superficie de contato do
catalisador em relagédo ao volume do biorreator, transferéncia de massa interna e
externa e principalmente o custo do biorreator (BUFFO 2016; SIMOES et al 2015).

Entre os reatores citados, o reator de leito fixo tem sido o mais estudado
(Tabela 4) em escala laboratorial. Esse tipo de reator permite acompanhar o
desempenho da enzima imobilizada em diferentes condigdes operacionais. Esse
acompanhamento € importante para desenvolver um planejamento da reacdo em
grande escala. No entanto, na maioria dos trabalhos presentes na literatura, a
producdo do biodiesel é feita usando o modelo STR (reator de tanque agitado) em
batelada com agitacdo e temperatura controladas. Nesse sistema, o
biocatalisadorfica disperso no meio de reacao, o que dificulta a sua recuperagao.

Alguns grupos tém realizado estudos em PBR (reator de leito fixo ou
empacotado). Nesse tipo de reator, o biocatalisador fica fixo no interior da coluna,
sendo possivel controlar a temperatura e o tempo de contato do meio de reagdo com
o biocatalisador.

Na Tabela 5, estdoapresentados os trabalhos mais recentes. Esses
trabalhos utilizaram, para imobilizar a enzima, varios tipos de suportes, como
polimeros, resinas, nanoparticulas e espumas. O biocatalisador mais utilizado € a
lipase B de Candidaantarctica(CALB) imobilizada em resina acrilica, chamada
comercialmente de Novozym 435. A maioria dos trabalhos utilizam como matéria-
prima Oleos vegetais comestiveis, em especial o 6leo de soja e metanol, como
substrato da reacdo (TRAN et al 2016; VENY et al 2014; TRAN et al 2014;
YOSHIDA et al 2012; HAMA et al 2011).

A rota biocatalitica € ainda pouco utilizada na producdo industrial do
biodiesel devido ao grande gargalo da catalise enzimatica, onde se destacam o
elevado custo do biocatalisador e as varias etapas durante a sua producao, ao baixo
rendimento causado por problemas de inibicdo do catalisador e ao tempo
prolongado de reagéo.

Alguns trabalhos tém relatado baixos tempos de converséo, equivalentes
aos do processo quimico, em PBR utilizando a lipase Novozym 435. Hama et al
(2011) e Trentin et al (2013) obtiveram 96% de convers&do em 65 min e 98% em 8

min, respectivamente (Tabela 5).
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Os estudos que envolvem a biocatalise na produgcao do biodiesel tém como
objetivo principal reduzir esses gargalos. Por esse motivo, a utilizagdo de
alternativas que reduzam o custo do processo enzimatico é essencial. A redugao do
custo do processo pode ser possivel com o uso de suportes solidos, os quais
permitem o uso de matérias-primas de baixo custo e possibilitam a reutilizacdo do
biocatalisador. O processo de producédo do sélido fermentado, (fermentagdo no
estado sdlido) € mais vantajoso em relagdo ao processo convencional (fermentagéo
submersa), porque dispensa etapas de purificacdo da enzima e imobilizagcdo em
suporte.

Alguns trabalhos relatam rendimentos elevados com sélidos fermentados em
reacoes de transesterificagao e esterificagdocom 6leos comestiveis, no entanto, com
maior tempo de reagcdo em relacao a lipase comercial Novozym 435.

Galeanoet al (2017), Soares et al (2013) e Salum et al (2010) utilizaram o
sélido fermentado da lipase de B. cepaciae obtiveram conversdes em éster de 89%
em 30 h (transesterificacdo do oleo de palma), 92% em 31 h (esterificacdo deda
mistura de &cidos graxos de borra do O6leo de soja) e 95% em 46 h
(transesterificagao do 6leo de soja), respectivamente.

Alguns trabalhos relatam o uso de sdélidos fermentados e fonte de 6leo ndo
comestivel. Dentre estes se destacam os trabalhos de Diaset al (2017), Botton
(2014) e Soares et al (2013). Os autores utilizaram a rota etilica, matérias-primasnao
comestiveis como o acido graxo de borra de soja (AGBS) e oleina, solidos
fermentadosa partir de bagagodecana,produzidos por B. cepacia e Rhizopus
microsporus.

Para reduzir os custos do processo de producdo de biodiesel via catalise
enzimatica de forma amigavel ao meio ambiente é sugerido, segundo a literatura,
utilizar matérias-primas ndo comestiveis e alcool etilico, que, além de ser renovavel
e biodegradavel,apresenta baixa toxicidade em relagao a rota metilica, e catalisador
proveniente do processo de FES. Esse processo permite a producéo e imobilizagao
simultdnea da lipase em suporte biodegradavel de baixo custo, como o

bagacgodecana e tortas obtidas do processamento de extracéo de dleo.
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2.3 Influéncia do ultrassom sobre as propriedades de lipases

O uso do ultrassom em reacdes catalisadas por enzimas tem se mostrado
uma técnica promissora (NAKAYAMA et al 2017), vem sendo aplicado nas
industrias quimicas, de biocombustiveis, farmacéuticas e de alimentos. Nos ultimos
anos, os estudos tém sido voltados ao uso do ultrassom no desenvolvimento de
alternativas capazes de superar as limitagdes recorrentes da catalise enzimatica
(longos tempos reacionais e baixa produtividade) e diminuir os custos do processo.

O efeito do ultrassom tem as seguintes vantagens: (1) melhora a
transferéncia de massa e o rendimento da reacdo, o que proporciona maior
homogeneizagcao do meio e maior acesso dos substratos ao catalisador, devido a
frequéncia de colisbes entre as moléculas de substratos e a enzima (ZHU et al
2010; LIU et al 2008),(2) favorece o aumento da atividade enzimatica, (3)aumenta o
desempenho catalitico, e (4)diminui a quantidade de catalisador e reagentes no
meio de reacgdo. Esses beneficios refletem diretamente no custo do processo,
viabilizando a catalise enzimatica. Além disso, a utilizacdo de ultrassom é
considerada uma alternativa que contribui positivamente para o meio ambiente,
pois ndo gera residuo, favorece a diminuicdo do consumo de energia e reagentes,
possui alta eficiéncia e baixa exigéncia instrumental (SANTINet al 2017;BABICZ et
al2010).

A técnica do ultrassom ¢é baseada no fendmeno de cavitacdo
especialmente no colapso de bolhas de cavitagdo, que consiste na dispersao dos
reagentes do meio de reacdo, que ocorre principalmente pela formacao,
crescimento e implosédo violenta de microbolhas formadas pelas ondas sonoras.
Esse fenbmeno atua isoladamente ou por meio da combinagcdode trés
mecanismos: (1) o efeito térmico e de pressao, gerado no microambiente durante a
cavitagdo, (2) a formagao de radicais livres, por sondlise (ultrassom em solugdes
aquosas) e (3) cisalhamento, causado pela forga mecanica formada por ondas de
choque produzidas pela cavitagdo (ADEWALEet al 2015; SUBHEDAR et al 2015).

O ultrassom pode aumentar a flexibilidade da enzima e com isso mudar a
sua conformagao ativa, mas o comportamento é peculiar para cada tipo de enzima,
conforme a adaptagcdo para as diversas condicbes de reagdo com O
ultrassom,(SUBHEDAREet al 2016; ZHU et al 2010).
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Para que o efeito desejado seja obtido, € necessario levar em consideragéo
alguns fatores que podem afetar a cavitacdo, entre eles a solubilidade dos
reagentes e substratos, a frequéncia, poténcia e intensidade do ultrassom, o tempo
de exposicao do ultrassom em elevada temperatura, a viscosidade, a tensao
superficial, a pressdo externa e a presenca de particulas de reagentes e
substratos, e as condigbes do micro-ambiente em torno da enzima (SUBHEDAR et
al 2016; ZHU;RASO et al 1999).

Pesquisas feitas em sistemas reacionais homogéneos e heterogéneos
indicam a existéncia de regidbes especificas de reatividade. Em sistemas
homogéneos, ocorrem dois estagios de reatividade. O primeiro ocorre no “ponto de
calor’, ou seja, na fase gasosa dentro das bolhas geradas pela cavitagdo; o
segundo estagio, ocorre na camada liquida em torno dessa bolha. Em sistemas
heterogéneos, a reatividade ocorre de forma assimétrica: as bolhas, geradas na
cavitagao, sao pulverizadas do meio liquido a superficie da fase soélida, etambém
existem microfluxos do meio liquido que favorecem a maior interagcdo entre as
particulas do meio de reacdo (LIU et al 2008). Essa interagdo aumenta a
transferéncia de massa e o desempenho do catalisador, fazendo com que as
condicbes ideais para que ocorra a reagao sejam alcangadas com menor
quantidade de catalisador (CHOUDHURY et al 2014; KUMAR et al 2011; YU et al
2010). A cavitagcdo nao ocorre de forma uniforme e isso leva a atividade
cavitacional préxima a superficie de irradiagdo e a uma grande variagdo na
dissipacdo de energia, na maior parte do meio de reagdo. A uniformidade na
distribuicdo da cavitacdo € um parametro importante que pode ser otimizado, e
deve ser levado em consideragdo no momento da escolha do reator assistido por
ultrassom (CHOUDHURYet al 2014: ZHU e HANet al 2010).

2.3.1 Aplicagdes do ultrassom

Os dois tipos de aparelhos de ultrassom mais comuns sao o banho
(interacéo indireta) e a sonda (interagao direta). O banho ultrassénico (Figura 8. A)
€ composto basicamente por trés partes: gerador, transdutor e tanque. O sinal
elétrico é produzido pelo gerador e o sinal é convertido em movimento. O
transdutor vibra conforme a frequéncia do sinal que recebe, quando essa

frequéncia € acima de 20 kHz, € chamada de ultrassom. A vibragao do transdutor
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passa para o fundo do tanque, sendo a energia irradiada verticalmente pelas ondas
sonoras e transmitida através das paredes para o frasco reacional. O contato do
ultrassom com o meio de reagao € indireto. Nesse caso, grande parte dessa
energia é dissipada, perdendo a influéncia reativa do sistemaSILVA (2016).

Em aparelhos do tipo sonda de ultrassom (Figura 8 B), a sonda encontra-
se fixada na extremidade do amplificador do transdutor, o contato com o ultrassom
ocorre diretamente com o meio de reacdo. Consequentemente, a poténcia é
totalmente disponivel e pode ser sintonizada para oferecer diferentes intensidades,
e por isso, este tipo de aparelho é mais eficiente (DA LUZ, 1998; BARBOSA e
SERRA, 1992). Como desvantagem, apresenta a frequéncia fixa e dificuldade de

controlar a temperatura em sistemas sem refrigeracéao.

Sonda

Mistura reacional —— L
‘\( l I\
\n
R -

AT

A Entrada ——s
Agua rada

Mistura reacional

Transdutor Ultrassénico l
Saida

FIGURA 8. APARELHOS DE ULTRASSOM MAIS UTILIZADOS EM ESCALA
LABORATORIAL

A) Banho de ultrassom, interagdo indireta; B) Sonda de ultrassom, interagéo direta.
Fonte:Low e Ley, (1989)

Estudos relatam que o ultrassom, em biocatalise, pode ser aplicado para
extrair enzimas intracelulares e no pré-tratamento da enzima, contribuindo na
reducdo do tamanho das particulas de substrato do meio reacional,
consequentemente, aumentando a area de contato entre a enzima e o substrato,
minimizando problemas de transferéncia de massa, possibilitando o aumento do
rendimento da reagédo (ZHAO et al 2014; CHOUDHURY et al 2014). Shah e Gupta,
(2008) estudaram os efeitos do ultrassom na lipase de B.cepacia e P. fluorescens,
por analise de dicroismo circular, técnica utilizada para investigar a estrutura

secundaria de proteinas baseada na luz circularmente polarizada. Os espectros de
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adsor¢ao no UV- longinquo (far UV) de 190-24 nm com as amostras nativas da
lipase tratada e nao tratada com ultrassom mostraram modificacbes na estrutura
terciaria da enzima tratada com ultrassom. No entanto, quando a analise foi feita
com comprimento de onda mais elevado, cerca de 250 a 300 nm (UV préximo), foi
possivel detectar que a pré-irradiagao levou a perturbacéo da estrutura terciaria da
enzima. Os autores também analisaram os efeitos em amostras purificadas e
observaram alteragées morfoldgicas, permitindo concluir que o ultrassom tem
influéncia tanto na morfologia quanto em nivel molecular das lipases.

Zhao et al (2014) estudaram o desempenho catalitico da esterase
Aeropyrum pernix (APE1547) na esterificacdo do ibuprofeno. Os autores avaliaram
o efeito do ultrassom em condigbes 6timas (35 °C, 200 W) e obtiveram atividade
aumentada em 90 vezes e enantioseletividade aumentada em 4 vezes. Segundo os
autores, apds analise de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e a
microscopia de infravermelho (FTIR - fourier transform infrared), foi possivel
concluir que o ultrassom causou alteragdes estruturais e morfolégicas no pé
enzimatico estudado e a reducado do tamanho das particulas desse p6 contribuiu
para aumentar a enantioseletividade da enzima. Os melhores desempenhos foram
observados com baixa poténcia de ultrassom, sendo possivel manter a atividade
durante cinco ciclos de reutilizagdo. O efeito positivo da diminuicdo das particulas
de catalisador aumentaa area especifica do biocatalisador, contribuindo para maior
atividade da enzima. Além disso, aumenta a difusdo do substrato e do produto.

A temperatura também tem influéncia sobre os efeitos do ultrassom:
quando elevada,pode aumentar a cavitagcao e acelerar a reacadodevido ao aumento
da velocidade de difusdo entre os substratos e os produtos; no entanto, poderia
levar a desnaturagdo e inativagdo da enzima (BHANGU et al 2017; ZHAO et
al2014; PHILLIPS et al 1996).

Outro fator com importante, que influencia diretamente o desempenho da
reacao catalisada por enzimas, € a intensidade da poténcia do ultrassom, que pode
interferir nas propriedades das enzimas (WANG et al 2010). Quando a poténcia é
adequada, a colisdo entre a enzima e o substrato tem efeitos positivos. Quando a
poténcia € elevada, causa a destruicdo da estrutura tridimensional da enzima

levando ao baixo rendimento da reagcao (BARBOSA et al 2013).
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24 Processos da sintese enzimatica assistida por ultrassom

O uso do ultrassom para a sintese de biodiesel tem sido relatado em varios
trabalhos como uma alternativa eficiente para diminuir a limitagdo de transferéncia
de massa em reagdes com catalisadores enzimaticos (ADEWALE et al 2015),para
reduzir o tempo de reacdo e permitir a utilizagdo de menor concentragdo de
catalisador (Tabela 6). Esses estudos relatam que a intensidade e o tempo de
contato da enzima com o ultrassom podem suprir a necessidade de excesso de
alcool (metanol ou etanol) durante a reacao, tornando o processo mais rapido,
econdémico e “limpo”.

Alguns trabalhos relatam aumento de conversdo com o uso de
intensidades médias de ultrassom e possibilidade de varios ciclos de uso do
biocatalisador, como a exemplo de Batistella et al(2012), que estudaram a
transesterificagao etilica do 6leo de soja catalisada pelas lipases Lipozyme RM IM
e Novozym 435 em banho de ultrassom com intensidade variada de 0% a 100%
(100 W e 37 KHz) a 60 °C por 4 h.Os autores observaram resultados insignificantes
sem o uso do ultrassom durante o tempo estudado (4 h) e os melhores
rendimentos foram com intensidade de 50%. Os valores de conversao em éster
obtidos para as duas lipases foram de 90% e 57%, com queda de 37% observada
apos 2e 8 ciclos, respectivamente. Kumar et al (2011) estudaram a produgéao do
biodiesel de 6leo de sementes de Hymenaea courbaril (Jatoba) em reagdo de
transesterificacdometilica catalisada pela lipase de Enterobacter aerogenes
(imobilizada em silica) sob condigbes otimizadas (RM 4:1 e 45 °C). As condi¢des
de ultrassom foram avaliadas em diferentes intensidades variando de 50% a 100%
(200 W, 24 kHz). A melhor conversao observada foi de 85% com 50% de ultrassom
em 30 min.

