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RESUMO

As lipases microbianas séo biocatalisadores muito proeminentes devido a sua capacidade
de catalisar uma ampla variedade de reagdes em meios aquosos € nao aquosos. Neste
trabalho, os fungos filamentosos selecionados foram isolados de folhas decompostas no rio
Buritizal, localizado em Taquarugu no Estado do Tocantins e identificados com o gene ITS,
foram rastreados para producao de lipase com atividade hidrolitica e esterificagdo. Fusarium
solani apresentou a maior producdo de lipase, com 2,37 U/mL e atividade de esterificacdo
de 0,07 U/mL utilizando meio 3 contendo: KH,PO, 1,00 g.L'1, MgSO, H,O 1,123 g.L'1,
CuS0, 0,06 g.L". A suplementacéo deste meio de cultura com fontes de nitrogénio organico
aumentou a produgéao de lipase em (461,29%) 3,48 U/mL usando triptona e (419,35%) 3,22
U/mL usando extrato de levedura, todos os resultados foram analisados sempre tendo como
referencia a atividade inicial do fungo 0.62 U/mL. Entre os éleos vegetais avaliados no
trabalho, o 6leo de algoddao degomado induziu a produgao de lipase em (1212,90%), 8,14
U/mL. Um planejamento fatorial Plackett-Burman com 15 experimentos foi conduzido para
avaliar a influéncia de sete fatores na produgdo de lipases por F. solani. Os fatores
investigados foram: peptona, triptona, extrato de levedura, cloreto de calcio, fosfato de
potassio, sulfato de magnésio e sulfato de cobre, que foram mantidos em cinco variaveis
fixas contendo: 6leo de algodao, pH, temperatura, agitagdo e tempo e como resposta a
atividade enzimatica. A concentragdo de triptona, cloreto de calcio e sulfato de magnésio
tiveram um efeito significativo ( p < 0,10) na producédo de lipase e foram estudados
consecutivamente através de um DCCR (delineamento central composto rotacional)
completo, com o intuito de otimizar a produgdo das lipases do fungo F. solani. Apds a
otimizacao utilizando o DCCR, obteveram-se atividades lipoliticas maximas de 24,84 U/mL
com o uso de 10 g.L”" de triptona, 3,50 g.L" de cloreto de calcio e 0,50 g.L™ sulfato de
magnésio, 1 g.L™" de fosfato de potassio e 1% de 6leo de soja. O modelo estatistico mostrou
uma correlagdo de 85,67% com os dados experimentais. A caracterizagdo bioquimica da
lipase mostrou que a enzima tem melhor atuagcdo em pH 7 a uma temperatura de 40°C,
onde o modelo estatistico mostrou uma correlagao de 94,15% com os dados experimentais.
Desta forma as lipases produzidas por F. solani tem potencial para aplicagcdo e uso na
producdo de biodiesel, podendo ser uma alternativa aos processos convencionais na

producdo de biocombustiveis.

Palavras chave: Lipase, otimizagao, hidrélise, esterificagao, Fusarium solani
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ABSTRACT

Microbial lipases are very prominent biocatalysts due to their ability to catalyze a
wide variety of reactions in aqueous and non-aqueous media. In this work, the
selected filamentous fungi were isolated from leaves decomposed in the Buritizal
River, located in Taquarugu in the State of Tocantins and identified with the ITS
gene, were screened for lipase production with hydrolytic activity and esterification.
Fusarium solani showed the highest production of lipase, with 2.37 U/mL and
esterification activity of 0.07 U/mL using medium 3 containing: KH2PO4 1.00 gL-1,
MgS0O4 H20 1.123 gL-1, CuS0O4, 06 gL-1. Supplementation of this culture medium
with organic nitrogen sources increased lipase production in (461.29%) 3.48 U/mL
using tryptone and (419.35%) 3.22 U/mL using yeast extract, all the results were
always analyzed with reference to the initial activity of the fungus 0.62 U/mL. Among
the vegetable oils evaluated in the work, degummed cotton oil induced lipase
production in (1212.90%), 8.14 U/mL. A Plackett-Burman factorial design with 15
experiments was conducted to evaluate the influence of seven factors on the
production of lipases by F. solani. The factors investigated were: peptone, tryptone,
yeast extract, calcium chloride, potassium phosphate, magnesium sulphate and
copper sulphate, which were kept in five fixed variables containing: cotton oil, pH,
temperature, agitation and time and as a response to enzymatic activity. The
concentration of tryptone, calcium chloride and magnesium sulphate had a significant
effect (p < 0.10) on lipase production and were studied consecutively through a
complete DCCR (rotational composite) design, in order to optimize production of the
fungus F. solani lipases. After optimization using DCCR, maximal lipolytic activities of
24.84 U/mL were obtained with the use of 10 gL-1 tryptone, 3.50 gL-1 calcium
chloride and 0.50 gL-1 magnesium, 1 gL-1 potassium phosphate and 1% soybean
oil. The statistical model showed a correlation of 85.67% with the experimental data.
The biochemical characterization of lipase showed that the enzyme has a better
performance at pH 7 at a temperature of 40 ° C, where the statistical model showed
a correlation of 94.15% with the experimental data. In this way the lipases produced
by F. solani have potential for application and use in the production of biodiesel, and

can be an alternative to the conventional processes in the production of biofuels.

Keywords: Lipase, optimization, hydrolysis, esterification, Fusarium solani
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1 - INTRODUGAO

Devido aos graves problemas ambientais que acontecem em decorréncia da
emissao dos gases de efeito estufa (GEEs), causados em grande parte pela utilizacao do
petréleo e seus derivados, muitos paises resolveram voltar-se para a utilizacdo de fontes
alternativas de energias limpas e renovaveis em substituicdo aos combustiveis fosseis
(FREIRE et al., 2012). Neste sentido, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o
intuito de desenvolver derivados de Oleos vegetais com propriedades e desempenho
préximo ou igual ao do diesel de hidrocarbonetos.

Desta forma, o biodiesel aparece como uma fonte bastante promissora, uma vez que
sua utilizagao contribui diretamente para a diminuicdo dos poluentes na atmosfera, pois o
CO, (gas carbbnico) liberado durante a sua combustdo é absorvido no crescimento das
plantas.

O biodiesel € uma mistura de ésteres alquilicos de &acidos graxos saturados e
insaturados de cadeias longas (ALBUQUERQUE et al., 2010). Essa mistura é oriunda de
uma reacao denominada de transesterificacdo onde, os 6leos vegetais e ou gorduras
animais sao catalisados na presenca de uma base, com a adigdo de um alcool de cadeia
curta, normalmente o metanol, produzindo ésteres alquilicos e glicerol.

Para a producao do biodiesel, uma grande variedade de matérias primas pode ser
utilizadas como 6leos vegetais de soja, girassol, canola, algoddo, mamona, pinhdo manso,
entre outros, gorduras de origem animal como sebos, ou ainda os 6leos usados em frituras
“soja”.

