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RESUMO

Lipases constituem um grupo de enzimas capazes de catalisar rea¢des de hidrolise de ligacbes
ésteres, esterificacdo e transesterificacdo. Lipases comercialmente disponiveis apresentam um custo
muito elevado, ndo favoravel para muitas aplicagdes industriais, portanto o emprego de tecnologia de
baixo custo, como a fermentacdo em estado sélido (FES), se faz necessaria com intuito de obter um
biocatalisador mais acessivel a aplica¢des industriais. Portanto, o presente trabalho tem como
objetivo produzir lipase por fermentacdo em estado sélido utilizando biorreator de leito fixo. A
producdo de lipase foi avaliada nas diferentes alturas do biorreator de leito fixo. A produgédo de
lipases com capacidade de sintese foi acompanhada por meio da reacdo de esterificacdo e,
paralelamente, foi acompanhada a atividade hidrolitica. Neste trabalho, foi possivel obter um
biocatalisador de baixo custo com capacidade de 80% de conversdo a ésteres etilicos em 8h de
reacao, com amostra fermentada por 48h em biorreator de leito fixo.
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INTRODUCAO

Lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo hidrolases que interagem em interface organico aquosa, e
catalisam rea¢Ges como hidrélise de ligacOes ésteres bem como reagdes de esterificagdo e de
transesterificacdo, com alta estabilidade e eficacia. Possuem propriedades quimo-, régio-, e/
enantiosseletivas, 0 que torna estas enzimas altamente especificas, favoraveis em certas
aplicacdes de nivel industrial (FREIRE & CASTILHO, 2008).

O interesse na utilizacdo de lipases para a sintese de biodiesel é justificado pelo fato
destas enzimas permitirem o emprego de matérias-primas de baixo custo (6leos e gorduras
com qualquer teor de acidos graxos livres e &gua) (NIELSEN et al., 2008 apud FREIRE et al.,
2011). Entretanto, as lipases comercialmente disponiveis apresentam um preco muito elevado
e por isso a busca de novos biocatalisadores, obtidos por tecnologia de baixo custo, como a
fermentacdo em estado sélido (FES), se faz necessaria. Como subproduto da extracao de 6leos
vegetais, € gerado a torta, que pode ser utilizada como matéria-prima de baixo custo para a
producéo de lipase por FES (SILVA et al., 2013). O emprego de biorreatores de leito fixo na
producdo de lipase por FES pode proporcionar um maior controle de parametros com
temperatura e teor de umidade do leito e 0 aumento de produtividade em relacédo ao biorreator
de bandeja.
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Por isso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de lipase de
Rhizomucor miehei com capacidade de sintese de biodiesel por FES em biorreator de leito
fixo.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo

O micro-organismo utilizado, Rhizomucor miehei, pertence a colecdo de micro-
organismos do Laboratorio de Biotecnologia Microbiana (LaBiM) do Instituto de Quimica da
UFRJ e foi armazenada em tubo inclinado com meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar),
mantido a 4°C. A solucdo de esporos foi obtida de acordo com metodologia descrita por
GUTARRA (2007).

Fermentacdo em Estado Sélido (FES)

As FESs foram realizadas utilizando 30g de torta de babacu (tamanho de particula
inferior a 1,18 mm) inoculada com o micro-organismo Rhizomucor miehei (10" esporos/g de
torta). As fermentagOes foram conduzidas em biorreatores de leito fixo com 14 cm de altura e
4 cm de diametro, com temperatura igual a 35°C, umidade inicial da torta de 65% e vazao de
ar igual a 0.3 L/min, nos tempos de fermentacdo de 24h até 96h. Ao final da fermentacéo, o
leito fermentado foi separado em trés partes iguais (topo, meio e base) e estas foram
liofilizadas para serem analisadas.

Dosagem da atividade lipasica dos Preparados Enzimaticos Solidos (PES)

A determinacdo da atividade lipasica foi realizada pela reacdo de hidrolise, utilizando
como substrato 6leo de soja (5% m/v), emulsionado em tampdo fosfato de sodio pH 7.0
(100mM) com goma arabica (5% m/v). O PES liofilizado (0.2 g) foi adicionado a emulséo
(20 mL) e a reacdo foi incubada por 20 minutos a 35°C / 200 rpm. A reacdo foi interrompida
com a adicdo de 20 mL da solucdo de acetona/etanol (1:1 v/v), que também promove a
extracdo dos &cidos graxos liberados. Os acidos graxos livres foram titulados com solucéo
0,04 mol.L de NaOH em titulador automatico Mettler modelo DG20 até o pH 11. O branco
reacional foi obtido adicionando o preparado enzimético apds a adi¢cdo de 20 mL da solucéo
acetona/etanol.