Sao poucos os trabalhos sobre o uso de 6leos nao comestiveis, que
relatam o uso do ultrassom,particularmente, com o 6leo de mamona (Tabela
6),entre os quais se destacam o de Silva(2016),que estudaram a producdo do
biodiesel a partir da mistura dedleode mamona e amendoim em sistema de
ultrassom utilizaram razdo mamona/amendoim de 32:67, razdo molar alcool/éleo
de 23:1. 40 °C e 155 W. Obtiveram 91% de conversdo em 60 min, sem ultrassom o

rendimentofoiinsignificante.
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No que se refere a reutilizagdo da enzima, um dos principais problemas
relatados na literatura é a baixa solubilidade do glicerol no meio de reagédo de
transesterificagdo, causando problemas de transferéncia de massa e a perda de
atividade enzimatica. Esse problema ocorre devido ao acumulo do glicerol, formado
durante a reagao, na superficie da enzima (SOARES et al 2013; SHAH; GUPTA,
2008). Para minimizar esse efeito, vem sendo relatado o uso do ultrassom, pois
este pode deixar mais soluvel os reagentes e produtos formados durante a reagéao
(BUCHORI et al, 2016;SILVA et al 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi otimizara sintese enzimatica de ésteres
alquilicos (biodiesel) a partir de 6leo de mamona utilizando a lipase de

Burkholderia contaminans LTEB11.

3.2 Objetivos especificos

> Imobilizar a lipase de B. contaminansem Accurel MP 1000 e comparar
com os resultados obtidos por Baron et al (2014) com o EP 100 na sintese de

ésteres de 6leo de mamona.

> Produzir o sdlido fermentado contendo a |lipase de B.

contaminansnaturalmente imobilizada.

. Otimizar as condi¢cbes de reagao em frascos agitados por delineamento
fatorial, com as variaveis: razao molar, etapas de adicdo de etanol e

temperatura.

. Desenvolver alternativas para a remogao do glicerol adsorvido no

biocatalisador.

. Otimizara sintese de ésteres etilicos em reator de leito fixo com o sélido

fermentado, avaliando os efeitos da razdo molar e temperatura.

. Otimizar a sintese de ésteres etilicos com o sistema de ultrassom
acoplado ao reator de leito fixo, avaliando os efeitos da intensidade do

ultrassom combinados com a razao molar, temperatura e vazao de circulagao.
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AMATERIAISE METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Tecnologia Enzimatica e
Biocatalise (LTEB) do Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Parana e no Laboratério de Biotecnologia do Nucleo de Pesquisas e
Desenvolvimento de Energias Autossustentavel (NPDEAS).

O presente estudo foi dividido em duas partes (Figura 9 e 10). A
primeira parte foi produzir a lipase por fermentagcao submersa, imobiliza-la em
suporte Accurel MP 1000 e estudar a transesterificacdo do 6leo de mamona em
frascos agitados utilizando a lipase de B. contaminans (LipBC) imobilizada. A
segunda parte foi produzir a lipase por fermentagcado no estado sélido (FES) e

utilizar o solido fermentadona produgao do biodiesel de 6leo de mamona.

41 Reagentes e materiais

Os biocatalisadores utilizados foram o solido fermentado seco de B.
contaminans (SFBC), que contém atividade lipolitica produzida através da FES
(4.3.6), a lipase B. contaminansimobilizada nos suportes Accurel EP 100 e MP
1000e a lipase Novozym 435, cedida pela empresa Novozymes Latin America
Ltda(Araucaria, Parana, Brasil).

Os suportesAccurel EP 100 e MP 1000 foram doados pela empresa
Membrana GmbH Solutions for Healthcare and Industrial Filration (Obernburg,
Alemanha). O bagago de cana foi gentimente doado pela companhia
Melhoramentos Norte do Parana (Jussara, Parana, Brasil).

Os meios de cultivos utilizados para o crescimento da cepa B.
contaminanse a producdo do pré-indculo foram os meios Luria Agar (LA,
triptona bacterioldgico 10g L™, extrato de levedura 5 g L™, NaCl 10 g L™, agar
0,450 g L), 29 °C, por 48 h e Luria Bertani (LB, triptona bacteriolégico 10g L™,
extrato de levedura 5 g L, NaCl 10 g L"), a 29 °C, 200 rpm por 8 h,
preparados segundo Sambrook et al (1989).

Os substratos utilizados para determinar as atividades de hidrdlise e
esterificacdo dos biocatalisadores foram azeite de oliva da marca Gallo, com
acidez maxima < 0,50% (Cargill Agricola S.A, sdo Paulo, Brasil) e acido oleico
P.A da Synth (Diadema, S&o Paulo, Brasil).Etanol (99,5%),n-hexano (99.5%), t-
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butanol (95%) foram adquiridos da Vetec (Duque de Caxias, Rio de Janeiro,
Brasil).

Os padroes cromatograficosnonadecanoato de metila (C19)(com
99,8% de pureza), ricinoleato de metila (99,5% de pureza) com grau analitico, e
albumina bovina (BSA), foram adquiridos daSigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
EUA), metil-ésteres Mix FAME 37 (Supelco®, Bellefonte, Pensilvania, EUA).

Na reacado de transesterificacdo, foi utilizado o 6leo de mamona
adquirido daFarmanil Quima (Curitiba, Parand) e o 6leo de soja Liza da Cargill
(Mairinque, Sao Paulo, Brasil). Os demais reagentes tiveram grau de pureza

requeridonos ensaios.
4.2 Producgao da lipase de Burkholderia contaminans LTEB 11

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a cepa da bactéria
Burkholderia  contaminansLTEB11, isolada no LTEB, anteriormente
denominada de B. cepacia LTEB11. A identificacdo dessa cepa foi realizada
através do sequenciamento e analise filogenética do gene RNA ribossomal
16S, pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA), na UNICAMP. O estoque da cepa foi mantido em meio LB com 40%
(v/v) de glicerol a -18°C. Este estoque foi renovado a cada6 meses.

Os meios preparados para o crescimento da bactéria e fermentagoes,
bem como, todos os materiais utilizados nos cultivos foram previamente
esterilizados em autoclave a 121 °C, durante 20 min. Apds os experimentos os
materiais que estiveram em contato com o micro-organismo foram esterilizados
antes de serem descartados. A primeira parte do trabalho esta representada na

Figura 9.



Crescimento de B. contaminans em meio

Producao do pré-indculo

Fermentagdo submersa(72 h, 29°C e 150 rpm)

Extrato bruto

Centrifugacao a 8500 x g(30 min a 4°C)

Precipitado
descartado
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Precipitagao do sobrenadante com sulfato de
amoénio (80% de saturacao)

Sobrenadante
descartado

Centrifugacao do precipitado a 8500 x g
(20 min a 4°C)

Suspensdo com tampao fosfato (50 mM L™)
(dialise por 12 h a 4°C)

Extrato lipolitico apds dialise

Imobilizagao
(Accurel MP 1000 e EP 100)

FIGURA 9. ESTRATEGIA DE PRODUCAO DO EXTRATO LIPOLITICO DE
Burkholderia contaminans POR FERMENTACAO SUBMERSA
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4.2.1 Cultivo da cepa e producao do pré-indculo

Um microtubo contendo 1 mL da bactéria B. contaminans (estoque) foi
vertido em placa contendo meio sélido LA estéril [meio LB com 1,5% (m/v) de
agar bacteriolégico], que foi incubada em estufa a 29°C por 48 h. Apds esse
periodo, um disco, de 8 mm do agar contendo a bactéria crescida foi recortado
e transferido para frascos Erlenmeyer de 125 mL com 30 mL do meio LB, a 29
°C e 200 rpm por 8 h, tempo correspondente ao final da fase exponencial de
crescimento. Essa cultura, denominada pré-inéculo, foi utilizada nos processos
de fermentacdo submersa e de fermentacdo no estado solido (FERNANDES,
2007).

4.2.2 Producao da lipase por fermentacdo submersa

Apds a produgdo do pré-inoculo, conforme descrito em 4.2.1, foi
inoculado 1 mL dessa solugdo, correspondendo 10% células mL™, em
Erlenmeyer de 500 mL contendo 150 mL de meio nutritivo composto de
KNO3(3,54 g L), KoaHPO4(1,0 g L™), MgSO,. 7H,0 (0,5 g L"), NaCl (0,38 g L™),
FeS04.7H,0 (0,01 g L) extrato de levedura (5 g L™") e 1% (v/v) de 6leo de
oliva comercial (marca Gallo), previamente autoclavado e resfriado a
temperatura ambiente. Os frascos foram incubados em agitador orbital a 150
rom por 72 h, quando a atividade lipolitica era maxima (Baron et al 2014). Os
cultivos contendo atividade lipolitica foram mantidos a 4 °C por 12 h para
melhor decantagao das células. Em seguida, o material foi centrifugado a 8500
x g por 30 min para remogao das células, o sedimento precipitado foi

descartado e o sobrenadante (extrato bruto), armazenado a 4 °C.
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4.2.2.1 Precipitagdo com sulfato de aménio

O extrato bruto, colocado em banho de gelo e agitacao, foi adicionado
de sulfato de aménio até 80% de saturacdo para precipitacédo e concentragao
de proteinas, conforme calculo estipulado pelo Encor Biotechnology INC.Apss
a adicao do sulfato de amdnio, o extrato foi mantido a 4 °C por 12 h, com
agitacao branda, sendo depois centrifugado a 8500 x g por 20 min. O
sobrenadante foi removido e o precipitado foi ressuspenso em um volume
minimo de tamp3ao fosfato 50 mmol L™, pH 7,0. Essa suspens3o foi dialisada
por 12 h contra o mesmo tampao a 4 °C, com 2 trocas. A fragao dialisada
denominada como “extrato lipolitico” (Figura 9), foi analisada quanto a atividade
de hidrélise em meio aquoso e posteriormente utilizada nos estudos de

imobilizacao.

4.2.3 Imobilizacao da lipase produzida por fermentagao submersa

A imobilizacdo da lipase produzida por fermentagcdo submersa por
adsorcgao hidrofébica foi feita de acordo com Baron et al (2014), que utilizaram
o polipropileno comercial Accurel EP 100. Entretanto, como a empresa deixou
de fornecer o Accurel EP100, foi utilizado um tipo similar do polimero, Accurel
MP 1000, que difere do primeiro no tamanho da particula, na granulometria e

na area superficial (Tabela 7).

TABELA 7. PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DOS SUPORTES
EMPREGADOS NA IMOBILIZACAO DA LIPASE DE Burkholderia contaminans

Suporte Caracteristicas
3. v .
*Accurel EP-100 0,9 gcm?; tam.anho das partpulas 200 — 1000 pm;
porosidade das particulas 15 pm.
1,9 g cm®;tamanho das particulas > 1500 pym; porosidade
das particulas 25 pm.

*Accurel MP-1000

*Suporte Accurel (polipropileno em po)

Para comparacéao e verificacdo da reprodutibilidade dos experimentos
em relagdo ao trabalho de Baron et al (2014), os ensaios de imobilizagdo foram

feitos inicialmente com os dois tipos de suporte Accurel.
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4.2.3.1 Imobilizagdo em Accurel EP-100 e MP-1000

A lipase de B. contaminansproduzida por FS (4.2.2.) foi imobilizada por
adsorcao nos suportes Accurel EP-100 e MP-1000, de acordo com Al-Duri e
Yong (2000). O suporte foi umedecido com solu¢cdo aquosa de etanol (50%,
v/v) por 30 min, seguido de lavagem e filtragcdo em peneira de53 pm de
abertura. Esse procedimento permite retirar quaisquer impurezas e
principalmente o ar contido no interior das particulas. Para a imobilizacao,
foram adicionados em frascos Erlenmeyer de 25 mL 1 g de suporte lavado e 10
mL de solugdo enzimatica (extrato bruto ou extrato lipolitico) comcarga de
proteina de 25 mg por g de suporte, conforme determinado anteriormente por
Baron et al (2014) e Salum et al (2008). Essa mistura foi incubada em agitador
orbital por 24 h a 150 rpm, 25 °C e acompanhada a cada 6 h, com
monitoramento da atividade de hidrélise do sobrenadante. A mistura foi entéo
filtrada em papel de filtro qualitativo, seca em dessecador a vacuo por 12 h e

armazenada a 4 °C.
4.2.3.2 Cinética de imobilizagao

A cinética de imobilizagcao foi seguida durante 48 h. Foram retiradas
aliquotas de 300 pL do sobrenadante a fim de verificar a atividade de hidrdlise,
pelo método titulométrico (4.4.2) e a concentragao residual de proteinas, pelo
método colorimétrico de Bradford, (4.4.6.). A partir desses resultados, foram
determinados os valores de eficiéncia da imobilizagdo (E) e retencdo da
atividade (R), calculados a partir das Equacbes 1 e 2 , respectivamente
(YADAV e JADHAV, 2005):

_ (Ati—Atf).100
o Ati

E

Ao.100
At

R =

(2)

Onde:Ati - Atividade inicial total de hidrolise em meio aquoso, antes da

imobilizagdo (U mL™"); Atf — atividade final total de hidrélise em meio aquoso do
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sobrenadante, apés a imobilizacdo (U mL™"); Ao - atividade de hidrolise em
meio organico observada, do imobilizado (U g”' do suporte), At - atividade

tedrica do imobilizado (U g 'do suporte).

No calculo da eficiéncia de imobilizagao (E), foi considerada a atividade
de hidrélise, em meio aquoso, inicial e final do sobrenadante da imobilizagao.
Os caélculos de retencéao de atividade (R) foram feitos a partir da atividade de

hidrélise em meio organico da enzima imobilizada.

4.2.3.3 Imobilizagéo da lipase durante o cultivo

Esse método de imobilizacdo (SPIL, Simultaneous production and
immobilization of lipases) foi proposto por Baronet al (2011) com a finalidade de
diminuir etapas do processo em relagdo aos processos convencionais de
imobilizagao.

Para tanto, cultivos foram iniciados conforme descrito em 4.2.2,em
frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 150 mL de meio. Apds 16 h de
cultivo, foram adicionados 3 g de Accurel MP 1000 (preparado previamente).
Esta quantidade de suporte foi escolhida com base na saturacdo do suporte,
calculados em experimentos prévios de Baron et al (2011). Adicionou-se o
suporte apos 16 h de cultivo, fixou-se a concentragdo de suporte em 20 g L' e
a concentragdo de O6leo de oliva em 1,0 % (v/v), sendo a fermentagéo
acompanhada até 72 h (ponto maximo de produgado da enzima). A atividade de
hidrélise e o teor de proteina foram acompanhados e comparados com o

método convencional de imobilizagao (4.2.3.1).
4.2.4 Producgao da lipase por fermentacédo no estado sdlido

Foram utilizados como substratos o bagaco de cana e d6leo de soja.
Para preparar os substratos, com base nos estudos prévios de Salum et al
(2010) e Fernandes et al (2007), o bagago de canafoi lavado trés vezes, seco
em estufa a 60°C por 24 h e tamisado para obtencdo de particulas com

granulometria entre 0,85 e 2,36 mm.
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Em procedimento padréo, as fermentagcdes foram realizadas em
frascos Erlenmeyer de 500 mL, que continham 10 g (base seca) do bagago de
cana, 30 mL de emulsdo composta por 2 g de 6leo de soja (20% m/m) e 30 mL
de solugédo nutriente (conforme metodologia estabelecida por Fernandeset al
2007) composta por: ureia (4,0 g L), lactose (5,0 g L), KoHPO4(5,0 g L),
MgSOs.. 7 H,0 (1,0 g L) e solucdo de oligoelementos (4 mL L™) e pH 7,0, para
atingir 75% de umidade (fracdo massica, base umida).A solugdo de
oligoelementos tinha a seguinte composicdo: MnCly4H,O (2,0 g L7);
CoS0,47H,0 (2,8 g L); CaCl,2H,0 (1,5 g L™); CuCl,:2H,0 (0,2 g L™,
ZnS047H,0 (0,3 g L™). A fim de dissolver os componentes, o pH da solugéo
de oligoelementos foi ajustado para 4,0 com solugéo de HCl a 10% (v/v).