A reacao de transesterificacdo pode fazer uso de varios catalisadores tais como
alcalinos, &acidos, heterogéneos e biocatalisadores mais especificamente enzimas (as
lipases) ou também pode fazer uso de alcodis nos seus estados supercriticos. Dos métodos
citados 0 mais comum ou industrialmente utilizado € o alcalino, um processo com um custo
efetivo e bastante eficiente. No entanto, esse processo possui alguns inconvenientes como
a separacdo do catalisador e o alcool colocado em excesso que nao participa da reacgao, o
que faz a necessidade de realizar repetidas lavagens para alcangar a pureza adequada ao
produto.

A producéo de biodiesel usando um biocatalisador supera e muito as vantagens dos
outros catalisadores, pois atinge um alto grau de pureza, inexisténcia de rejeito aquoso
alcalino, baixa presenca de outros contaminantes, maior seletividade com excelentes
rendimentos (BAJAJ, et al.,, 2010), portanto os processos enzimaticos sdo promissores
como alternativa a rota quimica. Diante destas vantagens, pesquisas vém sendo realizadas

para selecionar, otimizar e diminuir o elevado custo da producéo de enzimas puras.
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As lipases microbianas s&o biocatalisadores muito proeminentes devido a sua
capacidade de catalisar uma grande variedade de reagbes em meios aquosos e nhao
aquosos. O comportamento quimio, regio e enantio-especifico dessas enzimas tem causado
enorme interesse entre cientistas e industrias (HASAN et al., 2009).

As lipases sdo as principais enzimas usadas como biocatalisadores na reacédo de
transesterificacdo enzimatica. Podendo as mesmas e seus meios de culturas serem
selecionados e otimizados para melhorar o desempenho e uso de tais enzimas.

A presente tese de doutorado foi desenvolvida principalmente no Laboratério de
Microbiologia Ambiental e Biotecnologia da Universidade Federal do Tocantins, (LAMBIO
UFT) e no Laboratério de Pesquisas em Quimica Ambiental e Biocombustiveis (LAPEQ
UFT).

O trabalho sera apresentado na forma de artigos cientificos de acordo com as
normas estabelecidas por cada revista ao qual o artigo sera submetido. O capitulo | € uma
revisado bibliografica abordando os principais pontos do tema proposto. Nos capitulos Il e Il
sdo apresentados os resultados, na forma como foram submetidos a publicagdo nos
periodicos. Por fim, as consideragbes finais, com as principais conclusdes obtidas e as

perspectivas para trabalhos futuros.
OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral, realizar uma triagem e a selegéo de fungos
filamentosos produtores de lipases capazes de catalisar reagdes de transesterificacdo para

a producao de biodiesel.

Os objetivos especificos foram:

Isolar as linhagens de fungos produtores de lipases e caracteriza-las quanto

aos aspectos morfofisiolégicos;

e Realizar a identificacao das linhagens por meio do gene ITS;

e Selecionar linhagens fungicas produtoras de lipases com atividade lipolitica;

e Analisar quantitativamente a atividade lipolitica dos fungos isolados, em
diferentes condigdes de cultivo

e Aplicar delineamentos experimentais no processo de otimizac&o da atividade
Enzimatica;

e Otimizar a producao de lipases fungicas;

e Caracterizar bioquimicamente a enzima obtida no processo de otimizagao.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

CAPITULO |

CAPITULO PUBLICADO NO LIVRO: TOPICOS ESPECIAIS EM BIOTECNOLOGIA E
BIODIVERSIDADE EM DEZEMBRO DE 2017 PELA EDITORA CVR.

Processo de producao de biodiesel e a catalise enzimatica

Danylo Bezerra Mendes
Danyel Bezerra Mendes
Fabiane Fernandes da Silva

Emerson Adriano Guarda

Neste capitulo apresentaremos informacdes que permitirdo ao leitor conhecer as
caracteristicas do processo de producdo do biodiesel e diversos fatores que influenciam a

reacdo, bem como conhecer as principais caracteristicas da catalise enzimatica.
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1. Introdugao

Os graves problemas ambientais surgidos em decorréncia da emisséo dos
gases de efeito estufa devido a utilizagdo de petrdleo e seus derivados tém
encorajado muitos paises investir em pesquisas para a utilizacdo de fontes
renovaveis de energias limpas em substituigdo aos combustiveis fésseis (Freire et
al., 2012). Os oleos vegetais sdo uma boa opg¢ado como fonte de biocombustiveis,
pois sdo recursos renovaveis e tem grande produc&o anual, porém, para 0 seu uso
nesta finalidade é necessario um processo de modificagdo quimica, tornando-o
compativel com os motores atuais movidos a diesel (Suarez et al., 2009). Este novo
produto € denominado biodiesel e possui muitas propriedades e desempenho
proximo ou igual ao diesel fossil, além de reduzir a emissdao de poluentes na
atmosfera, pois o CO; liberado durante a sua combustao pode ser absorvido durante

o crescimento das plantas (Santos 2012).

O biodiesel € uma mistura de ésteres alquilicos de acidos graxos saturados e
insaturados de cadeias longas (Albuquerque et al. 2010). Essa mistura, é oriunda de
uma reacao denominada de transesterificacdo, onde os O6leos vegetais e ou
gorduras animais, em meio basico, com a adicdo de um alcool de cadeia curta,

normalmente o metanol, produz ésteres alquilicos e glicerol.

Para a produgdo do biodiesel, uma grande variedade de matérias primas
pode ser utilizada: oleos vegetais como: soja, girassol, canola, algoddao, mamona,
pinhdo manso, entre outros, gorduras de origem animal como sebos, ou ainda os

Oleos usados em frituras (6leos de reuso).

A reacao de transesterificacdo deve ser catalisada e pode fazer uso de varios
tipos de catalisadores, como alcalinos, acidos, heterogéneos e biocatalisadores,
mais especificamente enzimas (as lipases) ou também pode fazer uso de alcodis
nos seus estados supercriticos. Dos métodos citados o mais utilizado
industrialmente € o alcalino, que em geral, resulta em tempos de reagao mais curtos
com maior produgcao de rendimento (Amini et al., 2016). No entanto possui alguns
inconvenientes, como a separacao do catalisador e o alcool colocado em excesso
que nao participa da reacdo, o que torna necessaria a necessidade de repetidas

lavagens para alcangar a pureza adequada ao produto.
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O uso de um biocatalisador na producado de biodiesel supera em muito as
vantagens dos outros catalisadores, pois atinge um alto grau de pureza, inexisténcia
de rejeito aquoso alcalino, baixa presengca de outros contaminantes, maior
seletividade com excelentes rendimentos (Bajaj et al., 2010), portanto os processos
enzimaticos sao promissores como alternativa a rota quimica. Diante destas
vantagens, pesquisas vém sendo realizadas para selecionar, otimizar e diminuir o

elevado custo da producéo de enzimas puras.

