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PRODUCAO E APLICACAO DE LIPASE ASSOCIADA A SUPERFICIE
CELULAR DE Yarrowia lipolytica.

Caroline Santos Marques Da Silva

Julho, 2017
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A busca por rotas tecnoldgicas cada vez mais sustentaveis direciona fortes estudos
para 0 uso de enzimas como catalisadores de diversos processos quimicos. Alta atividade
catalitica, especificidade pelo substrato, biodegradabilidade e alta atividade em condicGes
brandas de temperatura e pressdo. O uso de lipases nos processos industriais tem como seu
maior empecilho o custo dos processos de producdo e purificagdo das mesmas. Uma
alternativa para contornar o custo das enzimas € a possibilidade de reutiliza-las ao final de
cada processo. Para isso, a imobilizacdo das enzimas aparece com a solucdo para tornar
possivel o reuso das enzimas. O uso de enzimas aderidas a superficie celular se enquadra em
um caso de imobilizacdo de enzimas. Além disso, a presenca de um suporte acoplado a
enzima facilita a sua purificacdo impactando na reducdo do custo da mesma. Dentre as
enzimas utilizadas no mercado, as lipases revelam papel de destague neste cenéario. Lipases
sdo produzidas por diversos micro-organismos, bactérias, fungos filamentosos e levedura.
Dentro das leveduras, Yarrowia lipolytica encontra-se cComo um promissor micro-organismo
produtor de lipase por apresenta trés isoformas de lipases, extracelular, intracelular e
associada a superficie celular. O presente trabalho foi desenvolvido com intuito de produzir
lipase associada a superficie celular de Yarrowia lipolytica a partir de cultivos com diferentes
Oleos vegetais e acidos graxos, escolhendo o cultivo com a melhor indugdo de lipase
associada ao debri celular. Além disso, foi testado o potencial desta enzima no processo de

producdo de biodiesel a qual exibiu tempos de reagdo longo.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

Os aspectos abordados no presente trabalho envolvem as novas tendéncias dos
processos industriais, que demonstram maior interesses em rotas com maior apelo
sustentavel. Em virtude disso, foi estudado uma rota emergente de producdo de
biodiesel, a rota enzimatica.

O desenvolvimento do processo de producdo de enzimas, em escala industrial,
em qualidade satisfatoria e custos que permitam sua comercializacdo, requer um
trabalho laborioso, caro e interdisciplinar. Faz-se necesséario o conhecimento técnico-
econdmico da relacdo entre as diferentes etapas do processo que vao desde a obtengéo
da linhagem adequada, definicdo do melhor processo de producdo até a adequacao dos
métodos de recuperacdo e/ou purificacdo e concentracdo de enzimas. Dependendo da
sua aplicacéo, a enzima pode ser vendida comercialmente em diferentes graus de pureza
(VOLPATO, 2009).

A producdo de compostos quimicos de alto interesse biotecnoldgico requer, na
maioria das vezes, o0 uso de enzimas como catalisadores. Durante os ultimos 20 anos, foi
evidenciado um grande crescimento na aplicacdo industrial destes biocatalisadores. As
razGes deste crescimento podem ser resumidas em: alta eficiéncia catalitica, alta
especificidade pelo substrato, biodegradabilidade e alta atividade em condi¢fes suaves
de temperatura e pressao (VOLPATO, 2009)

A utilizagdo de enzimas ocorre em diferentes campos de aplicacéo, tais como a
indUstria quimica, farmacéutica, cosmética ou de alimentos. As pesquisas dos ultimos
anos levaram a uma melhor compreensdo do comportamento catalitico das enzimas e,
juntamente com a engenharia molecular, conduziram as novas aplicacdes de varias
enzimas como, por exemplo, proteases, acilases, oxidase, amilases, glicosidases,
celulases e lipases (VILLENEUVE, 2007). A maior fatia do mercado industrial de
enzimas € ocupada pelas hidroliticas e, dentro desta, as lipases possuem um grande
destaque. A respeito das lipases (E.C.3.1.1.3 triacilglicerol éster hidrolases), as
aplicagdes tém destaque na sintese de produtos de interesse nas areas clinica,
nutricional, ambiental, industrial e biotecnoldgica, como por exemplo o tratamento de
efluentes da industria petrolifera (HASAN et al., 2006; SINGH et al., 2008).