O teor de umidade foi aferido em balang¢a de infravermelho, conforme
descrito em 4.4.1.0s frascos que continham os substratos Umidos foram
tampados e autoclavados, resfriados e inoculados com 2 mL de pré-indculo ja
descrito em 4.3.1. Apds a inoculagao, os frascos foram incubados emestufa
bacteriologica a 29°C por 72 h (SALUM et al 2010).Apdés o periodo de
fermentacao, o solido fermentado foi seco em fluxo de ar, conforme proposto
por Soares et al(2013) (4.2.4.1) até atingir 10% de umidade. O sdlido
fermentado seco (SFBC) foi colocado em sacos plasticos e armazenado a 4 °C

para utilizagdo como catalisador em todo o trabalho (Figura10).
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Secagem do solido em coluna,
v' controle da umidade (10%) e atividade de hidrolise ( pH-Stat)

Transesterificagdo em frascos agitados,
comparacgao do solido fermentado com
a lipase Novozym 435.

v Variaveis: razdo molar, etanol em
etapas e lavagem com t-butanol

e Delineamento fatorial
fracionario (2?) com as
variaveis:
v' razdo molar e adigéo
de etanol em etapas
Delineamento fatorial DCCR
(2%) com as variaveis:
v’ razéo molar e
temperatura

e Estudos dos efeitos:

v lavagem do soélido com
t-butanol ;durante a
reacao;

v’ adicao do t-butanol no
meio da reacao,

v' uso do acetato de etila
como doador acila.

T terificaca Transesterificacao
ransesterilicacao em reator em leito

em reatgr em leito fixo com ultrassom

fixo acoplado
I
Variaveis;

Adicao de etanol em 12 e razao molar;
etapas; estudo das [=>| ® temperatura;
variaveis previstas pelo e intensidade de
modelo de ultrassom,
delineamento fatorial: e vazio de

e temperatura,
e razao molar

circulacado do
meio de reacao

FIGURA 10. ESTRATEGIA DE PRODUCAO DO SOLIDO FERMENTADO
CONTENDO A LIPASE DE Burkholderia contaminansg SUA APLICACAO NA

PRODUCAO DO BIODIESEL




52

4.2.4.1Secagem do sélido fermentado

A secagem do SF ocorreu conforme metodologia proposta por Soares
et al (2013). O equipamento (Figura 11) consistiu em um sistema fechado, com
dois tubos de cloreto de polivinila (PVC), conectados. As medidas dos tubos

eram de 4,3 cm de didmetro, 50 cm de altura e volume de 726 mL.

FIGURA 11. SISTEMA DE SECAGEM DO SOLIDO FERMENTADO EM
COLUNA COM FLUXO DE AR SECO

(1) Entrada do cilindro de ar, com fluxo de 20 L min™"; (2) tubo preenchido com silica ativada;
(3) tubo superior preenchido com cerca de 200 g do SFBC uUmido. (4) saida do ar em
Erlenmeyer com solugéo de hipoclorito 10% (v/v).

A secagem ocorria de forma ascendente, onde o tubo inferior era
conectado por uma mangueira ao cilindro de ar, com fluxo de 20 L min™", e este
tubo era preenchido com silica ativada para a desumidificacdo do ar. O tubo
superior era preenchido com cerca de 200 g do SFBC umido. No topo dessa
coluna foi conectada uma mangueira para a saida do ar, que era borbulhado
em Erlenmeyer com solucéo de hipoclorito 10% (v/v). Durante a secagem, o ar

previamente seco que saia da coluna inferior passava pelo sélido fermentado
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na coluna superior. A troca da silica ativada era feita conforme a mudanga da
coloracédo, que indicava excesso de umidade. Durante toda a secagem era feito
o0 acompanhamento da umidade, em intervalos de 1 h, em balanca de

infravermelho, até o SFBC atingir cerca de 10% de umidade.

4.2.4.2 Estabilidade do sélido fermentado

Com o objetivo de utilizar um unico lote de SFBC, os lotes produzidos
ao longo das fermentagbes foram misturados para formar 1 kg, que foi
armazenado em sacos plasticos e mantido a -4°C. O lote produzido apresentou
atividade de hidrélise de 160 U g™ atividade de esterificacdo contra trioleina de
7 U g com 10% de umidade.

A estabilidade do SF foi acompanhada durante 12 meses pela

determinacao da atividade de esterificacao (4.4.4).

4.3 Estudos de transesterificagao do 6leo de mamona
4.3.1 Caracterizagao do 6leo de mamona

O ¢leo de mamona foi caracterizado pelo fabricante e classificado
como Oleo industrial numero 1 (Padrao) devido a sua pureza, por ser limpido e
brilhante com no maximo 1% de acidez.Conforme o laudo técnico do
fabricante, o 6leo utilizado estava dentro dos padrbes de caracterizagao fisico-
quimicos para oleos, gorduras e misturas determinado pela American Oil
Chemists' Society (AOCS). Os resultados das analises fisico-quimicas feitas
pelo laboratério da empresa Farmanil Quima, estdo apresentados na Tabela 8
e estao dentro dos limites especificados pelo fabricante.



14°]

(9102) ‘ewinp jluewse ejod OpIodUIO) 021UIY) OpNET @04,

e[1X04p1Y 3p 32Ipu|
oedeoiuodes ap ao1pu|
opol ap 3dipuj
apepiwn
0919]|0 Oplok W zaploy
(0. 92) @apepisuag

(2. §2) @13IAM00UG 2pepISOISIA

GOl GGl NIN
.6 HO®BN bw
18l GZL NIN 6 HoeN bu
/8 88 € L8
b6
€G¢ GLE XVIN wdd
60 L XVIN o
(o]
G6'0 96 '08G6°0
WO b
€v9 068-0€9
,.S-ed
,02]U29} opneT ,0YVIdI03ds3 sapepiuf

3SITYNV

IVIOH3INOD YNOWVIN 3Ad 0310 Od SYOININD-02IS|d SYOILSIHILOVHEYO '8 v13av.Ll



55

4.3.2 Ensaios de transesterificacdo do 6leo de mamona em frascos agitados

4.3.2.1 Transesterificagdo com a lipase de Burkholderia contaminans
imobilizada no suporte Accurel

As reacbes de transesterificacdo com a lipase imobilizada ocorreram
em frascos Erlenmeyer de 25 mL, contendo 10 g de éleo de mamona (10,78
mmol), 4,78 mL (32,36 mmol) de etanol (RM 3:1) e agitagdo de 250 rpm, em
agitador orbital. Foram retiradas aliquotas de 20 yL do meio reacional no
decorrer da reagao para analise de conversao em éster por cromatografia em
fase gasosa (GC).

Foram realizados estudos de otimizacdo da transesterificacdo do 6leo
de mamona(20 g) com as variaveis: concentragdao da enzima (5% e 8%, com
atividade de hidrolise em meio organico de 34 U g”' de suporte)e temperatura
(30 °C a 45 °C).

4.3.2.2 Transesterificacdo com o solido fermentado de Burkholderia
contaminans

Os estudos preliminares da reagcdo de transesterificacdo
catalisadapelopor SFBC ocorreram em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo
20 g de d6leo, 9%(1,8 g, correspondente a 12,6 U totais) de SFBC.

Foram avaliados os efeitos das variaveis RM(3:1 e 6:1) e adigdo do
etanolem 2 e 12 etapas, com agitagdo orbital de 250 rpm a 45°C. Quando a
adicdo ocorria em duas etapas, a primeira era no inicio da reagao e a segunda
apo6s 4 h. No segundo caso, em 12 etapas, um equivalente de etanol era
adicionado no inicio da reagao e osdemais a cada 30 min, totalizando a adicao
de todas as etapas em 5 h.

A fim de comparar os resultados obtidoscom oSFBCaos obtidos com a
lipase comercial, alguns ensaios foram feitos utilizando 5%(1g, correspondente

a 343 U totais) da lipase Novozym 435.
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4323 Efeito da lavagem do Dbiocatalisadorapés reacbes de
transesterificacao

O estudo do efeito da lavagem do solido fermentado foi feito com o
proposito de remover o glicerol adsorvido sobre o biocatalisador. Nesse estudo,
a adicdo do etanol ocorreu em 4aliquotas de 1,89 mL (correspondente a1
equivalente), sendo o primeiro equivalente adicionado no inicio da reagéo, o
segundo apos 4h, o terceiro e quarto, apos 12 e 16 h. Em 12h a reagao era
interrompida, o catalisador era removido por filtracdo com auxilio de bomba a
vacuo, lavado por 3 vezes com 15 mL de f-butanol. Apds a lavagem, o SFBC
foi seco em dessecadora vacuo por 12 h. Alipase Novozym 435 foi seca em
estufa a 40 °C por 60 min e armazenada em dessecador por 12 h. Apds a
secagem, 0s biocatalisadores eram colocados novamente nos frascos de
reacao e o terceiroequivalente era adicionado (12 h de reagdo), sendo o ultimo
equivalente adicionado apds 3 h (16 h de reagao) . As reagdes ocorreram a 45
°C, RM 6:1, agitacao orbital de 250 rpm, por 96 h. As aliquotas eram retiradas a
cada 24 h e analisadas por GC (4.4.7).

4.3.2.4 Planejamento fatorial

Com o objetivo de otimizar o processo de transesterificagdo em frascos
agitados com o SFBC, utilizou-se um delineamento fatorial 2° com ponto
central em triplicata (BRUNS; SCARMINI, 2001). As variaveis independentes
estudadas foram RM e etapas de adicdo de etanol (Tabela 9).
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TABELA 9. VARIAVEIS E NIVEIS PARA O DELINEAMENTO FATORIAL
FRACIONARIO COM 2 NIVEIS E 2 VARIAVEIS PARA A OTIMIZACAO DA
TRANSESTERIFICACAO DO OLEO DE MAMONA CATALISADA PELO
SOLIDO FERMENTADO CONTENDO A LIPASE DE Burkholderia contaminans

Variaveis independentes

Experimento

Fl\%i? Nivel adigEgipda: :tznol Nivel
1 6:1 (+1) 12 (+1)
2 3:1 -1) 12 (+1)
3 6:1 (+1) 4 (-1)
4 3:1 -1) 4 -1)
5 4,5:1 (0) 8 (0)
6 4,5:1 (0) 8 (0)
7 4,5:1 (0) 8 (0)

Apos a selegdo das variaveis com influéncia sobre as respostas, foi
realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) (RODRIGUES;
LEMMA, 2009), para avaliar a influéncia conjunta das variaveis (1) RM e (2)
temperatura. No delineamento, foi utilizado um planejamento 2% com adicéo de
2 pontos axiais (+1,41 e -1,41) e 3 pontos centrais (0), totalizando 11
experimentos. Para as reagdes do delineamento DCCR, foram utilizados 1,8 g
do SFBC (base seca), que corresponde a 12,6 U totais de atividade de
esterificacdo, nas condi¢des definidas no planejamento (Tabela 10), em cada
frasco Erlenmeyer de 50 mL.

Os resultados foram analisados pelo software Statistica (versdo 10),
onde os efeitos das variaveis e os respectivos erros foram calculados a um
limite de confiangca de 95%. Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e o
calculo dos valores de F do teste de Fischer para a avaliagdo da significancia
do modelo. As curvas de contorno e as superficies de resposta foram obtidas

para a definicdo das faixas 6timas de cada variavel.
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TABELA 10. VARIAVEIS E NIVEIS DO DELINEAMENTO COMPOSTO
CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) COM 2 NiIVEIS E 2 VARIAVEIS PARA A
OTIMIZACAO DA TRANSESTERIFICACAO DO OLEO DE MAMONA
CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO CONTENDO A LIPASE DE
Burkholderia contaminans

Variaveis independentes

Experimento

Razao Molar Nivel Temperatura, °C Nivel
1 6:1 -1 40 -1
2 6:1 -1 50 1
3 12:1 1 40 -1
4 12:1 1 50 1
5 5:1 -1,41 45 0
6 13:1 1,41 45 0
7 9:1 0 38 -1,41
8 9:1 0 52 1,41
9 9:1 0 45 0
10 9:1 0 45 0
11 9:1 0 45 0

4.3.3 Estudos de transesterificacao etilica do 6leo de mamona em reator de
leitofixo utilizando o sélido fermentado

As reacdes com o SFBC foram realizadas em uma coluna de 2,7 cm de
didmetro interno e 21 cm de altura com recirculacédo de agua (Figura 12). A
coluna foi preenchida com 12 g de SFBC (base seca) com 84 U totaisde
atividade de esterificacdo, que foram colocados na coluna através de um funil,
e entdo levemente prensados com o auxilio de um bastao de vidro (Figura 12).

O reservatorio foi abastecido com 100 g de 6leo de mamona e 19 mL
ou 38 mL de etanol, conforme a RM utilizada (3:1 ou 6:1). Para os ensaios
preliminares, a temperatura (45 °C) foi mantida constante e a mistura foi
mantida no reservatério sem agitagcdo. Essa mistura foi continuamente
recirculada, conforme mencionado anteriormente. Foram testados os efeitos da
RM (3:1 e 6:1) e da adi¢do do etanol em etapas (1-12 etapas) na conversdo em

éster.
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FIGURA12. REATOR DE LEITO FIXO UTILIZADO NATRANSESTERIFICACZ\O
DO OLEO DE MAMONA CATALISADA PELOSOLIDO FERMENTADO
CONTENDO A LIPASE DE Burkholderia contaminans

Fonte: A autora

4.3.3.1 Estudo do efeito do ultrassomacoplado ao reator de leito fixo

As reacbes de transesterificacdo em leito fixo com sistema de
ultrassom acoplado foram feitas com o mesmo reator descrito em4.3.3. A
sonda de ultrassom foi acoplada em um reservatério encamisado com
conexdes para a coluna e bomba peristaltica (Figura 13).

O meio reacional era composto de 100 g dleo e etanol (RM 3:1 e 6:1,
correspondentes a 19 mL e 38 mL de etanol). O primeiro contato do meio
reacional era com o SFBC dentro do reator de vidro, de forma ascendente. Em
seguida, o reservatério (Figura 13) era preenchido (1) até entrar em contato
com o ultrassom (2) e o meio era recirculado novamente pela bomba

peristaltica (3).
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FIGURA 13. VASO REACIONAL COM CONEXOES ENTRE O REATOR DE
VIDRO, A SONDA DE ULTRASSOM E A BOMBA PERISTALTICA

(1) Entrada do vaso, por onde o meio de reacdo, apds entrar em contato com o SFBC,
entra ascendente em contato com o ultrassom; (2) ultrassom acoplado ao vaso, ocorre o
contato do meio de reagcdo com o ultrassom; (3) saida do vaso, o meio de reagéo volta a ser
bombeado, seguindo o mesmo ciclo.

Fonte: A autora

O ultrassom utilizado nesse trabalho era composto por uma sonda
conectada com o reator (Figura 13) com frequéncia de 20 KHz e poténcia de
500 W, com intensidade variada de 0% a 100%.