As lipases microbianas sao biocatalisadores muito proeminentes devido a sua
capacidade de atuar em uma grande variedade de reagdes em meios aquosos € hao
aquosos. O comportamento quimio, regio e enantio-especifico dessas enzimas tem
causado enorme interesse entre cientistas e industrias (Hasan et al., 2009). As
lipases sdo as principais enzimas usadas como biocatalisadores na reagdo de
transesterificacdo enzimatica e desta forma este trabalho tem como objetivo
apresentar os principais aspectos relacionados ao processo de producdo de

biodiesel, bem como as principais caracteristicas da catalise enzimatica.

2. Biodiesel: definicoes e consideragdes gerais

No dia 13 de janeiro de 2005, a ANP — Agéncia Nacional de Petréleo, Gas
Natural e Biocombustivel, pela Lei n° 11.097, definiu biocombustivel como sendo
“Combustivel derivado da biomassa renovavel para uso em motores a combustao
interna ou, conforme regulamento para outro tipo de geragédo de energia, que possa
substituir parcial ou totalmente combustivel de origem fossil”. Na mesma lei definiu-
se biodiesel como: “Biocombustivel derivado da biomassa renovavel para uso em
motores a combustdo interna ou, conforme regulamento para outro tipo de geragéo

de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustivel de origem féssil”.

A Ultima resolucado aprovada pela ANP de n° 07 de 13 de margo de 2008
define biodiesel — B100 — como um combustivel composto de alquil ésteres de
acidos graxos de cadeia longa, derivados de 6leos vegetais ou de gorduras animais
conforme a especificacdo contida no Regulamento Técnico n°® 1/2008, que é parte

integrante da referida Resolugao.
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De acordo com a definicdo de Parente (2003), biodiesel € um combustivel
renovavel, biodegradavel e ambientalmente correto, sendo, portanto, um promissor
substituto ao 6leo diesel mineral, constituido de uma mistura de ésteres metilicos ou
etilicos de acidos graxos, obtidos da reagdo de transesterificagdo de qualquer

triglicerideo com um alcool de cadeia curta, metanol ou etanol, respectivamente.

Segundo (Candeia 2008), biodiesel pode ser definido quimicamente como
sendo um combustivel alternativo constituido por ésteres alquilicos de acidos
carboxilicos de cadeia longa, oriundos de fontes renovaveis como 6leos vegetais,
gorduras animal e ou residual, cuja utilizagdo esta associada a substituicdo de

combustiveis fésseis em motores de ignigdo por compressao.

Diante da demanda mundial por combustivel como fontes de energia, surgiu a
necessidade de gerar alternativas como os biocombustiveis (Amini et al., 2016).
Desta forma, surge a crescente preocupagdao com o meio ambiente despertando a
busca por fontes alternativas de energia no Brasil e no mundo. Varias pesquisas tém
se concentrado no desenvolvimento de novos insumos basicos, buscando um
carater renovavel para a produgao de combustiveis que possam vir a substituir os
derivados de petréleo. Desta forma, a biomassa encontra-se em um papel de
destaque em razdo da sua ampla disponibilidade, biodegradabilidade e baixo custo
(Suarez et al., 2009).

O uso do biodiesel como combustivel tem um importante papel nas politicas
governamentais, ndo s6 na area social e ambiental, como na econémica, tendo em
vista as vantagens que este combustivel apresenta na economia do pais (Santos et
al., 2008). Dessa forma, o uso de biodiesel ndo é apenas uma alternativa econémica
e segura diante dos problemas relacionados ao petréleo, muitas sdo as vantagens
que podem ser destacadas no uso desse biocombustivel. Entretanto, vale ressaltar
que existem também algumas desvantagens. A literatura disponibiliza por meio de
autores como: Parente (2003), Candeia (2008), Gomes (2009) e Aranda (2010),

relatam alguns aspectos do biodiesel:

a) Vantagens:
- Auséncia de enxofre e compostos aromaticos, o que proporciona uma

combustao limpa e sem a formagao de SO, (diéxido de enxofre), gas que
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provoca a chuva acida e de compostos cancerigenos (hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos);

- Tem numero de cetano elevado (superior a 50) e consequentemente alto
poder de auto-ignicdo e combustdo. Este fator é refletido de modo
especial na partida a frio, no ruido do motor e no gradiente de pressao
nos motores a diesel;

- Possui teor médio de oxigénio em torno de 11% e composi¢gao quimica
homogénea, favorecendo uma combustdo mais completa e eficiente, além
de expelir menos residuos para a atmosfera;

- Possui maior ponto de fulgor quando comparado ao diesel convencional,
de modo que, em condicbes normais de transporte, manuseio e
armazenamento nao € inflamavel, proporcionando uma maior segurancga;

- Apresenta expressiva melhora na lubrificagdo do motor, conferindo maior
longevidade do mesmo e seus entornos;

- Podem ser produzidos a partir de matérias-primas renovaveis;

- E seguro, renovavel, ndo toxico e biodegradavel,

- Possui vantagens sociais e econdmicas.

b) Desvantagens:
- O biodiesel possui um menor poder calorifico. Todavia, esta desvantagem

€ bastante pequena, em torno de 5% em relacéo ao diesel convencional;

- Cristalizagdo em baixas temperaturas em regides de clima muito frio, a
viscosidade do biodiesel aumenta bastante. Assim como o diesel, podem
ocorrer formagdes de pequenos cristais, que se unem e impedem o bom
funcionamento do motor. Porém, existem diversas precaugdes que podem
ser tomadas para contornar este problema, como por exemplo, o uso de

aditivo ou de mistura biodiesel/diesel mineral, dentre outros.

3. Etapas do processo de producao do biodiesel

De acordo com Parente (2003), o processo de produgdo de biodiesel é
constituido de algumas etapas como a preparacdo da matéria-prima, reagao de

transesterificacdo, separagdo de fases, recuperacao do alcool da glicerina,
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recuperacao do alcool dos ésteres, desidratacdo do alcool, purificacdo dos ésteres e
destilag&do da glicerina.

A Figura 1 mostra o processo de producdo de biodiesel, partindo de uma

matéria-prima graxa qualquer, onde as etapas operacionais sdo descritas.

Figura 1. Etapas do processo de produgao de biodiesel.

Matéria
prima
* dleo ou gordura

Preparacio da maténia-prima

Catalisador #
(NaOH ou KOH) _
- » Reacdo de transesterficacio - Alcool
etilico ou metilico
Separacio
de
Fase fases Fase
pesada leve
Recuperacio do Recuperacio do
alcool da glicerina alcool dos ésteres
Desidratacio
do

alcool

!

Excesso de alcool

Destilacdo da glicenna recuperado Purificacdo dos ésteres
Residuo Glicenna Biodiesel

Glicérico destilada

Fonte: Adaptado de Parente (2003).