Apesar das lipases termoestaveis serem particularmente usadas na sintese de
ésteres e amidas, sendo também empregadas nos processos produtivos de alcoois

primarios e secundarios, bem como, &cidos carboxilicos (MOREAU et al.,2008), elas
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também sdo usadas para nas reacOes de esterificacOes, transesterificacdo, aciddlise e
amindlise. Essas caracteristicas abrem margem para a utilizacéo de lipases na producéo
de biodiesel a partir de 6leos vegetais, que j& é produzido em escala industrial, atraves
de catalisadores quimicos acidos ou basicos (MOREAU et al.,2008).

Porém, as lipases sdo enzimas com alto custo, sendo este um aspecto critico na
implementacdo de processos enzimaticos de sintese organica. Ainda, no sentido de
diminuir o custo de producdo da lipase, a utilizagdo de substratos mais baratos e
técnicas simples de purificacdo, tornam-se fatores de extrema importancia para reducao
do custo final dessas enzimas.

Outro inconveniente que impede o uso massivo de lipases, e enzimas em geral,
ao nivel industrial, esta relacionado com sua forma soltvel. Nesta forma muitas enzimas
ndo sdo suficientemente estaveis nas condi¢bes operacionais, podendo perder sua
atividade catalitica devido a auto oxidacdo, a autodigestdo e/ou a desnaturacdo
provocada por solventes, por solutos ou pela agitacdo mecénica, além do fato, de que
quando as enzimas estdo sollveis em &gua, sua separacdo do meio reacional ¢ dificil e
isso impede sua posterior reutilizacdo (VOLPATO., et al 2009).

Estes problemas podem ser solucionados por meio de producdo de lipases
aderidas a superficie celular do micro-organismo. Assim, a enzima encontra-se
naturalmente aderida a um suporte. Dentro deste contexto, este trabalho pretende
contribuir para o estudo de producdo de lipase associada a superficie celular de
Yarrowia lipolytica utilizando matéria-prima barata e testar seu potencial nas reacdes
para obtencdo do biodiesel. O uso de lipases associadas a superficie celular caracteriza-
se como um caso de imobilizacédo celular natural, o que contribui para a reutilizacdo da
mesma no processo. Tal aspecto contribui para reducdo do custo final do processo.
Além disso, 0 uso do 6leo de fritura residual como matéria — prima para obtencéo de
lipase contribui para um maior carater sustentavel do processo, pois trata-se do reuso de

um rejeito industrial.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Lipases

2.1.1 Caracterizacdo e mecanismo de acdo de lipases

Lipases (triacilglicerol e teracilhidrolases E.C.3.1.1.3) sdo enzimas
extremamente versateis que apresentam a peculiar caracteristica de serem estaveis em
meios organicos e aquosos (SHARMAN & KANWAR, 2014).

S0 enzimas pertencentes ao grupo das esterases e catalisam a hidrolise de
ligacOes éster de triacilglicerdis de cadeias longas de acidos graxos, formando acidos
graxos livres, glicerol, diacilglicerol e monoacilglicerol. Essas enzimas também séo
capazes, em condi¢cBes micro aquosas, de catalisar a sintese de ésteres bem como a
transesterificacdo e desta forma, apresentam grande aplicacdo industrial, catalisando
diferentes reacbes (PAQUES & MACEDO 2006; SHARMAN & KANWAR, 2014).

A principal fonte de obtencdo de lipases, para fim comercial, é a partir de micro-
organismos (bactérias, fungos filamentosos, leveduras) por meio de fermentacdo
submersa ou em estado solido. No caso especifico de leveduras, geralmente a producéo
submersa pode ser utilizada (TREICHEL et al., 2010; ANDUALEMA & GESSESSE,
2012). Devido ao grande numero de organismos produtores, existirem varios tipos de
lipases com diferentes especificidades quanto ao tipo de substrato e exigéncias de pH e
temperatura (RIBEIRO et al., 2011).

Lipases apresentam um enorme potencial biotecnoldgico por vérias razdes: Sdo
estaveis em solvente organicos, ndo necessitam de cofatores, atuam em ampla faixa de
pH e temperatura, apresentam elevada enantiosseletividade, possuem alto grau de
especificidade e, por isso, suas reacdes raramente formam produtos laterais ou
secundarios (BORNSHERUER, 2002: HOFFMAN, 2010; ANDUALEMA &
GESSESSE,2012).