As variaveis estudadas foram: variagdo da amplitude da poténcia (500
W) do ultrassom (0% - 100%) (1) temperatura (40 °C e 50 °C), (2) vazao de
recirculagdo de 1,45 e 7,45 mL min” e (3) RM (etanol:dleo) 3:1 e 6:1,
correspondentes a 14,90 g (19 mL) e 29,81 g (38 mL) de etanol,
respectivamente. A adigcdo do etanol ocorreu em 12 etapas com intervalo de 30
min, com base em estudos prévios de planejamento fatorial obtidos em frascos
agitados. Foram retiradas aliquotas a cada 24 h durante 96 h para analise por
GC.
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ULTRASSOM ENTRADA
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REACAO
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FIGURA 14. REATOR DE LEITO FIXO PREENCHIDO COM O SOLIDO
FERMENTADO E COM SONDA DE ULTRASSOM ACOPLADA

(1 Entrada do meio de reacdo e etanol e retirada de amostra; (2) Bomba peristaltica; (3)
vaso encamisado; (4) reator de vidro com o solido fermentado empacotado e encamisado; (5)
vaso encamisado, entrada do ultrassom (superior), meio reacional (inferior) saida do meio
reacional e (6) sonda deultrassom em contato com o meio de reagéo.

Fonte: A autora
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4.4 Métodos analiticos

441 Determinagao da umidade dos substratos solidos

O teor de umidade dos substratos solidos foi determinado em balanga
de infravermelho (Gehaka IV 2000, S&o Paulo, Brasil). Para este ensaio, foi
adicionado 1 g de amostra na balancga, que foi programada com temperatura de
105 °C, em modo de auto-secagem até variagdo da umidade menor do que
0,05% (m/m).

4.4.2 Dosagem de atividade enzimatica

Trés tipos de atividade enzimatica foram determinados nos preparados
enzimaticos ao longo deste trabalho: (1) atividade de hidrélise em meio aquoso,
por método titulométrico em titulador automatico do tipo pH-Stat; (2) atividade
de hidrélise em meio organico, pela determinagdo do teor de acidos graxos
livres da hidrolise da trioleina pelo método de Lowry e Tinsley (1976) e (3)
atividade de esterificagao, determinada através da reacao de sintese do oleato
de etila. Os métodos estdo descritos a seguir.

A dosagem de atividade lipolitica de hidrolise foi feita pelo método
titulométrico, conforme metodologia proposta por Stuer, Jaeger e Winkler
(1986), com modificacbes. As emulsdes empregadas nos ensaios foram
preparadas com agua destilada e adigao de Tris-HCI (2,5 mmol L™, pH 7,0),
CaCl, (2 mmol L™, NaCl (150 mmol L™"), goma arabica (3%, m/v) e 67 mmol L™
de azeite de oliva (TISS; CARRIERE; VERGER, 2001). A solugado foi
emulsionada em um liquidificador Arno Optimix (Arno, Sdo Paulo, Brasil) por 5
min, e por mais 1 min imediatamente antes do uso. Para cada ensaio, 20 mL
de emulsao e determinada quantidade de amostra contendo a lipase (massa -
base secaou volume) foram adicionados ao vaso de reagao termostatizado a40
°C com agitagdo magnética. Os acidos graxos livres (AGL) liberados pela
hidrélise enzimatica foram titulados em um titulador automatico pH-Stat
(Metrohm 718, Herisau, Suica) durante 5 min, mantendo-se o pH em 7,0 com

uma solugao de NaOH 0,05 mol L™, o fator de correcéo foi calculado conforme
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Equacédo 4. A atividade de hidrdlise (Ah) foi calculada com a Equagao 3 e o

fator de corregdo do NaOH, de acordo com a Equacéo 4:

S X[NaOH X f X fpH
Ma

Ah = (3)

Onde:dV/dté a velocidade inicial do consumo de NaOH em mL min-1; [NaOH] é
a concentracdo de NaOH em pmol mL™"; £ o fator de correcao da solugao de
NaOH padronizada (adimensional); Ma é a quantidade de amostra (sélido

fermentado -base seca em g™ ou pL.

1+10(Ph —pKa)
FpH = 10(ph —pKa ) 4)

Na Equacédo 4,FpH é o fator de corregdo (adimensional) relacionado a
dissociagao parcial dos acidos graxos da trioleina, que possuem um valor de
pka de 4,57, 4,89 e 6,8, respectivamente. Para cada substrato, FpH foi

calculado considerando o pH do ensaio (7,0).

A atividade lipolitica foi expressa como unidades de atividade por
grama de sdlido fermentado [U g "~ (base seca)] ou U mL™ de extrato lipolitico,
sendo uma unidade de atividade (U) equivalente a liberagdo de 1 umol de acido

graxo por min, nas condi¢des utilizadas no ensaio.
4.4.3 Atividade de hidrolise em meio organico

Para a determinagdo da atividade de hidrolise em meio organico, foi
seguido o procedimento proposto por Gongalves (1999), com algumas
modificagcdes. Para o ensaio, foram adicionados 5 mL de meio reacional

contendo 4,9 mL den-hexano, 70 mmol L™ de trioleina e 0,1 mL (2%, v/v) de
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agua destilada em um Erlenmeyer de 25 mL. A reacgdo foi iniciada com a
adicao de 20 mg da enzima imobilizada ou de SFBC.

A reagao foi realizada sob agitagdo de 180 rpm, a 40 °C e, em
intervalos fixos, aliquotas de 100 uL foram coletadas do meio reacional e
analisadas quanto ao teor de acido graxo residual através método de Lowry e
Tinsley (1976) (4.4.5).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como equivalente

a producéao de 1 ymol de acidos graxos por min nas condigdes do ensaio.
4.4.4 Atividade de esterificacao

As reacdes de sintese do oleato de etila foram realizadas com duas
diferentes preparagbes enzimaticas: com a lipase imobilizada no suporte
Accurel (EP 100 e MP 1000), e com SFBC.

O meio reacional continha 210 mmol L™ de etanol e 70 mmol L™ de
acido oleico, solubilizados em n-hexano. Foram utilizados 170 mg de enzima
imobilizada em Accurel e 500 a 800 mg de SFBC, com 5 mL e 10 mL de meio
reacional, respectivamente, a 40 °C sob agitagao de 200 rpm. Aliquotas de 50
WL do meio de reagao foram coletadas para determinagao da concentracao de
acidos graxos livres residuais pelo método colorimétrico de Lowry e Tinsley
(1976) (4.4.5).

Calculos de atividade de esterificagcao foram realizados com base na
velocidade inicial do consumo de AGL, que corresponde ao coeficiente angular
da reta da equacgao ajustada aos pontos iniciais (faixa de linearidade) de um
grafico de concentragcdo de acido graxo (umol) em funcdo do tempo (min)

(Equacéo 5):

dAgl 1
Ae= 5 x— 5
dt Msf )

Em que: Ae - Atividade de esterificagcao, expressa em unidades de atividade
por grama de sdlido fermentado (base seca)(U g”') ou por grama de enzima
imobilizada; dAgl/dt - € a velocidade do consumo de acidos graxos livres (AGL)

em pumol” e Msf - é a quantidade de SFBC em gramas (base seca). Uma
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unidade (U) de atividade enzimatica de esterificacdo foi definida como o
consumo de 1umol de acido graxo por min em meio organico, nas condi¢cdes

do ensaio.

445 Método de Lowry-Tinsley

O método de Lowry e Tinsley (1976)foi utilizado para quantificar o teor
de acido oleico durante as reagdes sintese do oleato de etila e de hidrdlise da
trioleina em meio orgénico, e possibilitar os calculos das atividades de
esterificacado e de hidrélise em meio organico.

A concentracdo de acidos graxos livres no meio foi relacionada a
absorbancia pela curva de calibragao feita com o acido oleico (pureza 90%),
que foi obtida nas mesmas condicbes do ensaio. Para cada ensaio, foram
adicionados 100 uL da amostra a ser analisada em microtuboscontendo 1,15
mL de tolueno e o reativo de cor (250 pL), que consiste em uma solugao
aquosa de acetato de cobre Il (5%)com pH (6,0-6,2) corrigido previamente com
piridina. A mistura foi agitada em voértex durante 1 min. A absorbancia da fase
organica, que continha os ésteres,foi lida em espectrofotbmetro a 715 nm.

Para a curva de calibragao,foram preparadas amostras contendo entre
5 e 160 mmol de acido oleico, pela dissolugao do acido em baldes volumétricos
com 10 mL de n-hexano. Em seguida, 100 pL da solugdo do acido foram
adicionados ao reagente de Lowry e Tinsley (0,25 mL do reagente acetato
cuprico + 1,15 mL de tolueno) formando duas fases que foram misturadas
vigorosamente durante 60 s usando um misturador vortex. A mistura foi
centrifugada a 3000 x g por 10 min, até que a fase aquosa fosse claramente
separada da fase organica por decantagcdo. A curva de calibracdo foi
determinada a partir da medida da absorbancia da solucdo a 715 nm contra o

controle.

446 Determinagao de proteinas

O método proposto por Bradford (1976) foi utilizado para dosagem de

proteinas nas amostras provenientes da fermentagcdo submersa. A
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concentracao de proteinas foi calculada a partir de uma curva de calibracéo

com o padrao soro-albumina bovina (BSA).

4.4.7 Cromatografia em fase gasosa
4.4.7.1 Quantificagdo dos ésteres etilicos

Foram retiradas aliquotas de 20 pL do meio reacional (contendo os
ésteres etilicos) que foram colocadas em estufa a 60 °C por 4 h para a
evaporagao do etanol. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000
x g por 15 min a 25 °C. Em vials de 1 mL foram adicionados 10 mg de amostra
e 500 pL de uma solugdo de padrdo nonadecanoato de metila (C19) em
cloroférmio na concentracdo 10 mg mL™". Foi injetado 1 pL de amostra.

As anadlises foram realizadas utilizando um cromatégrafo em fase
gasosa, modelo GC-2010 (Shimadzu Co, Quioto, Japao), equipado com
detector de ionizagdo de chama (DIC), e coluna capilar HTS poliamida-CLAD
(5% fenil policarbonato siloxano), comprimento de 30 m x 0,53 mm x 0,50 y. O
gas de arraste utilizado foi o nitrogénio.A temperatura do injetor foi de 250 °C.
O aquecimento da coluna foi programado com temperatura inicial de 150 °C -
330 °C a 10 °C min™, seguida pela manutencdo da temperatura durante 5 min.
A temperatura do FID foi de 380°C.

A identificacdo dos ésteres foi realizada por comparagcao dos tempos
de retencdo dos picos da amostra com os picos de uma mistura padrao de
metil-ésteres Mix FAME 37 e a identificagdo do ricinoleato de etila foi realizada
pelo padrao ricinoleato de metila. O teor de etil-ésteres na amostra (CEE) foi

calculado pela Equagéao 6, conforme norma EN14103(2003):

(Z Age _Api )

_ C P;XV
Cee (%) — 2

X PL X 100%6)

pi a

Em que: C,.. (%) € a concentracéo de ésteres etilicos (%); £ Aee € o somatdrio
de todas as areas dos picos dos etil-ésteres; 4,;, € a area do pico do padrao
interno; C P; € a concentragdo do padrao interno, Ma € a massa total da

amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram divididos em duas partes. Na primeira parte,
apresenta-se a imobilizagao da lipase de B. contaminans nos suportes Accurel
EP 100 e MP 1000. Em seguida,apresenta-se os resultados de otimizag&o, em
frascos agitados, da reagdo de transesterificagdo catalisada pela lipase
imobilizada em Accurel MP 1000.Na segundaparte,foram feitos estudos
comparativos da transesterificacdo catalisada pelo SFBC e Novozym 435,
seguido de estudo de otimizagaoda reagdo com o SFBCem frascos agitados e

em reator de leito fixo, com e sem sistema de ultrassom acoplado.

5.1 Caracterizagcao do 6leo de mamona

O 6leo de mamona foi metilado com BFs- trifluoreto de boro metandlico,
de acordo com o método deMetcalfe(1966). Em seguida,foram avaliadas a
composicao dos acidos graxos por GC (4.4.7) (Tabela 11).

O acido graxo maijoritario (84%) foi o acido ricinoleico (acido 12 -
hidroxi-9-cis-octadecendico), com os demais acidos graxos correspondendo a
menos de 20% (Tabela 11). Esses resultados s&o comparaveis a outros
estudos da literatura em relagdoa composicéo dos acidos graxos (HUANG et al
2015; VENTURAEet al 2010; DaCOSTA et al 2010; SAVY, 2001).

TABELA 11. PERFIL EM ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE MAMONA
UTILIZADO NESTE TRABALHO

ACIDO GRAXO %
C16:0 Acido Palmitico 1
C18:0 Acido Estearico 1
C18:1 Acido Oleico 3
C18:2 Acido Linoleico 5
c18:3 Acido Linolénico 1
C18:1(9)OH-12 Acido Ricinoleico 84
C22:0 Acido Behénico 2
C22:1 Acido Ertcico 2
Outros 1

Fonte: A autora
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5.2 Obtencdao do extrato lipolitico contendo a lipase de Burkholderia

contaminans

Apos cultivo por 72 h, o extrato lipolitico apresentou atividade de hidrélise em
meio aquoso (4.4.2) de 32 U mL™", que é compativel com os trabalhos anteriores
(Baron et al 2014). Ap6s a producdo da lipase, o extrato foi concentrado e
parcialmente purificado por precipitacdo com sulfato de aménio [saturagcao 80% (m/v)]
(MILLER, 1988), seguido de dialise (4.2.2.1), obtendo-se rendimento de 83% e fator de
purificagdo 2 (Tabela 12).

A atividade de hidrélise do extrato apds precipitacdo e dialise foi de 200 U mL™
e atividade especifica de 154 U mg"'. Esse extrato foi utilizado nos ensaios de
imobilizagdo descritos a seguir. A lipase contida no extrato bruto sera denominada, a

partir deste ponto do trabalho, como “LipBC”.
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5.2.1 Imobilizagaoda lipase produzida por fermentacado submersa
5.2.1.1 Comparagao da imobilizagdo com Accurel EP 100 e MP 1000

Um dos objetivos deste trabalho foi prosseguir com os estudos de Baron et al
(2014) de transesterificagao do 6leo de mamona com LipBC imobilizada em Accurel EP
100. Como a producdo deste suporte foi descontinuada pela empresa fornecedora,
ensaios foram feitos para determinar se havia diferenga no processo de imobilizagao e
nos preparados enzimaticosobtidos com o novo produto fornecido pela empresa,
Accurel MP1000. Conforme a Tabela 7 (4.2.3), estes suportes sao diferentes em
tamanho de particula e porosidade (0,9 g cm™>e 15 ym para Accurel EP100 e 1,9 g. cm”
3¢ 25 pym para Accurel MP 1000).

Avaliou-se inicialmente a eficiéncia de imobilizacdo e a retengdo de atividade
de hidrélise em meios aquoso e organico (Tabela 13). A carga de proteinas foi de 25
mg por grama de suporte, de acordo com Baron (2011). Apesar de ter-se obtido uma
eficiéncia de imobilizacdo de 100% com ambos os suportes, a maior atividade (34 U g
1)foi observada para o suporte Accurel MP 1000, provavelmente devido a maior

superficie de contato e porosidade 60% maior desse suporte.

TABELA 13. PRINCIPAIS PARAMETROS DA IMOBILIZACAO DA LIPASE DE
Burkholderia contaminansEM DOIS TIPOS DE ACCUREL

Eficiénciade Atividade teérica Atividade em meio
Suporte imobilizagao n (%) Ug- orgéni1co R (%)
(%) (Ug')
Accurel EP
100 100 50 18 16 89
Accurel
MP 1000 100 50 18 34 189

Eficiéncia de imobilizacdo (%) - diferenca entre a atividade inicial de LipBC e a atividade final no
sobrenadante apds a imobilizacdo. Rendimento em proteina (n %) - diferenga entre concentracéo de
proteina inicial e final do sobrenadante apds a imobilizagdo. Atividade tedrica: calculada com base na
proteina adsorvida sobre o suporte. Atividade observada - hidrélise da trioleina em n-hexano, a 30°C,
200 rpm. R - retencédo de atividade (%) - relacdo entre a atividade tedrica, e a atividade em meio
organico da enzima imobilizada.