Parente (2003) descreve de forma sumaria as etapas do processo de

producgao de biodiesel:

- Preparacdao da matéria prima — Essa etapa consiste em preparar a
matéria graxa para uma maior conversao em eésteres por meio da
transesterificacdo. Para essa transformacdo ser alcangada, a matéria-
prima deve ter essencialmente o minimo de umidade e sua acidez a

menor possivel,
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- Reacgao de transesterificacdo - Nessa etapa, a matéria prima passa por
uma reacgdo quimica que a converte em ésteres metilicos ou etilicos por
meio da transesterificagdo com o uso de um catalisador;

- Separacao de fases — A mistura reacional é composta de duas fases, uma
densa e outra leve, que podem ser separadas por decantagdo ou
centrifugacdo. A fase densa € constituida de glicerina, impurezas e
excesso de alcool utilizado na reagdo. A fase leve € uma mistura de
ésteres podendo ser metilicos ou etilicos, dependendo do tipo de alcool
utilizado;

- Recuperagcédo do alcool da glicerina — A fase pesada (glicerina) é
submetida a uma evaporacao para a retirada do excesso de alcool. Este é
tratado posteriormente para reutilizagdo no processo de producéo;

- Recuperagdo do alcool dos ésteres — A fase leve (biodiesel) passa
basicamente pelo mesmo tratamento como o descrito acima na
recuperacao do alcool da glicerina;

- Desidratagdo do alcool — Nessa reagdo, uma quantidade em excesso de
alcool é utilizada para garantir o deslocamento da reagdo no sentido dos
produtos. Esse produto passa por uma destilacdo onde é retirada boa
parte da umidade (agua) oriunda da lavagem do biodiesel. Esse processo
é facil de ser conduzido usando calor;

- Purificacdo dos ésteres — Apds varias etapas, o biodiesel passa por uma
sequéncia de lavagens para retirada de vestigios de catalisador e
glicerina, seguido de uma desumidificacdo para se enquadrar nas
especificacdes de comercializagao do produto; e

- Destilacdo da glicerina — A purificacdo é feita por destilagdo a vacuo,
resultando em um produto limpido e transparente conhecida como

“glicerina destilada”.

4. Reacao de transesterificagao

A principal rota para obtengdo de biodiesel no Brasil e no mundo é a
transesterificagcdo (ou alcodlise) alcalina, homogénea, de 6leos e gorduras. Essa
reagcao ocorre entre 6leos ou gorduras que tem em sua composigao tri-esteres da

glicerina com acidos graxos, misturados a metanol ou etanol, com um catalisador
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basico (Hidréxido de sodio - NaOH ou Hidréxido de Potassio - KOH), resultando em
uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos, hoje mais conhecido

como biodiese (Fig 2) (Suarez et al., 2009).

Figura 2. Transesterificagao de triacilglicerdis.

0 0
CAT. ‘
3R-OH L~
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0 R3 OH R—0 RS
TRIGLICERIDEO ALCOOL GLICEROL ESTERES

Fonte: Suarez et al. (2009)

Percebe-se pela reacdo que a mesma é reversivel, o que faz necessario o
uso de alcool em excesso para deslocar a reagao no sentido da obtencao do produto
(Lima 2005). Com a reagao de transesterificagao ocorre a separacao da glicerina do
oleo vegetal e cerca de 20% da massa molecular do dleo vegetal € devida a
glicerina. A glicerina torna o 6leo mais denso e viscoso, e durante o processo de
transesterificacdo € removida do 6leo vegetal, deixando-o menos denso reduzindo a
viscosidade (Melo 2009).

A figura 3 (i, ii e iii) ilustra as reagdes quimicas envolvidas para a
transesterificagcdo de ftriglicerideos e obtencdo dos ésteres. Suarez & Meneghetti
(2007) reafirma a reversibilidade das reacdes i, ii e iii 0 que exige realmente um
excesso de alcool no meio reacional para promover um aumento no rendimento em

mono-alcoois.
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Figura 3. Reacgdes quimicas na transesterificagao de triglicerideos.
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Fonte: Suarez & Meneghetti (2007)

Trés tipos de catalisadores podem ser usados para acelerar a reagcao de
transesterificacdo: os catalisadores acidos, basicos e enzimaticos. Por razbdes
econOmicas e pela grande disponibilidade, o hidroxido de sodio (NaOH) é o mais

utilizado, sendo este mais rapido que os catalisadores acidos (Lima 2005).

O metanol tem sido o alcool mais utilizado nas reagdes de transesterificacao,
devido a sua natureza fisica e quimica (cadeia curta e polaridade). No entanto, a
utilizacdo do etanol pode ser uma alternativa, considerando o ponto de vista
ambiental e por este ser um produto menos téxico e oriundo da cana de agucar que

€ uma fonte renovavel (Lima 2005).



28

5. Fatores que influenciam a reagao de transesterificagao

A transesterificagdo utilizando a catalise basica requer que o0s insumos
possuam certo grau de pureza para que a reagao nao tenha a formacao de produtos
indesejados. O minimo de umidade (agua), fosfatideos e acidos graxos livres sao
essenciais para minimizar a formagao de sabao (Suarez et al., 2009). Nos processos
que usam Oleo “in natura”, adiciona-se alcali em excesso para remover todos os

acidos graxos livres e este tratamento é conhecido como neutralizagao (Lima 2005).

Existe um reconhecimento na literatura cientifica que a catalise basica possui
problemas operacionais quando o 6leo vegetal apresenta altos teores de acido graxo
livre, que sdo formadores de sabao, além de consumir parte do catalisador durante a
sua formacao, dificultando assim, a separacao dos produtos (ésteres e glicerina) no

final do processo (Suarez & Meneghetti 2007).

Chialastri et al. (2011) realizando um estudo sobre fatores de influéncia no
rendimento da reagdo de transesterificacao etilica, relatou que a temperatura,
agitacao, tempo de reacao, razdo molar e tipo de catalisador sdo também variaveis

significativas quanto ao rendimento final da reacéo.

Para Demirbas (2008) em estudo sobre fatores de influéncia no rendimento
da reacdo de transesterificacdo metilica, o mesmo apresenta algumas variaveis
significativas como a razdo molar de alcool para 6leo vegetal e a temperatura e

esses sao fatores primordiais que afetam quanto ao rendimento final da reacao.

De acordo com Saad (2005), outra desvantagem atrelada a rota da
transesterificagdo é a formacdo de agua no meio reacional, decorrente da pré-
solubilizacdo dos hidréxidos no alcool para a producao do alcoxido correspondente,

que atua como o verdadeiro catalisador na reacéo.

6. Transesterificagcao enzimatica

A transesterificagdo enzimatica consiste na modificacdo lipidica realizada

pelas lipases e tem vantagem de permitir maior controle sobre a distribuicdo
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posicional dos acidos graxos no produto final, devido a seletividade e
regioespecificidade das lipases (Andrade 2012).