Atividade de sintese de ésteres etilicos dos PES produzidos

Nas reacgdes de esterificacdo, foi empregado como substratos acido oleico (0,06 mols)
e etanol (0,06 mols). A amostra liofilizada (10% m/m) foi adicionada e as reacdes foram
conduzidas a 40°C sob agitacdo constante. Foram retiradas aliquotas no tempo de 6 horas e no
final da reacdo, 24 horas. A capacidade de conversdo a ésteres etilicos foi determinada através
de titulacdo automatica (Mettler modelo DG20).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foi realizada a cinética de producéo de lipase de R. miehei por FES no reator de leito
fixo e foram analisadas tanto a atividade hidrolitica como a capacidade de sintese (pela reacdo
de esterificacdo), em diferentes alturas do leito — topo, meio e base. Baseado no trabalho de
CASTRO et al.(2015) que observou diferenca significativa na producdo de hidrolases de
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acordo com a altura do leito, neste trabalho, ao realizar a cinética, foram analisadas diferentes
alturas do leito — topo, meio e base — afim de verificar possiveis diferencas no perfil de
producéo de lipases.

O resultado da atividade hidrolitica dos PESs produzidos (Figura 1) mostrou que as
amostras fermentadas no tempo de 48h atingiram o maximo de atividade e que, apos esse

periodo, esta estabilizou. Ndo foi observada diferenca na producdo de lipase nas diferentes
alturas do biorreator de leito fixo.
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Figura 1: Atividade hidrolitica do PES produzido em leito fixo realizada a 35°C, com umidade inicial de 65% e vazao de ar igual a 0,3
L/min, nas trés alturas da coluna — Topo, Meio e Base, nos tempos de 24h até 96h.

Com o intuito de avaliar a producéo de lipases com capacidade de sintese de biodiesel,
foram realizadas reacGes de esterificacdo catalisadas pelo PES. O teor dos ésteres etilicos
produzidos foi avaliado nos tempos de 6 e 24h de reacdo (Figura 2).
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Figura 2: Producéo de lipase com capacidade de sintese por FES em leito fixo realizada & 35°C, com umidade inicial de 65% e vazao de ar
igual & 0,3 L/min. Tempo de reagéo de esterificacdo de 6h (A) e 24h (B), avaliando trés alturas da coluna de leito fixo - Topo, Meio e Base.

No tempo de 6h de reacdo, a conversdo maxima obtida foi de 80%, para as amostras
de topo e meio do biorreator da fermentacdo de 48h. Este resultado apresentou-se promissor
quando comparado ao trabalho de AGUIEIRAS et al. (2014), que utiliza como biocatalisador
para sintese de biodiesel PES de babacu com Rhizomucor Miehei fermentado em biorreator do
tipo bandeja que apresenta 0 maximo de producdo de ésteres etilicos por reacdo de
esterificacdo igual a 40% em 8h de reag&o.

No tempo de reacdo de esterificagdo de 6 h, foi possivel observar diferenca na
producdo de lipase com capacidade de sintese nas diferentes alturas do biorreator. Na amostra
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fermentada em 48h, o topo e 0 meio do biorreator atingiram os 80% de conversao, enquanto a
amostra referente a base do biorreator atingiu 0 maximo de 40% de conversdo. Para os outros
tempos de fermentagdo, as amostras referentes a base tambem apresentaram resultado inferior
quando comparado as amostras do topo e do meio.

No tempo de 24h de reacéo, foi observado que na amostra fermentada a 48h, todas as
alturas do leito — topo, meio e base — atingiram o maximo de conversdao de 80% que se
manteve até a fermentacdo de 96h, nos mostrando que 0 maximo de conversao deste novo
biocatalisador, sem otimizacdo da reacdo de esterificacdo foi de 80% de conversao a ésteres
etilicos.

CONCLUSAO

A partir da tecnologia de baixo custo de FES, foi possivel obter um biocatalisador de
baixo custo com alta capacidade de sintese de biodiesel empregando residuo industrial como
matéria- prima e fungo filamentoso, em reator de leito fixo.
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