A retencao da atividade (R) de 189% para Accurel MP 1000 indica que LipBC
sofreu ativagdo durante o processo de imobilizagdo, o que n&o ocorreu quando se
utilizou Accurel EP 100. Com base nesses resultados, comprovou-se que a
imobilizagdo de LipBC poderia ser feita com vantagem no Accurel MP 1000. Com este

suporte foram refeitos estudos de cinética de imobilizagdo com diferentes cargas de
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proteinas para determinacdo da saturacdo do suporte e do tempo necessario para

imobilizacao.
5.2.2 Efeito da carga de proteina no suporte Accurel MP 1000

A partir do extrato lipolitico precipitado com atividade de hidrélise de 200U mL -
' e concentracéo de proteina equivalente a 1,3 mg mL™" (Tabela 11), foram estudadas
varias cargas de proteina por grama de suporte a fim de determinar a melhor

concentragao para dar continuidade aos demais experimentos (Figura 15).

A) 100
100 3 B)
< 80
3 S 80
n i)
80 60 D~
x ¢ _—
s 5 4 g 2
T O © £ 60
2 20 ak
<
0 o - 40
12 24 4
0 Tento (h) 0 8 0 12 24 36
Tempo (h)
Cc) 20
o
S
©c 16
O
3~
2<
S 12
-c N—
(0]
©
3
= 8
< 15 20 25 30

Proteina (mg g')

FIGURA 15. CINETICA DE IMOBILIZAGAO DA LIPASE DE Burkholderia contaminans
NO SUPORTE ACCUREL MP 1000

A) Atividade residual; (A) 15 mg; (o) 20 mg; (0) 25 mg e (o) 30 mg; B) Concentragao de proteinas

no sobrenadante do extrato bruto durante a imobilizagdo (A) 15 mg ; () 20 mg; (A) 25 mg e (m) 30 mg
e C) Atividade de esterificacdo. Os valores plotados sdo as médias das analises em ftriplicata + o erro
padrao da média.

48
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Observou-se que, apos 24 h de imobilizagéo, ja ndo havia atividade de hidrélise
no sobrenadante (Figura 15 A) para as concentragbes de 15, 20 e 25 mg e que a
concentracdo de proteina (Figura 15 B) diminuiu em 50%. Isto sugere que a
imobilizacao foi seletiva para lipase.

O mesmo resultado foi observado com a concentragéo de 30 mg, mas em 48 h,
indicando que a saturagdo do suporte ocorre com a carga de 25 mg g™ de suporte.
Para confirmar estes resultados, as atividades de esterificacdo dos preparados
imobilizados foram determinadas. Para tanto, estes foram removidos do meio por
filtracdo e secos em dessecador por 12 h. A atividade mais alta (19 U g™') foi obtida
com a carga de 25 mg g'em 24 h (Figura 15 C), que foi utilizada nos ensaios

subsequentes.
5.3 Obtencao do sélido fermentado contendo a lipase de Burkholderia
contaminans

Os lotes de solido fermentado de B. contaminans (SFBC) produzidos nas
condigdes ja otimizadas por Galeanoet al (2017) e Soares et al (2014)foram
produzidos e misturados para formacédo de um unico lote, que foi armazenado a 4°C e
utilizado nos experimentos deste trabalho. Apds secagem, a mistura de solidos
fermentados apresentou 10% de umidade, com atividade de hidrolise de 160U g'1 e7,0
U g'1 de atividade de esterificacdo. Esses valores sdo comparaveis a outros trabalhos
da literatura (DIAS et al 2017; GALEANO et al 2017; SOARES et al 2014).

5.3.1 Estabilidade do sélido fermentado durante o armazenamento

A reprodutibilidade doslotes e a estabilidade do sélido fermentado séao
parametros importantes que devem ser considerados, pois estao relacionados com o
custo do processo e a qualidade do biocatalisador. No presente estudo, foi observada
elevada estabilidade ao armazenamento a 4 °C (Figura 16), com a atividade mantida
em 7,0 U g™ durante 12 meses, como relatado por Dias (2015) e Soares et al (2013), o

que garante a esse solido fermentado potencial aplicagédo industrial.
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FIGURA 16. ESTABILIDADE DA ATIVIDADE DE ESTERIFICACAO DO SOLIDO
FERMENTADO DE Burkholderia contaminansDURANTE O ARMAZENAMENTO A 4

°C.

Condicoes da atividade de esterificacao: 800 mg de SFBC, 10 mL de meio reacional (210 mmol L T de
etanol 70 mmol L™ de &cido oleico em n-hexano), 45 °C e 250 rpm. Os valores apresentados séo as
meédias em triplicata + o erro padrdo da média.

5.4 Producdo de ésteres etilicos de 6leo de mamona em frascos agitados
utilizando a lipase imobilizada em Accurel MP 1000 e o sélido fermentado
de Burkholderia contaminans

O objetivo dessa etapa do trabalho foi determinar as melhores condigbes
experimentais utilizando os diferentes preparados enzimaticos, a fim de obter o maximo

valor de conversdo em ésteres.

5.4.1 Transesterificagdo em frascos agitados com a lipase de Burkholderia
contaminansimobilizada em Accurel MP 1000

Os estudos de otimizagao em frascos agitados foram iniciados com a variagao
da concentragao entre 5% (150 mg) a 8% (250 mg) de enzima em relacdo a massa de
oleo (10 g), o que corresponde a 3 e 5 U totais de atividade de esterificacéo,
respectivamente. Como ja era previsto, a velocidade da reagdo aumentou com o

aumento da concentragao da lipase imobilizada no meio de reagao (Figura 17).No
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entanto, apds 36 h, ndo ocorreu diferenga estatisticamente significativa (p>0,005)para
as duas concentracbes estudadas.Assim sendo, optou-se por padronizar a
concentracdo de 5% de lipase no meio de reagao. Os demais estudos de otimizagao
foram acompanhadosinicialmente até 96 h, visto que apdés 48 h a porcentagem em
éster continuou aumentando (Figura 17).

Nessa etapa do trabalho foi avaliado o desempenho da lipase imobilizada pelo
método de SPIL proposto por Baron et al (2011). A técnica de SPIL (Simultaneous
production and immobilization of liases) permite reduzir as etapas de preparacédo da
enzima imobilizada. A atividade de esterificacdo da enzima imobilizada foi de 11 U g
Esses resultados foram inferiores aos obtidos com a imobilizagdo da forma
convencional, apds precipitagdo com sulfato de aménio (19 U g'1).

Para comparar o rendimento da reagao de transesterificacdo entre as duas
metodologias de imobilizacdo, foram realizadas a comparagcao entre as cinéticas da
reacao de transesterificacdo com LipBC imobilizada de forma convencional e pelo
meétodo de SPIL (Figura 18).
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FIGURA 17. EFEITO DA MASSA DE LIPASE DE Burkholdderia contaminans

IMOBILIZADA EM ACCUREL MP 1000 NA REACAO DETRANSESTERIFICAGAO DO
OLEO DE MAMONA

(®) 150 mg (5%) e (m) 250 mg (8%). Condi¢des da reagao: 45 ° C, 250 rpm, 10 g de 6leo de mamona,
RM 3:1, (etanol e 6leo) e adicdo de etanol em 1 etapa. Os valores plotados sdo as médias das analises
em triplicata + o erro padrao da média (p >0,005), analise estatistica teste t.
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FIGURA 18. CINETICA DE TRANSESTESTERIFICACAO DO OLEO DE MAMONA
CATALISADA PELA LIPASE DE Burkholderia contaminans IMOBILIZADA EM
ACCUREL MP 1000

Imobilizagdo convencional (9,5 U totais) (m); Imobilizagdo por SPIL (5,5 U totais) (¢). Condigdes da
reagao: RM 3:1, 45 °C, 250 rpm, 10 g de 6leo de mamona 5% de enzima (m/m) em relagdo a massa de
6leo, adicao de etanol em 1 etapa. Os valores plotados sdo as médias das analises em ftriplicata + o erro
padrao da média.

Os resultados obtidos nesse trabalho foram inferiores aos relatados por Baron
(2011) e Baron et al (2014), que estudaram e compararam a imobilizagdo convencional
e por SPIL da lipase de B. contaminans imobilizada em Accurel EP 100. Em reagao da
sintese do oleato de etila, os autores obtiveram 99% de converséo utilizando o método
de SPIL e 70% com o método convencional, em 60 min. Neste trabalho, a maior
atividade de esterificacdo e conversdo do acido oleico (92%) foi com o método

convencional em relagédo ao método de SPIL (26%) Figura19).
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FIGURA 19. CINETICA DA SINTESE DO OLEATO DE ETILA, CATALISADA PELA
LIPASE DE Burkholderia contaminans IMOBILIZADA PELOS METODOS
CONVENCIONAL E SPIL

Método convencional (A) e SPIL (m). Condi¢des da reagéo: 40 °C, RM (3:1) de etanol acido oleico, 179
mg de enzima imobilizada.

5.4.2 Transesterificagao do 6leo de mamona em frascos agitados com o sdlido
fermentado contendo a lipase de Burkholderia contaminans

O objetivo dessa etapa do trabalho foiotimizar o processo de reagado de
transesterificacao etilica do 6leo de mamona a fim de obter elevada conversdao em
éster em curto tempo de reagao.

Solidos fermentados contendo lipases ja vém sendo estudados como
catalisadores em reacdes de esterificagcdo e transesterificacdo de diversas matérias-
primas, como o 6leo de palma, soja, acido graxo de borra de soja e milho (GALEANO
at al2017; SOARES et al2013; SALUM et al2010; FERNANDES et al2007). No entanto,
a maioria dessas matérias-primas € comestivel e, até o momento, existe a falta de
estudos sobre a utilizagao de sdlidos fermentados na sintese de ésteres do dleo de

mamona.
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5.4.2.1 Comparagao preliminar entre o sélido fermentado e lipase comercial
Novozym 435

As reagbes foram realizadas, inicialmente, em frascos Erlenmeyer de 50 mL
contendo 20 g de éleo de mamona, 1,8 g de SFBC (9%) (12,6 U totais de atividade de
esterificacdo), sendo essa a concentragdo maxima possivel de SFBC dentro dos
frascos. Nas mesmas condi¢des experimentais, foi utilizadaa lipase Novozym 435 (5%)
(348 U totais) como enzima padrdao de comparagao.Essa lipase apresentou atividade
de esterificagdo de 348 U g™, um valor 49 vezes superior ao obtido com o SFBC (7 U g°
1), nas mesmas condi¢cbesdeensaio.Estes resultados indicam que a enzima comercial
tem maior desempenho catalitico do que SFBC, como ja era previsto. No entanto, para
comparar o desempenho do SFBCem reacdo de sintese de ésteres do o6leo de
mamona, realizou-se a cinética de reacao de transesterificacdo do 6leo de mamona
com os dois tipos de lipases (Figura 20).

Os resultados apresentados na Figura 20 mostram que, com a lipase
comercial, em 24 h, a conversao foi de 68%, enquanto que para SFBC a conversao foi
de 29%.
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FIGURA 20. COMPARAQAO DA CINETICA DE TRANSESTERIFICAQAO DO OLEO
DE MAMONA CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO COM A LIPASE DE
Burkholderia contaminans E PELA LIPASE COMERCIAL NOVOZYM 435

SFBC, 9%, (12 U totais) (m) e Novozym 435, 5%, (348 U totais) (e). Condi¢cdes da reagédo: RM (3:1), 20 g
de 6leo de mamona, 2,98 g de etanol. Adigdo de etanol em Unica etapa, 250 rpm e 45 °C.Os valores
plotados sdo as médias das analises em triplicata + o erro padrao da média.
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Apds 96 h, a diferenca entre as duas reacdes foi de 38%, com conversdes de
78% para Novozym 435 e 49% para SFBC. Com base nesses resultados, é possivel
observar que, mesmo com atividade de esterificagdo de 49 vezes menor que a enzima
comercial, e com tempo de reagdo maior, SFBC pode produzir resultados equivalentes
ou proximos aos obtidos com a enzima comercial, uma vez que a reagdo ainda
progride apdés 96 h. Além disso, deve-se considerar que o processo de producido de
lipases, proposto nesse trabalho, causa menores impactos ao meio ambiente, por
utilizar matéria-prima de baixo custo, dispensar etapas de purificacdo da enzima e
etapa adicional de imobilizacdo, caracteristicas que refletem diretamente no tempo de

reagao e nos custos de produgao.

54211 Efeito da razdo molar

Sao varios os fatores que afetam a velocidade da reacdo, entre eles, a
quantidade de etanol. Na reagao de transesterificacdo, o excesso de etanol favorece a
reacao em favor da sintese, no entanto, pode ter dois efeitos, de substrato e inibidor
(FJERBAEK et al 2009). Alternativas para minimizar problemas de inibicdo causados
pelo alcool tém sido sugeridas, entre elas, o uso de quantidade de etanol inferior ao
limite de solubilidade, a adigdo de alcool em etapas, adicdo de solventes e agua no
meio de reacao (AL-ZUHAIR 2007).Na Figura 21 esta mostrado o efeito do aumento da
razao molar para os dois preparados enzimaticos.

Quando foi variada a razdo molar, mantendo-se a adicdo de etanol em uma
etapa no inicio da reacdo, o rendimento de ésteres etilicos ndo diminuiu com o
aumento da razdo molar estudada para SFBC (Figura 21), sendo que as conversoes
foram superiores para a RM 6:1 (p<0,05), em todos os tempos reacionais. Em 96 h de
reacdo, a conversao maxima obtida foi de67% para a RM de 6:1. No entanto, com
Novozym 435, o aumento da razdo molar ndo favoreceu a reagéo, pois ocorreu queda
em torno de 16%, em média, do rendimento para a RM de 6:1 em todos os tempos

reacionais.
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EIGURA 21. EFEITO DA RAZAO MOLAR NA TRANSESTERIFICAQAO ETILICA DO
OLEO DE MAMONA CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO DE Burkholderia
contaminansE PELA LIPASE NOVOZYM435

Novozym 435: 3:1 (m) e 6:1 (=); SFBC: 3:1( ) e 6:1(m). Etanol adicionado em Unica etapa. Condicdes da
reagdo: 250 rpm, 45°C, 9% (12,6 U totais) de SFBC e 5% ( 343 U totais) de Novozym 435 em relagéo a
massa de 6leo. Os valores plotados sdo as médias das analises em triplicata £ o erro padréo da média
(p<0,05).

54212 Efeito da adigao de etanol em etapas

A adicdo do etanol em etapas é um procedimento comumente relatado e
sugerido na literatura para aumentar o rendimento da reagéo. No entanto, ha poucos
relatos sobre adicdo de etanol em varias etapas em transesterificacdo do d6leo de
mamona. A adigdo em varias etapas permite que o etanol seja consumido aos poucos,
tendo como vantagem a diminuicéo dos efeitos de inibicdo da atividade da enzima (AL-
ZUHAIR, 2007; LU et al 2007).

Neste trabalho, comparou-se a adicdo de etanol em 2 e 12 etapas, com o
objetivo de minimizar o impacto do etanol na atividade da enzima. No primeiro caso,

dividiu-se o volume total de etanol em dois, sendo o primeiro adicionado no inicio da
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reacado e o outro, apos 4 h (129 mmol ou 3,8 mL). No segundo caso, o volume de
etanol foi dividido em 12 fragdes equivalentes (10,77 mmol ou 629 ulL), sendo a
primeira adicionada no inicio da reacao e as demais a cada 30 min.