Na reacao de transesterificacao enzimatica, ocorrem algumas etapas como a
fase contendo o glicerol, denominada de pesada, que pode ser simplesmente
separada da fase com o biodiesel, denominada de leve, sendo que apds a
separagdo nao ha necessidade de desodorizagdo nem neutralizagcdo do produto
final, reduzindo assim o tempo de reacao. lgualmente como ocorre no processo de
transesterificagdo por catalise basica, o excesso de alcool utilizado, tende a deslocar
a reacao no sentido da formacao do produto e desta forma, elevar o rendimento de
biodiesel e o biocatalizador pode ser utilizado por varias vezes. A Figura 4 abaixo

ilustra o processo enzimatico da producio de biodiesel.

Figura 4. Processo enzimatico da produgao de biodiesel.

Etanol Lipase (Fase leve)
— Separacao - —
; » Transesterificacdo | da mistura » Esteres etilicos
Oleo da reacao
vegetal
(Fase pesada)
Y
Purificacdo R .
do glicerol > Glicerol

Fonte: Andrade (2012).

7. Lipases

As lipases constituem o grupo mais importante de biocatalisadores para
aplicagdes biotecnologicas (Ahmed 2009). Lipases (triacilglicerol acil-hidrolase,
E.C.3.1.1.3) sdo enzimas ubiquas produzidas pela maioria dos sistemas bioldgicos
incluindo animais, plantas e micro-organismos (Mohanasrinivasan et al., 2009).

O interesse industrial por lipases vem aumentando gradativamente,
especialmente nas areas de engenharia de proteinas e enzimologia em meios nao
convencionais, as quais ampliaram consideravelmente o potencial de aplicagao das

enzimas como catalisadores em processos industriais (Roveda et al., 2010). Elas
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catalisam a esterificacdo, interesterificacdo (aciddlise, alcodlise, amindlise e
transesterificacdo), aléem da atividade hidrolitica dos triglicerideos (Hasan et al.,
2009).

As lipases sdo amplamente utilizadas no processamento de gorduras e 0Oleos,
detergentes e formulagdes de desengorduramento, processamento de alimentos,
sintese de produtos quimicos finos e produtos farmacéuticos, fabricagdo de papel e

produgéo de cosméticos (Sharma et al., 2001).

De acordo com Paques et al. (2006) as lipases sdo enzimas com certa
especificidade e podem ser classificadas ou dividas de acordo a sua acado da

seguinte forma:
1. Regiosseletivas - subdivididas em:

I. lipases nao-especificas - hidrolisam ésteres de acidos graxos
primarios ou secundarios, liberando acidos graxos na posi¢ao 1(3) ou
2;

Il. lipases 1, 3 - especificas - hidrolisam apenas ésteres de acidos

graxos primarios, isto €, na posig¢ao 1 ou 3 (Figura 5 ).

2. Tipo-seletivas com relagdao ao tamanho da cadeia carbbdnica e/ ou ao

numero de insaturagao do grupo acila.
3. Enantiosseletivas.

Figura 5. Reagdes catalisadas por lipases do tipo ndo especifica e 1, 3 especifica.
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Das inumeras fontes de obtencgao de lipases, as de origem microbiana séo as
mais utilizadas industrialmente, pois apresentam procedimentos mais simples de
isolamento, sdo mais estaveis e com propriedades mais diversificadas que as
lipases de outras fontes (Macedo et al., 2009). Por serem biocatalisadores bastante
eficazes devido a elevada atividade especifica do substrato, elas possuem um baixo
impacto no ambiente (Franken et al., 2010). As lipases podem ser produzidas em
cultivo submerso e em estado sélido por meio de micro-organismos tais como
bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Almeida et al., 2016).

As enzimas de origem microbiana possuem muitas vantagens sobre as
equivalentes de origem animal ou vegetal, como o menor custo de producédo, a
possibilidade de produgdo em larga escala em fermentadores industriais, além de

oferecer um amplo espectro de caracteristicas fisico-quimicas (Roveda et al., 2010).

Muitos trabalhos tém sido realizados na transesterificacdo catalisada por
lipase de ftriglicerideos. Pesquisadores de todo o mundo vém tentando superar as
limitacbes de uma producgao de biodiesel catalisada por enzimas, tentando reduzir o
alto custo da enzima, o baixo rendimento, o alto tempo de reagao, a necessidade de
solventes organicos e a necessidade de agua na mistura de reacédo (Bajaj et al.,
2010).

8. Fontes produtoras de lipases

As principais fontes de obtencao de lipases para aplicagao industrial tém sido
0S micro-organismos, embora estas sejam produzidas também por eucariotos

superiores (plantas e animais) (Messias et al., 2011).

Os fungos filamentosos sao popularmente conhecidos como bolores e
encontram-se amplamente disseminados na natureza, sendo frequentemente
observados em paes, queijos velhos e frutas deterioradas. Cada filamento desses
micro-organismos cresce principalmente em sua extremidade, a partir da extensao
da célula terminal (Almeida 2007). Tanto micro-organismos eucariotos (leveduras e
fungos) como procariotos (bactérias, incluindo-se os actinomicetos), sdo produtores
de lipases e suas propriedades variam de acordo com a procedéncia (Messias et al.,
2011).
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As enzimas produzidas por fermentagdo microbiana s&o em sua maioria
extracelulares (Gutarra et al., 2009) e este fato facilita os processos de extracéo e
purificacdo. Desta forma, conferindo maior estabilidade a enzima que
consequentemente permite o facil controle das condicbes de cultivo que pode ser
realizada em escala industrial (Mendes 2009). A fermentacao de estado sdlido (SSF)
€ uma alternativa interessante para a producdo de enzimas microbianas devido a
possibilidade de usar residuos agropecuarios e subprodutos como fontes de

nutrientes e suporte ao desenvolvimento de micro-organismos (Rigo et al., 2010).

As lipases extracelulares sdo secretadas em quantidades significativas por
algumas espécies de fungos filamentosos quando séo cultivados em condi¢des
apropriadas, sendo facilmente separadas da massa micelial por filtragdo ou
centrifugacao (Colen 2006). A otimizagao da condigao de cultivo para a produgao de
lipases microbianas € de suma importancia, uma vez que os parametros influenciam
as propriedades do micro-organismo produtor, assim como a razdo de lipases

extracelulares e intracelulares (Andrade 2012).

Os fungos filamentosos principalmente aqueles pertencentes aos géneros
Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizomucor e Thermomyces
sdo reconhecidos como os melhores agentes microbianos produtores de lipases
(Cardenas et al., 2001).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando entre
20 a 75 KDa, atividade em pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas que podem
variar de ambiente a 70°C (Mendes 2009).