Lipases sdo definidas a partir de suas caracteristicas cinéticas, utilizando como
critério a propriedade de ativagdo na presenca de substratos insolUveis em agua e
emulsionados, ou seja, na presenca de uma interface lipideo/agua. A atividade das
esterases € em funcdo da concentracdo do substrato de acordo com o modelo classico de
Michaelis Menten, em meio homogéneo, ou seja, 0 substrato deve estar solivel no meio
reacional. Porém, atividade lipasica aumenta quando ha formacéo de interfaces, e este

fendmeno chama-se ativagdo interfacial e, desta forma, a cinética de reacBes com



lipases ndo pode ser descrita pelas equacbes de Michaelis Menten (JAEGER &
REETZ,1998).

Muitas lipases apresentam seu sitio catalitico coberto por uma estrutura formada
por uma ou mais tampas. Esta regido € um elemento chave na atividade e especificidade
de lipases é composta de uma o-hélice e dois segmentos em dobradica em lipases
fangicas. Na forma inativa, esta estrutura encontra-se fechada, cobrindo o sitio catalitico
da enzima. Na forma ativa, a tampa é deslocada para fora do sitio ativo deixando-o
totalmente acessivel ao substrato. Nesse movimento, o lado hidrofobico fica totalmente
exposto, expandido consideravelmente a superficie ndo polar do sitio ativo (COSTA &
AMORIM, 1999; BORDES et al., 2010).

O mecanismo de ativacdo interfacial pode variar significativamente de acordo
com a estrutura e origem da lipase (DEREWENDA,1994; THUREN, 1988; BORDES et
al., 2010). Foram descritos dois mecanismos diferentes de ativacao:

- Ativagdo interfacial envolvendo a mudanga conformacional por envolver
adsorcédo da enzima a interface do lipidio

- Mecanismo de ativacdo em 2 passos: 0 primeiro envolve a adsorcdo da enzima
na interface do lipidio e o segundo é a formacdo de um complexo enzima/substrato;

Algumas lipases, apesar de possuirem a tampa, ndo apresentam a sua atividade
relacionada com a atividade interfacial, como por exemplo, as lipases de Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia glumae e Candida antarctica, que apresentam a tampa em
suas estruturas, mas ndo sofrem ativacdo interfacial (FERRATO et al., 1997).

O mecanismo para a formacao de ésteres e para a hidrolise € 0 mesmo tanto para
esterases, quanto para lipases e ocorre em quatros etapas (Figural): O substrato é ligado
a serina ativa, obtendo-se um intermediario tetraédrico estabilizado pelos residuos de
asparagina e histidina. Em seguida, o alcool é libertado e um complexo acil/enzima é
formado. Entdo, ocorre o ataque de um nucledfilo (dgua, na hidrélise; alcool ou éster, na
trasesterificacdo), formando novamente um intermediario tetraédrico, o qual libera o
produto (acido ou éster e a enzima livie (BORNSCHEUER et al., 2002).
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Figura 2.1- Mecanismo de reacéo de hidrolise de um éster por lipase. (HAEFFNER e NORIN, 1999)

2.1.2 Principais fontes de lipases

As lipases podem ser encontradas em animais (pancreas, plasma de sangue,
saliva, suco pancreatico), no leite, em vegetais (soja, amendoim, etc.), bactérias e
fungos (WHITAKER, 1972). Nos eucariotos, as lipases estdo envolvidas em varios
estagios do metabolismo lipidico, incluindo a digestdo de gorduras, 0 metabolismo de
lipoproteinas, absorcdo e reconstituicdo. Nas plantas, as lipases sdo encontradas nos
tecidos de reserva de gordura (SHARMA, et al., 2001).

Das fontes produtoras de lipases, as microbianas sdo as de maior interesse
industrial por véarios motivos, entre eles, a grande variedade de microrganismos
produtores. Existem inclusive algumas lipases de origem microbiana que ja sdo
disponiveis comercialmente, como a lipase de Candida rugosa (JAEGER E REETAZ,
1998).