Os resultados mostraram que a adicdo de etanol em varias etapas (12)
aumenta o rendimento (73% em 96 h com o SFBC e 97% em 72 h com Novozym 435),
com aumento de cerca de 20% da conversdo em 96 h, para os dois tipos de
biocatalisadores (Figura 22).

Este estudo é importante, pois mostra que o etanol causa efeito negativo sobre
a atividade da enzima principalmente apds 24 h, e que a adicdo em varias etapas pode
proporcionar maiores rendimentos ao longo da reagao devido a menor interacdo do
etanol, que fica em excesso no meio de reacdo.A maioria dos trabalhos menciona o
uso de poucas etapas de adigédo de etanol (1 a 3) com tempos de adigédo variavel.

Shimada et al (1999) relataram que a adigdo de metanol em etapas diminui a
inativagao da lipase Novozym 435. Os autores utilizaram a adicdo de metanol em 3
etapas (inicio, em 10 h e 24 h de reagao) em reacgao de transesterificagcao de 6leo de
soja e obtiveram maxima conversdo de 98% em 48 h. Baron et al (2014) estudaram
adicao de etanol em duas etapas (inicio e apos 3 h) e observaram resultados negativos
com a queda da conversao de 98% para 91% em 24 h de reacéo.

Aguieiras et al (2014) estudaram a transesterificagdo do 6leo de Acrocomia
aculeata (macauba), catalisada com soélido fermentado de torta de babagu com
Rhizomucor miehei e obtiveram melhores rendimentos (85% em 96 h), com RM 6:1 e

adicao de etanol em 2 etapas (a cada 24 h).
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FIGURA 22. EFEITO DA ADIQAO DE ETANOL EM ETAPAS NA REAQAQ DE
TRANSESTERIFICACAO DO OLEO DE MAMONA CATALISADA PELO SOLIDO
FERMENTADO DE Burkholderia contaminans E PELA LIPASE NOVOZYM 435

SFBC(9%), 2 etapas (m) e 12 etapas (A ); Novozym 435(5%), 2 etapas (o) e 12 etapas(¢).Condigbes da
reacdo: RM 6:1, 45°C e 250 rpm. Os valores plotados sdo as médias das analises em ftriplicata + o erro
padrdo da média.

54213 Efeito da lavagemdos biocatalisadores durante a reacao

E relatado em outros estudos que o glicerol produzido durante a reacéoé
adorvido na enzima imobilizada, deixando o sitio catalitico indisponivel e causando a
diminuicdo do rendimento da reagcdo (GALEANO et al 2017; SOARES et al 2013;
AZOCAR et al 2011; SALUM et al 2010). Sendo assim, foi verificado o efeito da
lavagem da enzima durante a reac&o. Considerando a raz&o molar 6:1, estudou-se o
efeito da lavagem da enzima em 12 h de reagao.

O etanol foi adicionado em 4 etapas(4.3.2.3), sendo a primeira e a segunda
etapa adicionadas no inicio e apds 4 h de reacao e as demais em 12 h e 16 h. Quando
a reagado chegou em 12 h, a enzima foi separada do meio reacional por filtracdo a
vacuo e lavada. A lavagem foi padronizada com trés por¢gdes de 15 mL de t-butanol
equivalentes a 8,3 mL por grama de SFBC. Apds a lavagem e a secagem do SFBC em
estufa, a reacdo foi retomada com a adi¢cado da terceira etapa de etanol, e, apés 4 h, foi

adicionada a ultima porcéo de etanol. Os resultados mostram que a lavagem resultou
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em aumento de 17 % de conversdo em ésterpara as duas lipases estudadas(Figura
23).
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FIGURA 23. EFEITO DA LAVAGEM COM BUTANOL DURANTE A
TRANSESTERIFICACAO DO OLEO DE MAMONA CATALISADA PELO SOLIDO
FERMENTADO DE Burkholderia contaminansE PELA LIPASE Novozym 435

SFBC com lavagem (A), sem lavagem (¢); Novozym 435, com lavagem (A), sem lavagem (o). Razao
molar 6:1.Condi¢des da reacgdo: etanol adicionado em 4 etapas, 250 rpm, 45°C, 5% (Novozym 435) e
9% (SFBC) em relagdo a massa de 6leo. As setas indicam o momento (12 h) em que o etanol foi
adicionado apds a lavagem. Os valores plotados sdo as médias das andlises em ftriplicata + o erro
padrdo da média.

A etapa de lavagem pode ser uma alternativa para prolongar o desempendo
do SFBC, em comparacdo com os resultados obtidos com a adigdo de etanol em 12
etapas. O processo de lavagem é dificil de ser controlado, pois envolve varias etapas
(interrupcao da reagao, lavagem e secagem), e durante o procedimento podem ocorrer
pequenas perdas do meio reacional e do biocatalisador. No entanto, esta pode ser
uma alternativa nos processos que utilizam reatores de leito fixo. Nesse caso, a
lavagem pode ocorrer sem remover SFBC do reator e permitir varios ciclos de
reutilizacdo (GALEANO et al 2017).
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5.4.2.1.4 Efeito do t-butanol como cossolvente no meio de reagao

Para solucionar o problema da inativagédo da enzima pela produgéao do glicerol
durante a reacgéo de transesterificagcdo enzimatica, alguns autores estudaram o uso do
t-butanol (MALEKI et al 2013; DELGADO e PASHOVA et al 2010).

O procedimento de lavagem, citado anteriormente (4.3.2.3), necessitade varias
etapas e a interrupcao da reacdo pode causar a diminuicdo do rendimento. Sendo
assim, optou-se por utilizar o t-butanol como uma alternativa a etapa de lavagem,
sendo adicionado diretamente no meio reacional. Esse solvente nao é substrato para a
lipase, portanto, ndo interfere na reacao e tem a fungdo de deixar o meio reacional
mais soluvel, pois solubiliza o alcool e o glicerol evitando suas adsorgdo sobre a
superficie do biocatalisador (AZOCAR et al 2011;ROYON et al 2007). Foram utilizados
20% (m/m) de t-butanol em relagdo a massa de oleo, com base em estudos prévios de
Royon et al (2007).

Para comparar os resultados dos dois preparados enzimaticos, realizou-se a
reagdo em meio livre de solvente, como nos experimentos anteriores, e com a
presenca do f-butanol. O etanol foi adicionado em 4 etapas e o t-butanol foi adicionado
em unica, no inicio da reagdo. Houve diferenca nas conversées apenas para SFBC,
para o qual, em 96 h, obteve-se 61% em meio sem {-butanol e 53% com t-butanol
(Figura 24).Resultados semelhantes foram reportadospor Maleki et al (2013), que
estudaram a transesterificacdo metilica dos dleos de palma, soja e mamona, catalisada
pela lipase Lipozyme TL IM, com 80% de t-butanol no meio de reacdo. Os autores
observaram a diminuicdo de 30% do rendimento apenas com o 6leo de mamona.
Segundo OGUNNIYI et al (2006), este 6leo tem solubilidade limitada em solventes
alifaticos. Mukesh et al (1993) relataram que a utilizagdo de t-butanol (um solvente
alifatico) como doador acila inibe a transesterificagcdo do 6leo de mamona catalisada
por lipases. Esse fenbmeno pode estar relacionado com a hidroxila presente no acido
ricinoleico que interage com o f-butanol causando um efeito negativo para a produgao

de éster.
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FIGURA 24. EFEITQ DA PRESENCA DE BUTANOL NA REA(;AO DE
TRANSESTERIFICACAO CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO DE
Burkholderia contaminans E PELA LIPASE NOVOZYM 435

As linhas pontilhadas representam a reacdo com a adicdo do t-butanol no meio de reagcdo. SFBC
sem(m), comf-butanol (e); Novozym 435, sem(A) ecom t-butanol(o). Condigbes da reagdo: Razdo molar
6:1, 45°C, e 12 etapas de etanol, 250 rpm. Os valores plotados sdo as médias das analises em ftriplicata
+ 0 erro padréo da média.

A adicao de t-butanol ao processo pode eliminar os efeitos negativos do etanol
e do glicerol sobre a atividade da lipase (LI et al 2010; WANG et al 2006). No entanto,
quando a quantidade € excessiva, pode ocasionar problemas de rendimento (LI et al
2007).

Na literatura, os estudos que utilizam o t-butanol no meio de reagéo variam em
termos de concentracao, dificultando a comparagao entre os resultados. Royon et al
(2007) obtiveram aumento do rendimento na metandlise do 6leo de algodao (RM 6:1),
catalisada pela lipase Novozym 435, utilizando 32% (m/m) de t-butanol. Por outro lado,
Azdcar et al (2011) estudaram o efeito de t-butanol na transesterificagcado metilica anidra
do dleo de fritura, catalisada por Novozym 435, obtendo melhores rendimentos com
0,75% de t-butanol no meio reacional. Maleki et al (2013) utilizaram80% de t-butanol
em relagdo a massa de 6leo e obtiveram aumento do rendimento da metandlise do éleo

de palma e soja, equivalentes a 20% e 25%, respectivamente.
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5.4.2 .1 5Efeito do acetato de etila como doadorde acila

Outra maneira indicada por algumas pesquisas para solucionar problemas de
inativagdo da enzima pela formacdo do glicerol € a substituicdo do doador acila
(metanol ou etanol) por acetato de metila ou etila (MALEKI et al 2013;LI et al 2010; XU
et al 2003). Neste trabalho, optou-se por utilizar o acetato de etila como substituinte ao
etanol em reacao catalisada por SFBC.

O uso do acetato de etila, como doador acilaproporcionou rendimentos
inferiores aos obtidos com etanol, chegando adiminuicao de 50% de conversao apos
24 h de reacao (Figura 25). Na literatura ndo sdo mencionadas informacgdes sobre esse
fendmeno. Esse resultado pode estar relacionado com o grupamento hidroxila no
carbono 12, peculiaridade do acido ricinoleico, acido graxo majoritario no 6leo de
mamona. As hidroxilas em excesso tem maior interagcdo com outros componentes da
reacao em relacédo ao acetato de etila (Maleki et al2013). Por outro lado, Xu et al (2003)
obtiveram resultados positivos em estudo sobre o efeito de acetato de metila como
substituinte ao metanol na reagao de transesterificagdo do 6éleo de soja (RM acetato de
metila/ 6leo 12:1), catalisada pela lipase Novozym 435 (aumento de 30%em éster). Os
autores obtiveram 92% de conversdo em 10 h. Segundo Xu et al (2003), o acetato de
metila é recomendado como um bom substituinte do metanol, n&do causa efeitos
negativos sobre a atividade da enzima e a reagao com o 6leo vegetal produz, como
produto principal, ésteres metilicos e, como coproduto, a triacetina ao invés de glicerol.
A triacetina tem aplicagao na industria de fumo (plastificante para filtros de cigarro),e
também é utilizada como aditivo no biodiesel, pois proporcionamelhor viscosidade e

fluidez do biocombustivel.
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FIGURA 25. EFEITO DO ACETAT,O DE ETILA COMO DOADOR ACILA NA REA(;AO
DE INTERESTERIFICACAO DO OLEO DE MAMONA CATALISADA PELO SOLIDO
FERMENTADO DE Burkholderia contaminans

Com acetato de etila (m) e com etanol (A).Condigbes da reagdo: Razdo molar 6:1 em 12 etapas de
adicéo de acetato de etila,45°C,250 rpm, 9% de SFBC.

Na literatura existem poucos trabalhos sobre o efeito da troca do doador de
acila em reacdo com o 6leo de mamona. Entre eles, destaca-se o trabalho de Maleki et
al (2013), que estudaram a substituicdo do metanol pelo acetato de metila em reagdes
de transesterificagdo dos 6leos de palma, soja e mamona. Os autores notaram ligeira
melhora no rendimento quando utilizaram os o6leos de palma e soja, 5% e 10%,
respectivamente, e nenhuma melhora de rendimento com o 6leo de mamona (queda de
3% de rendimento), e atribuiram este resultado a presenca do grupamento hidroxila no

acido ricinoleico.

5.4.2.2 Otimizagao da transesterificacdo em frascos agitados via delineamentofatorial

Os resultados apresentados nas etapas anteriores indicaram que o aumento da
razao molar (3:1 para 6:1) e adigdo de etanol em etapas foram os fatores que mais
influenciaram na transesterificacdo do 6leo de mamona catalisada por SFBC. Dessa

forma, optou-se por utilizar um delineamento fatorial2? (dois niveis e duas variaveis)
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com pontos centrais em triplicata (BRUNS; SCARMINI, 2001). O tempo de reagado
avaliado foi de 96 h. As variaveis e seus niveis, assim como os resultados

experimentais, estdo apresentados na Tabela 14.

TABELA 14 VARIAVEIS, NIVEIS, RESULTADOS EXPERIMENTAIS E PREDITOS
PELO MODELO DO DELINEAMENTO FATORIAL 22 APLICADO NO ESTUDO DA
TRANSESTERIFICACAO UTILIZANDO O SOLIDO FERMENTADO DE Burkholderia
contaminans

Conversao em éster do 6leo de

_ Variaveis independentes mamona(%)
Ensaios Observado Predito
RM Nivel Etapas Nivel 96 h 96 h
1 4,51 0 8 0 56 55
2 4,5:1 0 8 0 58 55
3 3:1 -1 12 1 47 46
4 4,51 0 8 0 56 55
5 3:1 -1 4 -1 50 51
6 6:1 1 4 -1 57 58
7 6:1 1 12 1 71 73

O desvio padrao calculado para o ponto central para foi de + 1,5. Conversdo em éster apos 96 h de
reagao a 250 rpm, 45°C, 20 g de 6leo de mamona e 9% de SFBC (288 U totais).

A analise de variancia (ANOVA) indicou que o valor da relagdo da média
quadratica (regressao/residuos) foi estatisticamente significativo, com F calculado
maior que F tabelado, ao nivel 95% (Tabela 14). Além disso, o valor da relagado entre a
falta de ajuste e o erro puro nao foi estatisticamente significativo (F<F tabelado), ao
nivel de 97% e o percentual maximo de variancia explicada foi de 97% e percentual
maximo de variancia explicavel de 99%. Esses resultados indicam que o modelo é
adequado para representar as relacdes reais entre os parametros selecionados da

reacao de transesterificagdo do 6leo de mamona em 96 h.
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TABELA 15. ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA A TRANSESTERIFICACAO
ETILICA DO OLEO DE MAMONA CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO DE
Burkholderia contaminans

Fonte de variacao SQ GL MQ F.calculado F. tabelado
Regressao 342,7500 2 171,375 173,44 9,95
Residuos 2,9643 3 0,988
Falta de ajuste 0,2976 1 0,297 0,22 18,51
Erro puro 2,6667 2 1,333
Total 345,7143 8 43,21429

% de Variancia explicada = 97
% de Variancia explicavel = 99%

R%= 97; SQ: Soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

A equacéo ajustada para a conversao em éster (Equacao 7) esta descrita abaixo:

z=45+1*x-2*y+0,58*x*y(7)

em que: Z = é o valor previsto do teor de éster obtido (%), X e Y representam os

valores codificados para as variaveis independentes.

Para determinar a importancia das variaveis independentes (1) razdo molar e
(2) etapasde adigao de etanol na resposta, a partir dos resultados obtidos para o ponto
central (Tabela 12, experimentos 1, 2 e 4), calculou-se o desvio padrao para a
conversao em éster (£1,15). O efeito da variavel sera tanto mais significativo quanto
maior for a diferenca entre o desvio padrédo obtido e o valor encontrado para o efeito
(BRUNS; SCARMINI, 2001).