Abaixo segue a Tabela 1 com micro-organismos produtores de lipases

relatados na literatura:

Tabela 1. Micro-organismos produtores de lipases relatados na literatura

Fonte Micro-organismos Referéncias

Arqueobactérias Natronococcus sp. Boutaiba et al., 2006

Bactérias Bacillus stearothermophilus MC 7 Kambourova et al., 2003
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(Gram-positivas)

B. megaterium
Burkholderia glumae
B. cepacia

Ralstonia sp.
Staphylococcus aureus
S. epidermidis

S. xylosus

Lima et al., 2004

Khattabi et al., 2003

Fernandes et al., 2007

Yoo et al., 2011

Shah & Wilson 1965

Simons et al., 1998

Mosbah et al., 2007

Bactérias

(Gram-negativas)

Chromobacterium viscosum
Photobacterium lipolyticum
Pseudomonas aeruginosa
P. mendocina

P. fluorescens HU380

Serratia marcescens

Jaeger & Reetz 1998
Yang, Sohn & Kim 2009
Jaeger et al., 1997
Jaeger & Reetz 1998
Kojima & Shimizu 2003

Jaeger et al., 1997

Actinomicetos

Streptomyces cinnamomeus TUu89

S. coelicolor A3(2)

Sommer, Bormann & Gotz 1997

Coté & Shareck 2008

Fungos Candida rugosa Dalmau et al., 2000

Leveduriformes C. cylindracea Brozzoli et al., 2009
Torulopsis ernobii Yoshida, Motai &lchishima 1968
Issatchenkia orientalis Costas, Deive & Longo 2004
Yarrowia lipolytica Dominguez et al., 2003

Fungos Antrodia cinnamomea Lin, Wang & Sung, 2007

Filamentosos

Alternaria sp.
Aspergillus carneus
A. terreus

A. Niger

Tom & Crisan 1975
Saxena et al., 2003
Gulati et al., 1999

Edwinoliver et al., 2010
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A. oryzae

Beauveria bassiana
Botryosphaeria rhodina

B. ribi

Botrytis cinérea
Cunninghamella verticillata
Geotrichum sp.

Fusarium globulosum

F. oxysporum

Mucor circinelloides

Toida et al. 2000

Hegedus & Khachatourians 1988
Messias et al., 2009
Messias et al., 2009
Comménil et al., 1999
Gopinath et al., 2002
Burket et al., 2004

Gulati et al., 2005

Prazeres, Cruz & Pastore
2006

Szczesna-Antczak et al., 2006

Penicillium aurantiogriseum
P. citrinum

P. restrictum

P. simplicissimum

P. verrucosum
Rhizomucor miehei
Rhizopus arrhizus

R. chinensis

R. delemar

R. homothallicus

R. oryzae

Thermomyces lanuginosa

Trichoderma viride

Lima et al., 2003

Miranda et al., 1999
Cammarota & Freire 2006
Gutarra et al., 2007
Kempka et al., 2008
Jaeger & Reetz 1998

Li, Wang & Tan 2006

Sun & Xu 2009

Acikel, Ersan & Acikel 2010
Diaz et al., 2006

Essamri, Deyris & Comeau
1998

Fernandes et al., 2004

Kashmiri, Adnan & Butt 2006

Adaptado de (Messias et al., 2011).
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9. Estrutura e mecanismo de atuacao das lipases

As lipases sao enzimas que apresentam um mecanismo peculiar de atuacao,
chamado de ativagao interfacial (Rodrigues 2009), que difere do classico Michaelis-
Menten. A ativacao interfacial € explicada pela estrutura tridimensional e o sitio ativo
da enzima. O sitio ativo da lipase é caracterizado pela triade composta de serina,
histidina e acido glutdmico, também complexos acil-enzima. Em meios aquosos e na
auséncia de solventes organicos e interface, os sitios ativos das lipases apresentam
uma conformagao fechada e possuem baixa atividade. Por outro lado, no meio
reacional, acessivel ao substrato, o sitio ativo esta aberto expondo a sua zona
hidrofébica e interage com a interface lipidica (Jaeger & Reetz 1998, Rodrigues
2009, Salvador et al., 2009).

Nas reagdes enzimaticas, necessariamente deve ocorrer a formagao de um
intermediario, denominado complexo enzima-substrato para que ocorra a reacgao,
que acontece no sitio ativo das lipases que € coberto por uma cadeia peptidica
denominada “tampa”, de caracteristica hidrofébica (Carvalho 2014). Quando a tampa
encontra a interface agua-lipideo, ocorre interagao no sistema e a tampa sofre uma
alteracdo conformacional e o sitio ativo da enzima fica exposto, permitindo a catalise
(Messias et al., 2011).

A estrutura quimica e as caracteristicas cinéticas das lipases microbianas
variam dependendo do micro-organismo, género, espécie e também da cepa
(Messias et al., 2011).

Na Figura 6 esta representado o mecanismo de hidrolise enzimatica, onde a
reagcao envolve a formacgao de dois intermediarios tetraédricos. O mecanismo de
acao de lipases se inicia com um ataque do atomo de oxigénio do grupo —OH do
residuo de Ser nucleofilico ao carbono carbonilico ativado do éster lipidico, que esta
ligado ao sitio ativo da enzima (Almeida 2012). Este é estabilizado pelos residuos
cataliticos de histidina e acido aspartamico e ocorre um rearranjo € uma molécula de
alcool é liberada, apos ocorre o segundo ataque nucleofilico por um ion hidroxila
referente a agua. Por fim, ha um rearranjo na molécula e o acido graxo é liberado e

em seguida a enzima é regenerada (Jaeger & Reetz 1998).
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Figura 6. Mecanismo de catalise enzimatica por lipases
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10. Fatores que influenciam a producgao de lipases fungicas

Diversos fatores sdao de extrema importancia para a producéo de lipases por
micro-organismos como as fontes de carbono, fontes de nitrogénio, pH inicial, meio
mineral, inéculo, agitacdo/aeragéo e temperatura sao fatores que geram estratégias,
que podem ser empregadas para aumentar a eficiéncia na produgédo de lipases
microbianas e estes influenciam de forma significativa na producédo de lipases
(Kumar et al. 2011).

Sharma et al., (2001), Colla et al., (2012) e Kumar et al., (2011) descrevem
em seus trabalhos a importancia dos fatores para a producédo de enzimas lipoliticas,

e estes sdo de forma sucinta apresentados abaixo.
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- Efeito das fontes de carbono: E o fator mais importante para a expressao
dessas enzimas. As fontes de carbono atuam tanto como fonte de energia
e também meio indutor;

- Efeito das fontes de nitrogénio: apresentam importante fungéo na sintese
de enzimas, sendo utilizadas pelas células para sintese de muitos fatores
de crescimento celular e aminoacidos necessarios para o metabolismo
celular e sintese de enzimas;

- Efeito do meio mineral: a suplementagdo dos meios de cultivo com uma
solugédo de minerais ocasionou um aumento de trés vezes na atividade
enzimatica dos meios contendo os 6leos de gergelim e oliva, e de quatro
vezes no meio contendo o6leo de milho. Os elementos tracos sao
geralmente componentes estruturais das enzimas e estes podem
influenciar positivamente a producao de lipases;

- Efeito da temperatura: as temperaturas na faixa de 26,5°C a 32°C foram
utilizadas em inumeros trabalhos de pesquisa de producédo de lipases,
sendo 30°C a temperatura utilizada com maior frequéncia;

- Efeito da agitacdo/aeragédo: na produgdo de lipases via bioprocesso
submerso, a implementacdo da transferéncia de oxigénio através de
agitacdo e insercao de ar € um importante fator para a producao de
lipases por micro-organismos, em especial fungos filamentosos;

- Efeito do pH: o pH desempenha um papel muito importante na producao
de enzimas, bem como na sua estabilidade. O efeito do pH na producao
de enzimas foi estudado e observou-se que o rendimento 6timo para

lipases foi alcangado a pH 7.