Os micro-organismos produtores de lipases tém sido encontrados em diversos
habitats, como em residuos industriais, em fabricas que processam Gleos vegetais, em
indUstrias de laticinios, em solos contaminados com 6leo, em sementes que produzem
6leo, em pilhas de compostagem, em alimentos em deterioracdo, entre outros
(SZTAJER et al., 1988; SHARMA et al., 2001). Entre os micro-organismos produtores
estdo as bactérias (JAEGER et al., 1999), os fungos filamentosos (ELIBOL e
OZER,2002), as leveduras (MURALIDHAR et al., 2001) e os actinomicetos
(SZTAJER et al., 1988).

Entre os micro-organismos, as leveduras apresentam uma série de vantagens
frente as outras fontes microbianas, como, por exemplo, menor tempo de geracdo do
que os fungos filamentosos e melhor adaptacdo a longos tempos de processo. Além

disso, sdo geneticamente mais estaveis do que as bactérias ¢ possuem “GRAS status”
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(Generally Regarded As Safe), o que permite que os produtos obtidos por estes
microrganismos sejam mais aceitos nos setores alimenticio e farmacéutico (PEREIRA-
MEIRELLES,1997).

2.1.3 Lipases intracelulares

Sdo conhecidas trés fracbes de lipases produzidas por micro-organismos: a
intracelular, a ligada a membrana celular e a extracelular (PEREIRA-MEIRELLES,
1997).

As lipases extracelulares séo as mais comumente estudadas e aplicadas, mas
apresentam na sua producéo as etapas de separagdo e purificagdo que encarecem a sua
utilizacdo (BAN et al., 2002). Desta forma, as lipases intracelulares vém despertando o
interesse pelo seu potencial de uso em biotecnologia, e, portanto, ja existem pesquisas
para a producdo de lipases intracelulares com alta atividade lipolitica e sua aplicacdo em
reacOes de esterificacdo e transesterificacdo (SILVA et al., 2009). Alguns trabalhos
descrevem a producdo de lipase intracelular ou ligada a célula a partir de leveduras
como Yarrowia lipolytica e Pichia pastoris (JIANG et al., 2007; OTA et al., 1982;
PEREIRA-MEIRELLES, 1997), de fungos filamentosos como Rhizopus chinensis,
Rhizopus oryzae (NAKASHIMA et al., 1999; MATSUMOTO et al., 2002;
MONTEIRO et al., 2010), Rhizopus oligosporusa (IFTIKHAR et al., 2008) e
Mortierella alliacea e Mucor circinelloides (JERMSUNTIEA et al., 2011,
SZCZCESNA-ANTCZAK et al., 2006). Alguns autores relatam que a viabilidade
econdmica do processo encontra-se na imobilizacdo dessas células integras, ou seja, a
imobilizacdo do micélio/células contendo a lipase intracelular ou ligada em um suporte
que seja estavel, inerte e que possua boa aderéncia ao micro-organismo (SILVA et al.,
2009).

WATANABE et al. (1977) isolaram duas cepas de P. nitroreducens capazes de
produzir lipases extracelulares e lipases que permanecem ligadas a célula. Células de
Yarrowia lipolytica também apresentam lipases extracelulares e outras duas ligadas a
célula (OTA et al., 1982). Estas moléculas requerem ativadores que podem, inclusive,
ser produzidos pelo proprio micro-organismo. PEREIRA-MEIRELLES et al. (2000)
estudaram a localizacdo da lipase em células de Yarrowia lipolytica e ndo detectaram
lipase extracelular durante as primeiras 24 horas de cultivo, sugerindo que nesta fase a

lipase intracelular (Fragdes L ligada a célula e I intracelular) comega a ser liberada



lentamente no meio de cultura e atinge seu maximo somente no final da fase
estacionaria de crescimento.

Nunes (2011) estudou a inducédo de fragdes de lipases intracelulares de lipase de
Y.lipolytica por 6leo de fritura residual (OFR) e constatou que a enzima apresentou
valores menores de atividades hidroliticas maximas que os obtidos com o azeite de
oliva. Além disso, houve na presenca de OFR uma baixa deteccdo de atividade
extracelular, o que pode ser devido a presenca de componentes no OFR que possam

inibir a producéo de lipase extracelular.