Para a transesterificacdo do 6leo de mamona, as duas variaveis (RM, etapas)
apresentaram influéncia na conversao, pois os valores dos efeitos foram superiores ao
desvio-padrao caracteristico da correspondente variavel resposta (x 1,15) (Figura 26).
Nao houve interagao entre os dois efeitos estudados, sendo o efeito mais significativo
(14,72) a razdo molar, que afeta positivamente a conversdao. Quando a razdo molar
passa de 3:1 (nivel menos) para 6:1 (nivel mais), verifica-se um aumento de 14,72

pontos percentuais na conversao.
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FIGURA 26. DIAGRAMA DE PARETO, COM OS EFEITOS ESTIMADOS DAS
VARIAVEIS PRINCIPAIS E SECUNDARIA DO DELINEAMENTO FATORIAL SOBRE A
VARIAVEL-RESPOSTA CONVERSAO EM ESTER.

Com base nos resultados obtidos, para melhor visualizagcdo dos efeitos, foi
construido um grafico de superficie de resposta (Figura 27). O maior teor de éster foi
obtido com maior razdo molar e maior numero de etapas de adigdo de etanol (71% de
conversao com razao molar 6:1 com adigdo de etanol em 12 etapas).

Observou-se que nédo ha ponto maximo de conversao na regiao experimental
estudada, o que indicou haver condigcdes experimentais onde a conversdao em eéster
poderia ser aumentada. Com base nestes resultados e devido ao fato de que uma
conversao minima de 96,5% (teor de éster para biodiesel especificado pela ANP N° 45
de 25/08/2014) nao foi prevista pelo modelo, prosseguiu-se com os estudos de

otimizacgao.
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FIGURAZ27. SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA A TRANSESTERIFICACAO ETILICA

DO OLEO DE MAMONA CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO DE
Burkholderia contaminans

54.2.21 Otimizagdo da reagdo de transesterificacdo  utilizando um
delineamentocomposto central rotacional

Com base nos resultados obtidos no planejamento fatorial 22, no qual apenas a
variavel razao molar apresentou influéncia sobre a resposta conversdo em éster (%)
foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) (RODRIGUES,
LEMMA, 2009) para a otimizagao das condi¢des da reagado. Além darazdo molar, outra
variavel importante estudada foi a temperatura.No delineamento, foi utilizado um

planejamento 2% com adicéo de 4 pontos axiais (+1,4 e -1,4) e 3 pontos centrais (0),
totalizando 11 experimentos (Tabela 16).
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TABELA 16. VARIAVEIS, NIVEIS, RESULTADOS EXPERIMENTAIS E PREDITOS
PELO MODELO DO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL
APLICADO NO ESTUDO DA TRANSESTERIFICACAO DO OLEO DE MAMONA
CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO DE Burkholderia contaminans

Variaveis independentes

Ensaios
RM Niveis Temz)oecz:r?tura Niveis *Observado Predito
1 6:1 -1 40°C -1 65 66
2 6:1 -1 50°C 1 74 72
3 12:1 1 40°C -1 41 43
4 12:1 1 50°C 1 45 45
5 5:1 -1,4 45°C 0 71 69
6 13:1 1,4 45°C 0 36 38
7 9:1 0 38°C -1,4 52 50
8 9:1 0 52°C 1,4 61 63
9 9:1 0 45°C 0 52 51
10 9:1 0 45°C 0 53 51
11 9:1 0 45°C 0 53 51

O desvio padrao calculado para o ponto central foi de + 0,57. Conversdo em éster apds 96 h de reacao a
250 rpm, 20 g de 6leo de mamona e 9% de SFBC (288 U totais).

Para os experimentos do DCCR,foramutilizados 20 g de 6leo de mamona, 9%
de SFBC (m/m) (base seca) em relagdo a massa de 6leo, com 288 U totais (de
atividade de hidrolise). As reagdes ocorreram em frascos Erlenmeyer de 50 mL, com a
adicdo do etanol em 12 etapas, sendo essa a melhor condigdo prevista pelo
planejamento fatorial anterior. Os resultados foram analisados usando o Software
Statistica Versdao 10 (StatsoftTM), onde os efeitos das variaveis e os erros foram
calculados a um limite de confianga de 99%. Foi realizada a Analise de variancia
(ANOVA) (Tabela 16) e o calculo dos valores de F do Teste de Fischer, para a
avaliagao da significancia das faixas 6timas operacionais de cada variavel.

O diagrama de Pareto (Figura 28) mostra que os efeitos temperatura (L), RM
(L) e temperatura (Q) foram significativos em nivel de significancia 5%(p > 0,05), exceto
para o efeito de razdo molar (Q). A variavel que apresentou maior efeito negativo foi
razao molar (L) (-62,80), as variaveis temperatura (L) (15,75) e temperatura (Q) (9,25)
apresentaram efeitos positivos, ou seja, quanto maior seus niveis, maior é a

concentracdo em éster em relagao arazaomolar.
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Apos a eliminagdo dos parametros néo significativos, foi obtida a equacéo

polinomial de segunda ordem que descreve a resposta(Equagao 8):

7=253,81-6,07*x+,093*x?-7,55*y+,090*y?2 (8)

ondeZ é a conversao em éster (%) e X e Y sao os valores decodificados para as

variaveis: razdo molar(X) e temperatura(Y).

-62,80

(1)Razédo molar(L)

(2)Temperatura(L)

Temperatura(Q)

1Lby2L

,172664

Razéo molar(Q)

Estimativa dos Efeitos(Valor asoluto)

FIGURA 28. DIAGRAMA DE PARETO, COM OS EFEITOS ESTIMADOS DAS
VARIAVEIS PRINCIPAIS E SECUNDARIAS DO DELINEAMENTO FATORIAL DCCR
SOBRE A VARIAVEL-RESPOSTA CONVERSAO EM ESTER

A andlise de variancia (ANOVA) (Tabela 17) mostra que o modelo foi
significativo a um nivel de significancia de 5% (p<0,05), ou seja, F calculado foi maior
que F tabelado. Além disso, o coeficiente de determinagdo (R?) obtido para o modelo
foi de 98%.
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TABELA 17. ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA A TRANSESTERIFICACAO
DO OLEO DE MAMONA

Fonte SQ GL MQ F. calculado F.tabelado
Regressao 136,7500 2 68,375 234,4286 19
Residuos 0,5833 2 0,291667
Falta de ajuste 0,0833 1 0,083333 0,166667 161,45
Erro puro 0,5000 1 0,5
Total 137,3333 6 22,88889

% de variancia Explicada = 98
% de variancia explicavel 99%
R* = 98; SQ: Soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

Com base nos resultados obtidos, para melhor visualizagdo dos efeitos, foi
construido um grafico de superficie de resposta para a conversédo de ésteres em 96 h
de reacéao (Figura 29). O maior teor de éster foi obtido na menor razdo molar e maior
temperatura (73% de conversdao com razdo molar 6:1, 50°C). Observou-se, que
mesmo mudando a regidao experimental, ndo se atingiu um ponto maximo de conversao
na regido experimental estudada, o que indica que a conversdo ainda poderiaser
aumentada, prosseguiu-se com os estudos de otimizagdo da sintese de ésteres por
reagoes de transesterificagcdo do 6leo de mamona em reator de leito fixo, no qual a

razao enzima:substrato pode ser aumentada.
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FIGURA 29. SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA A TRANSESTERIFICACAO ETILICA

DO OLEO DE MAMONA CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO DE
Burkholderia contaminans

5.4.2.2.2 Transesterificagdo do 6leo de mamona em reator de leito fixo utilizando o
sélido fermentado deBurkholderia contaminans

Os estudos iniciais da reagao de transesterificacdo em frascos agitadosforam
feitos para determinar as variaveis com maior influéncia no processo de producao do
biodiesel, com posterior aplicacdo nessa etapa do trabalho, que teve como objetivo
aumentar a escala de reacdo utilizando um reator de leito fixo, com recirculacéo
fechada (batelada). Nesse sistema, a escala de produgdo € maior, pois permite o
contato controlado dos substratos da reacdo com a enzima empacotada dentro do leito
por meio de uma bomba peristaltica. O fato de a enzima estar empacotada facilita a
sua remoc¢ao do reator e sua reutilizacdo (SOARES et al 2013; SALUM et al 2010).
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542221 Efeito darazdao molar

A fim de definir a melhor faixa de trabalho para o estudo da razdo molar dos
substratos (etanol e 6leo) em reacéo de transesterificagcdo em reator de leito fixo, foram
avaliadas a razao molar e a temperatura. Nesse estudo, foi observado que a maior
razao molar(6:1) nao causou a diminui¢do da conversdo,sendo a maxima conversao de
63% em 72 h (Figura 30).

Na literatura, alguns trabalhos relatam que parte do etanol adicionado na
reacado € imiscivel em O6leo vegetal, causando a inativagdo da enzima. Além disso,
materiais com alta porosidade, como é o caso o bagago de cana, podem absorver
compostos polares. Assim, a difusdo do 6leo é reduzida e compromete a catalise
enzimatica (SOARES et al 2013; SALUM et al 2010). Como o 6leo de mamona é

soluvel em etanol, o excesso nao prejudicou o rendimento da reagéo.
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FIGURA 30. EFEITO DA RAZAO MOLAR NA REACAO DE TRANSESTERIFICACAO
DO OLEO DE MAMONA CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO DE
Burkholderia contaminans EM BIORREATOR DE LEITO FIXO

RM 6:1 (m) e RM 3:1 (o). Condicbes da reagéo: 45 °C, 250 rpm, 12 g de SFBC (base seca) , 12% de
SFBC (em relagdo a massa de 6leo) 100 g de dleo, 20 g e 15 g de etanol correspondentes a razao
molar 6:1 e 3:1, respectivamente, adicionado em 12 etapas.
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5.4.2.2.2.2 Efeito datemperatura

Nos estudos realizados anteriormente em frascos agitados, o delineamento
fatorial (5.4.2.2.1) mostrou que a faixa de temperatura ideal a ser trabalhada seria em
torno de 50°C. Nessa temperatura a melhor conversdo em éster foi de 74% em 72 h.
Com base nesses estudos, no biorreator de leito fixo optou-se por utilizar as
temperaturas de 45 °C e 55 °C (Figura 31).

Muitos trabalhos relatam o efeito da temperatura em reagdes de sintese de
ésteres metilicos ou etilicos. Noureddini et al (2005) estudaram a transesterificacdo do
6leo de soja utilizando a lipase de B. cepacia em temperatura na faixa de 25 a 60 °C. O
melhor rendimento foi obtido a 35 °C, sendo que acima dessa temperatura os autores
observaram a diminuicdo do rendimento da reacdo. Soares et al (2013) estudaram a
esterificacdo da borra acida de soja em diferentes temperaturas com SFBC,e obtiveram
melhores rendimentos a 50 °C.

Os resultados mostraram que o aumento de temperatura ndo causou a
desnaturagcdo da enzima, pois os rendimentos foram aumentados em 11%, sendo a
maxima conversao observada de 73% em 72 h de reagao. Os resultados obtidos foram
similares aos obtidos por Maleki et al (2013), que obtiveram 67% de conversdo em 24 h
na metandlise do 6leo de mamona, utilizando 15% de lipase comercial Lipozyme TL IM
a45°C.
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FIGURA 31. EFEITO DA TEMPERATURA NA REAQAO, DE TRANESTERIFICACAO
DO OLEO DE MAMONA CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO DE
Burkholderia contaminans EM BIORREATOR DE LEITO FIXO

Temperatura de 45°C (o) e 55°C (m). Condigbes da reagdo: 100 g de 6leo de mamona, RM 6:1 (29,8 g
de etanol), 250 rpm, 12% de SFBC (12 g), etanol adicionado em 12 etapas.

5.4.2.3 Estudo da reacéao de transesterificagcao em reator de leito fixo com sonda de

ultrassom acoplada

54231 Efeito do ultrassom e da razdo molar

Um dos efeitos causados pelo ultrassom é a possibilidade de usar menor
quantidade de etanol no meio de reacao (BRASIL et al 2015). Isso € possivel devido a
cavitagao, que gera microbolhas, que aumentam a area de contato dos substratos com
a enzima. Outro efeito causado pela acéo do ultrassom é a maior solubilidade do meio
reacional, inclusive o glicerol, que pode ser menos adsorvido no bagaco de
cana(OLIVEIRA et al 2016)

A fim de se determinar a melhor faixa de trabalho com o sistema de ultrassom
acoplado ao biorreator, foi estudado o efeito da variagao da intensidade da poténcia de
50%, 75% e 100% do ultrassom (500 W) com SFBC(9% m/m, em relagéo ao éleo)em
um sistema de reator de leito fixo (atividade de hidrélise de 130 U g”). Nessas
condigdes, foram avaliados os efeitos do ultrassom com a variagdo da razdo molar de

3:1 e 6:1 (Figura 32 A e B)e intensidade da poténcia do ultrassom de 50%, 75% e
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100%. Os melhores rendimentos foram observados com a razdo molar 3:1 e 75% da
poténcia do ultrassom. Conversdao maxima (68%) foi obtida em 46 h, sendo, portanto,
o tempo para a maxima conversao reduzido de 72 h para 46 h em relagcdo ao

experimento anterior, sem ultrassom (Figura 32B, 72% de conversao).
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FIGURA 32. EFEITONDO ULTRASSOM E DA RAZAO MOLARNA REAQAO DE
TRANSESTERIFICACAO CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO DE
Burkholderia contaminans EM REATOR DE LEITO FIXO

A: RM 3:1-0% (0),50% (m), 75% (A) e 100% (e); B: RM 6:1 - 0%(®), 50%(m) € 100% (A ).

Condigdes da reagzo: 45 °C, 12% (m/v) do SFBC (130 U g), massa de etanol, 19,33 g (3:1) e 38,79
(6:1) adicionado em 12 etapas, ultrassom com frequéncia de 20 kHz e poténcia de 500 W (75%), vazéao
de circulagao 7,45 mL min”™"

Para confirmar os resultados, o experimento para as duas razbes molares foi

repetido, seguindo-se a cinética da reagao por 96 h. A maior conversao foi de 83% em
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72 h, com razédo molar (3:1) (Figura 33). A maior conversao obtida em 48 h (78%) em
relacdo a Figura 32 (A) (68% em 46 h) provavelmente se deve a maior atividade de
hidrélise do lote de SFBC(160 U g™')utilizada neste experimento em relagdo ao lote
anterior (130 U g™).

Ester (%)

0 24 48 72 96

Tempo (h)

FIGURA 33. EFEITO DA RAZAO MOLAR COM MAIOR CARGA ENZIMATIE)A DO
SODO SOLIDO FERMENTADO DE Burkholderia contaminansEM REACAO DE
TRANSESTERIFICACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Razéo molar 3:1 (e) e (m) 6:1. Condi¢des da reacéo: 45°C, 12% (m/v) do SFBC (160 U g'1), massa de
etanol, 14,9 g (3:1) e 29,8 g (6:1) adicionado em 12 etapas,ultrassom com frequéncia de 20 kHz e
poténcia de 500 W (75%), vazao de circulagédo 7,45 mL min”".

5.4.2.3.2 Efeito do ultrassom comvariagcédo de temperatura

Nesse experimento, buscou-se avaliar o efeito do ultrassom com as
temperaturas de 45 °C e 55 °C. Observou-se que a temperatura mais elevada (55°C)
causou a diminuicdo da conversédo de 83% (45°C) para 56% em 72 h. Provavelmente
ocorreu a desnaturagdo da lipase causada pelo aquecimento no interior do vaso
reacional, na conexao entre a sonda de ultrassom e o reator. A temperatura do meio de
reacdo era controlada na entrada do reator (ascendente) e na saida (55°C). No

entanto, no interior do vaso reacional ndo era controlada, e chegava a mais que 55°C.
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Nao era possivel controlar a temperatura do meio de reacdo que entrava em contato

com o ultrassom e com a fracdo de SFBC da superficie do reator (Figura 34).
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FIGURA 334. EFEITQ DO ULTRASSOM E DA TEMPERATURA NA REA(;A,O DE
TRANSESTERIFICACAO EM REATOR DE LEITO FIXO CATALISADA PELO SOLIDO
FERMENTADO DE Burkholderia contaminans

Temperatura: 45 °C (¢) e 55 °C (A). Condigbes da reagéo: 12% (m/v) do SFBC (160 U g'1), massa de
etanol, 14,9 g (3:1) e 29,8 g (6:1) adicionado em 12 etapas,ultrassom com frequéncia de 20 kHz e
poténcia de 500 W (75%), vazao de circulagéo 7,45 mL min™".