Ha dois métodos de se avaliar a influéncia desses parametros sobre a
resposta: o método “um fator por vez’(one-factor-at-time - OFAT) analisa um
parametro por vez, enquanto os outros estdo fixos e o método “planejamento
experimental” (design of experiments - DOE), em que se analisam todos os

parametros de uma so6 vez (Videira 2014).

O uso de ferramentas como o planejamento experimental para otimizar
condi¢des de cultivo e produgao € bastante utilizado, uma vez que esses programas
possibilitam a analise de muitas interacdes entre os parametros utilizados com um

numero reduzido de experimentos, o que leva a uma avaliacdo e compreensao das
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interagdes entre os diferentes parametros do processo, gerando assim economia de

tempo e reagentes (Chennupati et al., 2009).

11. Aplicagdes biotecnolégicas das lipases

As lipases microbianas apresentam uma grande versatilidade, podendo as
mesmas promover um grande numero de reagdes em temperatura ambiente,
moderada e ou em pressdes moderadas. O uso dessas enzimas em aplicagoes
biotecnoldgicas como reagdes de hidrolises, bioconversdes e sinteses, aumentou

significativamente nos ultimos anos (Almeida 2012).

As muitas aplicagdes de lipases incluem sinteses organicas de especialidade,
hidrolise de gorduras e 6leos, modificagdo de gorduras, melhoramento de sabor no
processamento de alimentos, resolucdo de misturas racémicas e analises quimicas
(Sharma et al., 2001).

Sob certas condigdes, elas também catalisam reacbdes de esterificagdes,
tiotransesterificagcdbes em solventes organicos, sistemas bifasicos e em suspensoes
micelares (Babicz 2009). O deslocamento do equilibrio na reacao, no sentido direto
(hidrélise) ou inverso (sintese) € controlado pela quantidade de agua presente na

mistura reacional (Babicz 2009).

As lipases catalisam uma série de diferentes reacdes. Além de quebrar as
ligacdes de éster de triacilgliceréis com o consumo de moléculas de agua (hidrélise),
as lipases sdao também capazes de catalisar a reagdo reversa sob condigbes
microaquosas, como por exemplo, a formagao de ligacbes éster, a partir de um

alcool e acido carboxilico (sintese de éster) (Castro et al., 2004).

A atividade hidrolitica da lipase pode ser diretamente relacionada com sua
atividade de sintese, mas é independente de sua atividade de interesterificagao.
Lipases de diferentes fontes sdo capazes de catalisar a mesma reagao, embora
possam diferir no desempenho sob as mesmas condi¢des reacionais (Castro et al.,
2004).

As reagbes de esterificacdo catalisadas por lipase receberam grande

importancia devido a numerosos produtos que podem ser obtidos (Kiran et al.,
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2000). Neste contexto, um conhecimento das atividades de esterificagao de lipases
de diferentes fontes, bem como preparagdes de lipase obtidas através de diferentes
procedimentos, como a imobilizagdo, sao essenciais para explorar um grande
numero de reagdes de esterificagdo até entdo ainda ndo estudadas (Kiran et al.,
2000).

Para a reacgao de esterificagao € possivel produzir lipases com a fermentagao
em estado sdlido (SSF), pois, neste processo o fermentado produzido pode ser
usado diretamente para catalisar as reacdes de esterificacdo e transesterificacao
(Rigo et al. 2010).

No caso da producido de lipases por fermentacdo em estado sodlido, as
principais vantagens, envolvem a possibilidade de usar o catalisador em processos
biossintéticos sem qualquer extragdo e imobilizacdo antes da sua utilizagdo, uma
vez que as enzimas produzidas desta forma consistem em um biocatalisador barato
e naturalmente imobilizado, que pode ser aplicado para diversos processos,

inclusive para a esterificagdo (Rigo et al., 2010).

Embora a sintese de éster possa ser feita quimicamente com catalise acida
ou basica, o uso da tecnologia enzimatica oferece as vantagens de condigbes
suaves, reacoes laterais reduzidas e com maior especificidade (Villeneuve et al.,
2000).

A Figura 7 abaixo apresenta as diferentes reacdes catalisadas por lipase

em solucdes aquosas € nao aquosas.
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Figura 7. Diferentes reagbes catalisadas por lipase em solugbes aquosas e néo

aquosas.
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O potencial de exploracdo comercial de uma lipase microbiana é determinado
pelo seu rendimento, atividade, estabilidade dentre outras caracteristicas (Shu et al.,
2010). Para a exploragao comercial de uma lipase microbiana, as caracteristicas de
alto rendimento e alta atividade significam que o produto lipase tem maior
competitividade no mercado (Li & Zong 2010). Ja a alta estabilidade do produto da
lipase, ajudara a expandir seu campo de aplicagéo, a prolongar sua meia-vida da
prateleira e prolongar seus ciclos de uso (Shu et al., 2010).

A Tabela 2 a seguir apresenta uma lista com as fontes e origens de lipases

comerciais.



TABELA 2. Fontes e origens de lipase comerciais

Fonte biologica

Fornecedor

Achromobacter sp.

Aspergillus niger

Aspergillus sp.

Candida antarctica A
Candida antarctica B
Candida cylindracea

Candida rugosa

Chromobacterium viscosum
Geotrichum candidum
Mucor javanicus

Mucor miehei

Penicillium roqueforti

Pseudomonas sp.

Rhizopus arrhizus

Rhizopus oryzae
Germe de trigo

Pancreas de suino

Meito Sangyo

Aldrich, Amano, Biocatalysts,

Fluka, Novozymes, RGhm
Novozymes

Boehringer, Fluka, Novozymes
Fluka, Novozymes, Boehringer
Meito

Aldrich, Altus, Amano,
Biocatalysts, Boehringer, Fluka,

Meito Sangyo, Sigma, Roche
Asahi

Amano, Biocatalysts

Amano

Amano, Boehringer, Biocatalysts,

Fluka, Novozymes
Amano, Biocatalysts, Fluka

Amano, Boehringer, Fluka,

Mitsubishi, R6hm, Sigma

Biocatalysts, Boehringer, Fluka,

Sigma
Amano, Sigma
Fluka, Sigma

Aldrich, Amano, Biocatalysts,

Boehringer, Fluka, R6hm, Sigma

Fonte: Adaptado de (Paques et al., 2006).
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As principais aplica¢des industriais descritas na literatura sobre o uso de

lipases sao nas industrias de alimentos, detergentes, farmacéuticas, cosméticos,

quimica, petroquimica, bebidas. (Rondhane et al., 2010); (Bussamara et al., 2010);
(Li & Zong 2010) e (Contesini et al., 2010).