2.1.4 Aplicag0es de lipases em processos industriais

As lipases sdo as enzimas mais utilizadas em sintese organica e mais de 20% das
biotransformacbes sdo realizadas utilizando-as (JAYAPRAKASH e EBENEZER,
2010). Estdo na terceira posicdo em vendas, perdendo para proteases e amilases (RIGO
etal., 2010).

Na industria de alimentos, as lipases sdo utilizadas principalmente para a
obtencdo de &cidos graxos insaturados, 0s quais promovem aroma e sabor, sendo
aditivos com importante funcdo nas caracteristicas organolépticas do produto e na sua
digestibilidade. S&o utilizadas também na maturacdo de queijos e modificacdo de
manteigas, com diminuicdo do seu teor calorico. Na panificacdo, aumentam o tempo de
prateleira dos produtos. As lipases podem também ser usadas para melhorar o aroma de
bebidas e na retirada de gorduras de produtos a base carne e peixe (SHARMA et al.,
2001; COELHO & SALGADO., 2008; SHARMAN & KANWAR, 2014).

Na industria de detergentes, as lipases sdo utilizadas, juntamente com proteases,
amilases e celulases, na formulagdo de produtos de limpeza, para a remog¢édo de manchas
de gordura e sujeira de utensilios domésticos) A primeira lipase produzida para esse
fim, a LIPOLASE (Novo Nordisk®), foi lancada no mercado em 1988 e incorporada em
detergentes de diferentes marcas. Esta enzima foi produzida através de engenharia
genética e possui a capacidade de remover diferentes tipos de manchas (batom,
gorduras, manteiga, azeite, molhos, etc.) (COELHO & SALGADO, 2008; HASAN et
al., 2010).

A utilizacdo de lipases na industria farmacéutica deve-se principalmente a
enantiosseletividade exibida por estas enzimas. A resolugdo de misturas racémicas

permite a obtengdo de produtos opticamente puros, 0 que é extremamente vantajoso ja
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que, em muitos casos, normalmente apenas um dos enantibmeros apresenta atividade
terapéutica (MANOEL et al., 2012).

Na industria cosmética, estas enzimas sdao usadas na sintese de matérias-primas e
como ingredientes ativos nas formulagfes cosméticas. Um exemplo sdo os retindicos,
eles sdo importantes agentes anti-acne utilizados em cosméticos. Os derivados
hidrossolGveis da vitamina A podem ser obtidos através de catdlise com lipases
imobilizadas. Além disso, as lipases, por realizarem hidrdlise de triacilglicerdis, séo
utilizadas no tratamento da pele e cabelos oleosos, fazendo parte da formulacdo de
produtos como géis e xampus, assim como ativos que auxiliam no tratamento de
celulite, através da lipdlise dos adipocitos (MAUGARD et al., 2002; SHARMAN &
KANWAR, 2014).

Na area ambiental, as lipases podem ser utilizadas no tratamento de efluentes
industriais e na remocdo de 6leos que poluem solos e dgua. Além disso, também podem
ser Uteis na remocao de depositos de gorduras que se formam em sistemas de tubulacdo
de 4gua quente, bebidas e alimentos liquidos. A aplicagdo de micro-organismos
produtores de lipases na degradacdo de hidrocarbonetos derivados do petrdleo é
sugerida como uma alternativa de biorremediacdo (HASAN et al., 2006);

As lipases apresentam uma enorme utilizacdo na inddstria oleoquimica. Quando
usadas como biocatalisadores proporcionam a diminui¢do dos gastos com energia e
menor degradacdo dos produtos. Estas enzimas também sdo utilizadas na modificacao
de oleos e gorduras como, por exemplo, a sintese de acidos graxos insaturados para a
indGstria de alimentos (NUNES, 2015). Além disso, podem promover a sintese de
ésteres com 0 minimo de reagdes secundérias, resultando na formagdo de menos
subprodutos (COELHO & SALGADO, 2008).

Apesar da grande versatilidade dessas enzimas, seu uso industrial ainda é
limitado pelo seu elevado valor comercial, especialmente quando grande quantidade de
enzima € necessaria ou quando o produto final do processo tem baixo valor agregado
(RIBEIRO et al., 2011).

