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RESUMO

Buscar técnicas de pre-tratamento do oleo residual de fritura é muito importante, pois grande parte
dele acaba contaminando corpos hidricos e solo. O objetivo deste estudo foi avaliar a hidrdlise em
ultrassom do oleo usado na cantina da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Erechim,
utilizando lipase de Aspergillus niger. Para isso, determinou-se a melhor condi¢do de temperatura e
frequéncia ultrassonica através de planejamento experimental e realizou-se uma cinética para
estabelecer o melhor tempo reacional. Posteriormente, avaliou-se a hidrdlise do dleo, variando a
relagdo dleo:dagua e a quantidade de enzima. A lipase foi entdo imobilizada em alginato de cdlcio e
carvdo ativado, sendo a enzima imobilizada testada na reagdo de hidrolise. O melhor tempo reacional
foi 12 horas, utilizando 15% de lipase, relagcdo dleo:agua de 1:3, 45°C e frequéncia ultrassonica de
50%, obtendo-se 62,7 umol/mL de dcidos graxos livres. Utilizando a lipase imobilizada houve uma
conversdo de apenas 6,93 umol/mL.
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INTRODUCAO

O oleo residual de fritura quando ndo pode mais ser utilizado, acaba, na maioria das
vezes, sendo descartado de forma inadequada. Quando descartado junto aos residuos
domésticos, vai para aterros sanitarios, onde o excesso de 6leo faz com que ocorra um atraso
consideravel na decomposi¢do dos residuos. Isso porque o 6leo exige enzimas especiais para a
sua decomposicdo completa, as lipases, que, muitas vezes, nao sao sintetizadas pelos
microrganismos decompositores na quantidade necessaria para degradar todo o 6leo presente
nos residuos (PINTO-COELHO, 2009).

Assim, os impactos negativos dos Oleos residuais podem ser minimizados pela
utilizacdo de enzimas microbianas hidroliticas como a lipase. A pré-hidrélise do oleo pela
lipase melhora a eficiéncia de remogao e acelera o processo de degradacdo (KUMAR et al.,
2012). Desse modo, este estudo teve como objetivo a realizagdo de testes preliminares
utilizando lipase de Aspergillus niger na catdlise da reagdo de hidrdlise do 6leo em meio
ultrassonico. A enzima utilizada foi produzida através de fermentagdo em estado sélido
utilizando como substrato torta de canola, e foi testada em extrato livre ¢ imobilizada. O 6leo
foi obtido junto a cantina da Universidade Federal da Fronteira Sul — campus Erechim - RS.
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MATERIAL E METODOS

A lipase utilizada foi produzida por fermentagdo em estado solido utilizando o fungo
Aspergillus niger e torta de canola como substrato, em condi¢des controladas de temperatura
(27°C), umidade (60% m/m) e nitrogénio (2% m/m) em 48 horas de fermentagdo
(SBARDELOTTO et al., 2014).

A hidrélise do 6leo foi avaliada em termos de liberacdo de acidos graxos livres. Os
testes foram feitos em meio ultrassonico a 45°C e 50% de poténcia ultrassonica (GOLUNSKI,
2015) com o auxilio de um agitador mecanico para promover a mistura da solu¢do. Foram
avaliadas a concentragdo de lipase (2,93 - 17,07%) e a relagdo oleo:agua (1:2,17 - 1:7,83)
através de um planejamento experimental. Preliminarmente a realizagdo do planejamento foi
efetuada uma cinética em condigdes fixas (relagdo 6leo:dgua de 1:5 e 10% (v/v) de lipase)
para determinar o tempo de reagdo a fim de promover uma maior liberagao de acidos graxos
livres, sendo os tempos testados de 4, 8 e 12 horas.

Para determinar a quantidade de acidos graxos livres produzidos em cada reagdao foram
retirados 10 mL do meio reacional, aos quais foram adicionados 10 mL de solugdo
acetona:etanol (1:1) para cessar a reagdo. Os acidos graxos livres foram titulados com NaOH
0,02M até pH 11 (FREIRE et al., 1997).

Além da lipase em extrato bruto, testou-se a lipase imobilizada em alginato de sodio e
carvao ativado na melhor condi¢do estabelecida pelo planejamento experimental para a
hidrolise do 6leo. A imobilizacdo da enzima lipase foi realizada conforme o trabalho de
Munaretto, 2011.

Testes preliminares a fim de determinar o melhor tempo reacional foram realizados em
condicdes fixas através de uma cinética nos tempos de 20, 30, 40, 50 e 60 min. Os resultados
foram expressos em termos de unidade de atividade hidrolitica (U), definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de 4cidos graxos por minuto nas condigdes da
reacdo. Apos a definicdo do tempo de reagdo através da cinética, as concentragdes de alginato
de sédio (2 — 8%), carvao ativado (3 — 7%) e glutaraldeido (5 — 15%), foram avaliadas através
de um delineamento composto central rotacional 22 (DCCR).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O tempo que promoveu uma maior hidrélise do 6leo residual foi o de 12 horas, sendo
entdo utilizado para os demais testes. A Tabela 1 expressa os resultados obtidos em termos de
quantidade de acidos graxos livres gerados apds a hidrélise para o planejamento experimental.