A Tabela 3 a seguir apresenta uma relagdo de industrias e aplicagdes

possiveis para as lipases.

Tabela 3. Aplicagao biotecnoldgica de lipases

Industria Acao Produto ou aplicagao
Laticinios Hidrdélise da gordura do leite Desenvolvimento de agentes
flavorizantes em leite
Panificacéo Aumento do aroma Prolongar a vida de prateleira
Cervejaria Aceleragao da fermentagcéo em Melhorar a qualidade das bebidas

Carnes e peixes

Farmacéutica

Médica

Papel

Tratamento de

residuos

Producéao de

biocombustiveis
Detergentes
Couro

Cosmeéticos

funcao dos lipidios
Desenvolvimento do aroma

Digestao de dleos e gorduras em

alimentos

Determinacao de triglicerideos no

sangue
Tratamento de polpas de celulose

Decomposicéo e remocéao de

substancias oleosas

Modificacao lipidica e remocgao do

glicerol
Hidrolise de gorduras
Hidrélise

Sintese

Remoc¢ao do excesso de gordura

Lipidios especificos e digestivos

Realizagao de exames clinicos

Melhoria da qualidade do papel

Residuos isentos de gorduras

Producéo de biocombustiveis

Remocao de oleos
Produtos de couro

Emulsificantes, umidificantes

Fonte: Adaptado de (Andrade 2012) e (Colla et al., 2012)
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12. Lipases na producgao de biodiesel

Nos ultimos anos, a transesterificagdo catalisada por lipase tornou-se uma
alternativa efetiva a catalise basica e acida para a producdo de biodiesel. A
transesterificagdo baseada em enzimas usa menos energia que 0S Processos
quimicamente catalisados. Além disso, ao contrario da catalise basica, pode ser
usado com substratos que contenham acidos graxos livres (Canet et al., 2016).

As aplicagdes industriais das lipases estdo contribuindo para um continuo
aumento do mercado mundial de enzimas, uma vez que as lipases estdo entre as

enzimas mais utilizadas em processos industriais (Almeida 2012).

A producéao de biodiesel catalisada por lipases microbianas € uma excelente
alternativa na tentativa de substituir as vias quimicas de sintese e reduzir os custos
de producao do biodiesel e das enzimas (Ramos et al., 2011). O uso de lipases para
producao de biodiesel é de relevante importancia, considerando-se o crescimento da
utilizacdo desse biocombustivel em ambito mundial, ndo somente pelo aspecto de
meio ambiente, mas, principalmente, por se tratar de uma fonte de energia renovavel
(Castro et al., 2004).

O custo da enzima ¢é o principal obstaculo a ser superado pelas industrias de
producao. Desta forma, o que se busca é o desenvolvimento de produtos e
processos de biodiesel, para alcangar alta pureza com um processo econdémico e
favoravel ao meio ambiente em condicbes moderadas de reagdo (Jegannathan et
al., 2008).

O processo de producdo comercial de biodiesel € fundamentalmente
realizado por via quimica, mas a rota enzimatica tem despertado grande interesse
na comunidade cientifica (Tan et al., 2010). Um aspecto comum a estes processos é
a busca pela otimizacdo das condicdes de reacdo, de modo a lhes conferir
caracteristicas que os tornem viaveis e disponiveis para aplicagdes industriais (Bajaj
et al., 2010). Entretanto, dentre algumas desvantagens essencialmente econémicas,
0 processo enzimatico, uma vez otimizado, podera apresentar vantagens muito
interessantes em relagdo ao processo quimico, tais como a facilidade de separacao
do catalisador a obtencdo de produtos mais puros por permitir o uso de etanol

hidratado na reacgao (Colla et al., 2012).
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Embora os processos de transesterificacdo enzimatica para obtencdo de
biodiesel ainda n&o sejam comercialmente desenvolvidos, novos resultados tém sido
reportados em artigos e patentes. O aspecto comum desses estudos consiste na
otimizacao das condi¢cdes de reacdo como solvente, temperatura, pH, tipo de micro-
organismo que gera a enzima, etc. a fim de estabelecer as caracteristicas para
aplicagbes industriais. Contudo, tanto o rendimento como o tempo de reagéo ainda
sao desfavoraveis se comparados com o sistema de reacido por catalise basica
(Nascimento et al., 2001).

Bajaj et al., (2010), relatou em seu trabalho que foram investigadas lipases de
diferentes fontes para determinagdo de sua atividade de transesterificagdo em
diferentes 6leos. As caracteristicas investigadas nas lipases foram sua capacidade
de utilizar todos os mono, di e triglicerideos, bem como os acidos graxos livres na
transesterificagcdo, baixa inibicdo do produto, alta atividade e rendimento, menor
tempo de reacdo, reutilizacdo da enzima imobilizada, temperatura e resisténcia ao

alcool.

A Tabela 4 a seguir apresenta as principais vantagens e desvantagens dos

processos quimico e enzimatico para a producéo de biodiesel.
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Tabela 4. Principais vantagens e desvantagens dos processos quimico e enzimatico
para a producao de biodiesel

Processos Vantagens Desvantagens
Dificuldade de separagao do
catalisador
Impossibilidade de reutilizagao do
catalisador
Simplicidade
Dificuldade de utilizagao de
Quimico Alto rendimento etanol hidratado
Curto tempo de reacéo Obtenco de produtos com
menor grau de pureza
Facilidade de separacéo do
catalisador (suporte);
Obtencgao de produtos com maior Longo tempo de reaggo
o grau de pureza; Elevado custo da enzimas
Enzimatico

Possibilidade de reutilizar o

catalisador (enzima) na reagao;

Possibilidade de utilizar etanol

hidratado na reacao;

Rendimentos inferiores ao

processo quimico

Fonte: Adaptado de (Nascimento et al. 2001)

13. Consideragoes finais

O processo de produgdo de biodiesel no pais ja se encontra bem

consolidado,

uma vez que a produgdo atende a demanda de uso deste

biocombustivel e também consegue atingir todos os seus parametros de qualidade.

A reacgao de transesterificagdo ainda € o método mais utilizado para a producao de

biodiesel em grande escala, o que & economicamente e industrialmente viavel

quando comparado a outros processos de producdo. O unico inconveniente neste
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processo € o uso do metanol na cadeia produtiva, pois sabemos que o mesmo €&
oriundo de fontes ndo renovaveis fazendo com que o biodiesel perca seu carater de

biocombustivel biodegradavel.

O uso de catalisadores biolégicos (enzimas) cresceu bastante, mas ainda
existe o inconveniente de ser um processo de produgdo com um custo elevado, o
que torna o uso deste processo ainda distante da realidade de nosso pais. Mas é
neste sentido que pesquisas vem sendo desenvolvidas para superar o obstaculo do
custo das enzimas e o desenvolvimento de produtos e processos de produgao de
biodiesel, para alcancar alta pureza com uma viabilidade econdmica favoravel a

industria e ao meio ambiente.
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