5.4.2.3.3 Efeito do ultrassom e da vazao de circulagao

Levando em consideragdo a importancia do contato entre os reagentes da
reacao com a lipase, foi avaliado o efeito de uma menor vazao de circulagéo (1,45 mL
min ') em relacdo & vazdo que tinha sido utilizada até o momento (7,45 mL min™"). Os
resultados obtidos estdo apresentados Figura 35 e mostram que nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre os resultados (82 a 78%; p>0,05) em 48 h de
reacao, o que significa quea variagédo da faixa da vazao utilizada n&o foi suficiente para
influenciar na conversdo em ésteres, sendo a melhor conversdo obtida nesse

experimento de 82% em 48 h
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FIGURA 34. EFEITO DO ULTRASSOM E DA VAZAO DE RECIRCULACAO DO MEIO
REACIONAL DA REACAO DE TRANSESTERIFICACAO EM REATOR DE LEITO
FIXO CATALISADA PELO SOLIDO FERMENTADO DE Burkholderia contaminans

Condigbes da reagéo: 12% (m/v) deSFBC (160 U g’1), massa de etanol, 14,9 g (3:1) adicionado em 12
etapas, ultrassom com frequéncia de 20 kHz e poténcia de 375 W (75% de 500W), 48 h e 45°C.

Alguns estudos relatam a influéncia da vaz&o de circulagado sobre a conversao
em éster em reagdes catalisada por enzimas. Essa influéncia esta relacionada com o
tempo de contato entre os substratos da reacdo e o biocatalisador. Na literatura, o
controle desse parametro € muito variavel e controverso. Rico et al (2014) observaram
aumento na conversao da reagao de transesterificagdo do 6leo de babagu em baixas
vazdes de circulagdo (0,0163 — 0,0408 mL min™') em reator de leito fixo preenchido com
células integras de Mucor circinelloides imobilizadas em espuma de poliuretano.
Simdes et al (2015) estudaram a variagcdo (0,025-0,083 mL min™) de vazdo de
circulagao da reacao de transesterificacao etilica do 6leo de babagu em reator de leito
fixo preenchidocom a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em SiO,-PVA,
obtendo melhores rendimentos com baixa vazéo (vazdo de 0,083 mL min™).

Para a escolha da melhor vazdo, deve-se levar em consideracao o tipo da
lipase e do suporte utilizados na imobilizac&do, os reagentes, a altura e capacidade do
reator (SILVA 2016; BAKKIYARAJ et al 2016; SIMOES et al2015).
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5.5 Discussao dos resultados

Os resultados de transesterificagcao do 6leo de mamona obtidos nesse trabalho
devem ser comparados aos demais trabalhos na literatura com cautela, pois as
condicbes da reacdo e preparados enzimaticos utilizados ndo sdo os mesmos. No
entanto, algumas comparagdes podem ser discutidas (Tabela 18). No estudo em
frascos agitados, os melhores rendimentos obtidos foram de 71% em 80 h com 9%
(m/m) de SFBC (12,6 U totais de atividade de esterificacéo), nas condi¢cbes otimizadas
pelo planejamento fatorial (6:1,12 etapas de adigao de etanol, 45 °C). Esses resultados
sdo comparaveis com os de outros trabalhos que utilizaram soélidos fermentados em
reagdo de transesterificacdo em frascos agitados. Zago et al (2014) otimizaram a
etandlise do 6leo de milho e obtiveram rendimento de 68% em 72 h com o sélido
fermentado de Rhizopus microsporus. Liu et al (2013) utilizaram o sélido fermentado da
lipase de Burkholderia cenocepacia na transesterificagdo etilica do oleo de soja com t-
butanol e obtiveram o maximo rendimento de 91% em 96 h, utilizando razdo molar de
4,3:1. No entanto, a maioria dos trabalhos utilizam 6leos comestiveis, e até o
momento, ndo ha informacgdes na literatura sobre a utilizacdo de sélidos fermentados
na transesterificagao do 6leo de mamona.

Quando o processo de transesterificacao foi feito em biorreator de leito fixo, foi
possivel aumentar a razao (%) enzima/éleo (m/m), sendo a maxima conversao obtida
de 73% em menor tempo de reagdo (72 h) em comparagédo a transesterificagdo em
frascos agitados, utilizando raz&o molar de 6:1, com etanol adicionado em 12 etapas,
55 °C e 84 U totais (atividade de esterificagdo). Esses resultados sao proximos aos
obtidos em outros trabalhos que utilizaram o6leos comestiveis. Salum et al (2010)
estudaram a transesterificacdo do 6leo de soja catalisada por SFBC, e relataram 95%
de conversdao em 46 h. Galeano et al (2017) estudaram a utilizagdo de SFBC na
transesterificagéo etilica do 6leo de palma e obtiveram 89% em 30 h de reagéo (RM
5,5:1).
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Muitos trabalhos relatam os efeitos causados pelo ultrassom em reacgdes
catalisadas por catalisadores quimicos e enzimaticos (comerciais), visando diminuir o
tempo de reacdo utilizando as variaveis: frequéncia, poténcia e intensidade do
ultrassom. A maioria desses estudos relata o uso do banho de ultrassom, devido ao
controle da temperatura e da agitagdo do sistema, a rota metilica, solventes no meio de
reagao e 6leos provenientes de oleaginosas comestiveis (BRASIL et al 2015).

Nao se sabe ao certo quais os efeitos o ultrassom tem sobre as enzimas no
meio de reagdo. Alguns autores afirmam que o efeito da cavitagdo contribui
positivamente para a melhor interagdo entre os substratos e a enzima (NAKAYAMA et
al 2017; SHAH e GUPTA 2008).Essa interagdo permite o consumo de menores
quantidades de alcool, maior conversao em éster em menor tempo de reagao. Outros
estudos citam que o fendmeno de cavitagdo pode causar a desnaturacao da enzima ao
longo da reagao. Portanto, € necessario investigar a influéncia das ondas de ultrassom
nas condi¢cdes escolhidas para realizar a reacdo desejada. Dessa forma, € possivel
determinar as melhores condigdes para obter elevados rendimentos sem prejudicar a
enzima.

O uso do ultrassom vem sendo relatado na literatura como uma alternativa
viavel em reacbes catalisadas por lipases, embora a maior utilizacdo seja com
catalisadores quimicos. A maior vantagem desse sistema é a redugdo do tempo de
reacdo, que proporciona a reducdo de energia e custos de producédo (FAYYAZ| et
al2015). Os estudos que utilizam o ultrassom variam em termos de frequéncia (kHz) e
poténcia (W). Na maioria das vezes, a frequéncia é fixa e a poténcia é variavel. No
presente trabalho, foi utilizada uma sonda de ultrassom com 20 kHz de frequéncia com
500 W de poténcia variavel (0%-100%), sendo a maxima conversao obtida de 82% em
48 h (3:1, 45 °C, 75% de poténcia de ultrassom e vazdo 1,45 mL min™). Em
comparagao com os dois sistemas (com e sem US) que utilizaram a vazao 7,45 mL min
"1 a melhor conversao foi de 73% em 72 h (sem ultrassom) e 78% em 48 h (com 75%
de ultrassom), em condi¢des otimizadas (RM 3:1, a 45 °C e 75% da poténcia de US).
Isto representa uma redugdo do tempo de reacdo, em relacdo ao sistema sem
ultrassom, de72 h (73%) para 48 h (78%), e da razdo molar (de 6:1 para 3:1). Em
relacéo ao sistema de frascos agitados, foi possivel reduzir o tempo de reagcdo em 48 h
(73% em 96 h).
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Estes resultados podem ser comparados a outros trabalhos sobre a catalise
enzimatica em sistemas que utilizam o ultrassomque obtiveram aumento de conversao
em menor tempo de reagcdo e menor quantidade de alcool.

Zanatta e Rosa (2014) obtiveram conversdes mais elevadas, para ésteres
etilicos, de até 88% para o Oleo de soja e de 75% para o o6leo de macauba.
Sivaramakrishnan e Incharoensakdi (2017) estudaram a transesterificagao do 6leo de
microalgas Batryococus spcatalisada pela lipase B deCandida antarcticaem condi¢oes
otimas (50 °C, 200 W e 30 kHz). O ultrassom permitiu o aumento de conversao de 78%
em 36h para 88% em 4 h.Bhangu et al (2017) estudaram a reacao de transesterificagao
metilica do 6leo de canola catalisada pela lipase deCandida rugosa e alcangaram a
reducao do tempo de reagao de 24 h para 1,5 h com o uso do ultrassom em condicdes
otimas (RM 5:1, 50 °C, 22 KHz e 40 W).Subhedar et al (2015) estudaram a
transesterificagdo metilica do 6leo de girassol catalisada pela lipase Lipozyme TL-IM
em sistema reacional assistido por banho de ultrassom e obtiveram a reducéo de
tempo da reacéo de transesterificacdo de 24 h para 4 h, e da RM de 4:1 para 3:1. Os
autores obtiveram aumento de 60% em 24 h (RM 4:1) para 95% em 4 h (RM 3:1).
Michelin et al (2015), estudaram os efeitos do ultrassom na transesterificacdo
enzimatica, utilizando Novozym 435, do 6leo de macauba (Acrocomia aculeata). Os
autoresacompanharama cinética da reagdo com e sem ultrassom por 30 min e
obtiveram aumento de 55% para 85% de conversdo, com o uso do ultrassom,nas
condigdes otimizadas (RM 9:1, 132 W e 40 kHz a 65 °C). Foi possivel reutilizar o
catalisador por5 ciclos, com a perda gradativa de atividade e rendimento em éster (%)
ao longo de cada ciclo devido ao efeito do ultrassom.

A imobilizacdo de lipases € muito comum entre os trabalhos presentes na
literatura. No entanto, varios critérios relacionados aos custos do processo devem ser
levados em consideragao, como, por exemplo, o custo e tipos dos suportes, além do
processo de purificacdo do extrato enzimatico. A utilizacdo de sdlidos fermentados
contendo lipases naturalmente imobilizadas tem a vantagem de nao utilizar processos
com muitas etapas de purificacdo. Foram utilizados dois tipos de preparacao de
lipases: (1) lipase imobilizada em Accurel MP 1000, que consiste na produgéo da lipase
por fermentagcao submersa, seguida de purificagéo parcial com precipitagédo com sulfato
de amoénio e posterior imobilizagao por adsorg¢ao (interagao hidrofébica). Este € um tipo

de preparacdo muito utilizado e aplicado em biocatalise, principalmente por ser um
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procedimento simples; (2) lipase naturalmente imobilizada no sélido fermentado, que é
produzido por fermentacdo no estado sélido, a produgdo e imobilizagcdo ocorrem
simultaneamente, apds a secagem, pode ser utilizado diretamente no meio de reagao.
Este processo é pouco comum e pouco estudado em biocatalise.

Os preparados enzimaticos estudados possuem vantagens e
desvantagens.Por outro lado, entre as vantagens da imobilizagdo de lipases em
suportes esta a possibilidade de deixar o processo mais “puro”, pois ndo estéo
presentes células e compostos de alta massa molecular. Além disso, existe a vantagem
de imobilizar maior quantidade de moléculas (lipases), o que possibilita o uso de
menores quantidades do preparado enzimatico.

Em termos de viabilidade econémica, a utilizagao de sélidos fermentados como
SFBC é uma opg¢ao vantajosa, principalmente pelo baixo custo da matéria-prima
principal (bagaco de cana) e pelas poucas etapas para a obtencao do produto final. Ja
o suporte Accurel € um material industrializado e importado e a imobilizagado sé ocorre
apo6s etapas de purificacdo do extratocontendo a lipase.Os dois tipos de preparados
enzimaticos utilizados proporcionaram a sintese de ésteres do 6leo de mamona, mas o

custo de produgao deLipBCimobilizada € maior do que o custo de produgao do SFBC.
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6 CONCLUSOES

Nesse trabalho, foi estudada a otimizagao do processo de producéo de ésteres
etilicos por reacdo de transesterificagdo do 6leo de mamona, catalisada pelo soélido
fermentado da lipase de Burkholderia contaminanse pela lipase LipBC imobilizada. O
trabalho foi dividido em duas etapas:

1- A primeira etapa consistiu na otimizacdo da imobilizacdo da lipase em
suporte Accurel MP 1000 e sua aplicacdo em reacao de transesterificacdo nos frascos.
A melhor conversao em éster obtida foi de 86% em 48 h (Figura 36). Nessa etapa do
trabalho, foi possivel imobilizar a lipase em Accurel MP 1000 e obter atividade lipolitica
comparavel a outros trabalhos que utilizaram varias etapas de purificacéo.

2- A segunda etapa foi estudar a otimizacdo da reacao de transesterificagcao
com o solido fermentado da lipase de B. contaminans em frascos agitados, em reator
de leito empacotado e com o efeito de ultrassom. Nessa etapa, o melhor rendimento
obtido em frascosagitados foi de 73% em 96 h de reagdo, com a adigdo gradual do
etanolem 12 etapas. Esse rendimento foi melhorado com a otimizacdo em biorreator,
chegando-se a 73% de conversdao em 72 h. Com a finalidade de diminuir ainda mais o
tempo de reacéao, foram estudados os efeitos do ultrassom acoplado ao reator. Nesse
sistema, obteve-se a maxima conversédo de 73% em 24 h e 83% e 48 h, utilizando a
razdo molar 3:1, a 45°C, com 75% de ultrassom e vazéo de 1,45 mL min™".

Nessa etapa, foi possivel utilizar o sdélido fermentado da lipase B.
contaminansproduzido em material de baixo custo, como € o caso do bagaco de cana,
na otimizagao em reator de leito fixo com sonda de ultrassom acoplado.

Os valores de conversado observadoscom SFBCforam equivalentes aos obtidos
com a mesma lipase imobilizada em Accurel MP 1000, e préximos aos obtidos pela
lipase comercial Novozym 435. Esse estudo mostrou que o custo do processo de
producao do biodiesel etilico a partir de 6leo de mamona pode ser reduzido com o uso
de biorreator com ultrassom acoplado, com lipase ndo comercial, produzida por
matéria-prima renovavel e biodegradavel de baixo custo (bagago de cana), em sistema
livre de solvente, tornando a catélise enzimatica uma alternativa economicamente

viavel.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesse trabalho abrem novas perspectivas para trabalhos

futuros:

» Producao continua de ésteres etilicos com sistema de ultrassom;

» Desenvolvimento de estudos sobre o efeito do ultrassom na lipase adsorvida no

solido fermentado;

» Acompanhamento da estabilidade da enzima e reutilizacdo apds contato com

ultrassom;

» Desenvolvimento de métodos de lavagem do sdlido fermentado no biorreator para
prolongar o tempo de utilizagao e reutilizagdo do biocatalisador, acompanhando a

concentracéo de glicerol e o consumo do etanol durante a produgao do biodiesel;

» Emprego de outras matérias-primas nao comestiveis, como,por exemplo, o dleo de

fritura, residuos de caixa de gordura e 6leo de microalgas.

» Desenvolvimento de estudos de viabilidade econbémica de todas as etapas do
processo até a produgdo do biodiesel, incluindo o custo da fermentacdo e das

matérias-primas.

» Analise de qualidade do biodiesel de acordo com as normas estabelecidas pela
ANP.
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