Verifica-se que a maior quantidade de acidos graxos livres (62,67 pumol/mL) foi
gerada no ensaio 3 com as condigdes de 1:3 (6leo:dgua) e 15% de enzima. A relacdo
0leo:adgua de 1:3 condiz com os resultados do estudo de Mercon et al. (1996), que obtiveram
uma proporcao oleo:agua o6tima de 1:3 a 1:1,6 para a hidrdlise de 6leo de babagu utilizando
lipase de Mucor miehei e Candida cylindracea. No entanto, na maioria dos estudos
envolvendo hidrdlise enzimatica de 6leos, foram obtidos valores maiores para o teor de agua,
como o de Cavalheiro (2013) que obteve uma relacdo 6leo:agua de 1:21 para a hidrdlise de
0leo de canola utilizando lipases combinadas de Thermomyces lanuginosus € Rhizomucor
miehei. Esses valores maiores para a quantidade de agua devem-se ao fato de as reagdes nao
serem realizadas em meio ultrassonico. Segundo Gongalves et al. (2012), o uso de ultrassom
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faz com que a area da interface 6leo-agua aumente, o que resulta em altas taxas de conversao
de triglicerideos a acidos graxos livres mesmo em ambientes com menos agua.
Tabela 1 - Resultados do planejamento experimental realizado a fim de avaliar a hidrélise do

6leo residual de fritura utilizando lipase de Aspergillus niger.
Concentracdo de

Ensaio Oleo : agua lipase (%) AGL (umol/mL)
1 -1 -1 28,60
2 +1 -1 23,85
3 -1 +1 62,67
4 +1 +1 36,84
5 -1,41 0 43,20
6 +1,41 0 34,50
7 0 -1,41 24,70
8 0 +1,41 54,60
9 0 0 44,92
10 0 0 43,50
11 0 0 43,97

A fim de avaliar a imobilizacdo da lipase de Aspergillus niger, determinou-se o tempo
reacional o6timo através de uma cinética (20, 30, 40, 50, 60 min), onde o melhor tempo foi o
de 30 minutos, sendo entdo utilizado nos demais testes.

Sabendo o tempo reacional, realizou-se o planejamento experimental a fim de otimizar
a imobilizacdo da enzima Lipase, onde os resultados encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Matriz do planejamento experimental realizado a fim de otimizar a imobilizagao
da lipase de Aspergillus niger em alginato de sddio e carvao ativado.

. Algil,la.to Glutaraldeido C&}rvﬁo Ati'v id'afle

Ensaio de sédio (YovIv) ativado enzimatica
(%m/v) (%m/v) (U/g)
1 -1(2) -1(5) -1(3) 5,54
2 +1 (8) -1(5) -1(3) 3,82
3 -1(2) +1 (15) -1(3) 0,00
4 +1 (8) +1 (15) -1(3) 0,00
5 -1(2) -1(5) +1(7) 1,23
6 +1 (8) -1(5) +1(7) 1,23
7 -1(2) +1 (15) +1(7) 0,00
8 +1 (8) +1 (15) +1(7) 0,00
9 0(5 0(10) 0(5 0,37
10 0(5 0(10) 0(5) 0,74
11 0(5) 0 (10) 0(5) 0,62
Extrato bruto 16,44

Com base nos resultados da Tabela 2, verifica-se que o maior valor de atividade da
lipase imobilizada foi obtido nas menores concentragdes de alginato de sédio, glutaraldeido e
carvao ativado, sendo de 5,54 U/g. Entretanto, ao comparar a atividade da lipase imobilizada
com a do extrato bruto, percebe-se uma redugao significativa na mesma. Essa reducao pode se
dar por diversos fatores, entre eles o suporte estar limitando demasiadamente a difusdo dos
substratos e produtos através da membrana ou a alteragdo da conformacao nativa da enzima
devido a técnica de imobilizacao utilizada.

A enzima imobilizada na melhor condi¢ao foi testada como catalisadora da reacao de
hidrolise do oleo residual, utilizando relagdo 6leo:dgua de 1:3 e 15% de lipase. A lipase
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imobilizada liberou 6,93 pumol/mL de &cidos graxos livres, sugerindo a realizacdo de mais
estudos nesta area.

CONCLUSOES

A condi¢do que gerou a maior quantidade de acidos graxos livres (62,67 pmol/mL)
apos as 12 horas de reacdo, foi utilizando uma relacdo 6leo:agua de 1:3 e 15% (v/v) de
solugdo enzimatica. O uso do ultrassom permitiu que a hidrolise acontecesse mesmo com
quantidades menores de agua do que as utilizadas em outros estudos da area. Além disso,
permitiu também que a reacdo de hidrdlise ocorresse mesmo sem a adicdo de agentes
emulsificantes, o que pode servir de atrativo para a indastria ja que o numero de
procedimentos operacionais ¢ menor. O uso da lipase imobilizada gerou apenas 11% da
quantidade de acidos graxos liberados pela lipase em extrato bruto, o que sugere que mais
estudos devem ser realizados a fim de aumentar essa porcentagem e tornar vidvel o processo
de reutilizagdo da enzima. Desse modo, a hidrolise do 6leo residual de fritura catalisada pela
lipase de Aspergillus niger em meio ultrassonico pode ser considerada um pré-tratamento do
0leo por converter uma significativa quantidade de triglicerideos em acidos graxos livres, que
sdo mais rapidamente metabolizados pelos microrganismos decompositores.
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