2.2 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € um micro-organismo estritamente aerdbico, eucariotico,
do reino Fungi, pertence a classe dos Ascomicetos e subclasse Hemiascomicetos. Foi

originalmente classificada como Candida lipolytica e depois reclassificada como
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Endomycopsis lipolytica, Saccharomyces lipolytica e, finalmente, Yarrowia lipolytica
(Barth, 1997). E geralmente isolada, principalmente, de meios contendo fonte de
carbono lipidica, tais como ambientes poluidos, como a Baia de Guanabara
(HAEGLES, 2001).

Essa levedura e bastante diferente dos modelos celulares mais estudados
Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe (consideradas leveduras
“convencionais”) em relagdo a fisiologia, genética e biologia molecular e, portanto,
pertence ao grupo das leveduras “nao-convencionais”, sendo a espécie mais estudada
desse grupo (BARTH e GAILLARDIN, 1997).

Essa levedura apresenta GRAS Status, logo ndo € patogénica, que proporciona
sua aplicagdo na industria alimenticia, como por exemplo, no desenvolvimento de
flavour de péssego e acido citrico (TSUGAWA et al, 1986). Porém sua principal
aplicacdo é na producdo de diversas enzimas, como proteases, esterases, fosfatases e,
principalmente, lipases, todas de elevado interesse biotecnoldgico (NICAUD et al,
2002; BRIGIDA et al, 2014b).

Amaral et al. (2006) realizaram a caracterizacdo da superficie celular desta
levedura e observaram que Y.lipolytica IMUFRJ 50682 apresenta alta afinidade por
moléculas, liquidos e superficies hidrofobicas quando imersas em agua. A sua superficie
é anfifilica, apresentando alta atracdo por substrato hidrofobicos e a interacdo entra as
células e estes compostos é realizado por proteinas ou glicoproteinas presentes na
parede celular. Além disso, esta levedura secreta um surfactante que facilita a interacao
superficie celular/superficie hidrofobica .

Além disso, Y. lipolytica é amplamente utilizada em processos de
biorremediacdo devido as suas caracteristicas metabdlicas especificas e a sua superficie
celular hidrofilica, o que permite excelente degradacdo de compostos hidrofébicos
(MOFTAH et al., 2013).

Quando substratos hidrofobicos séo utilizados, acredita-se que estes se
encontram dispersos no meio, sob a forma de gotas e 0s micro-organismos possuam
mecanismos para facilitar o acesso a ele (AMARAL et al., 2006). A assimilagcéo de
substratos hidrofobicos pode ocorrer através de adsorcdo direta das gotas hidrofébicas a
superficie celular ou pode ser mediada por um surfactante O micro-organismo tem
acesso a maior parte do substrato através de contato (ERICKSON & NAKAHARA,
1975).



Yarrowia lipolytica é capaz de produzir biosurfactante em diferentes fontes de
carbono (hexadecano, parafina, 6leo de soja, 6leo de oliva, 6leo de milho e dleo de
algodao), porém ndo produz em substratos soliveis como glicose, glicerol e &lcool
(CIRIGLIANO & CARMAM, 1984; ZINJARDE & PANT 2002). Amaral et al. (2007)
relataram a producdo de um bioemulsionante, chamado Yansan, pela levedura Y.
lipolytica IMUFRJ 50682 utilizando meio de cultivo contendo glicose como fonte de
carbono e PFC (perfluocarboneto. Yansan é um complexo lipidico-carboidrato-proteico,
possui alta atividade emulsionante e estabilidade em ampla faixa de pH (3-9). Além
disso, forma emulsbes com hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos e
perfluorocarbonetos.

Yarrowia lipolytica apresenta a capacidade de gerar produtos de alto valor como
lipases e 4cido citrico, inclusive quando cultivada em substratos residuais
(NUNES,2015). Moftah et al. (2013) relataram que os residuos do processamento de
azeite de oliva fornecem os nutrientes necessarios para o crescimento e a producéo de

lipases por esta levedura, o que leva a uma valorizag&o deste residuo.

2.2.1 Lipases de Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica é capaz de produzir lipases intracelulares, ligadas a célula e
extracelulares e sua producdo é muito influenciada por fatores nutricionais e fisico-
quimicos como temperatura, pH, fonte de nitrogénio e carbono, presenca de lipidios e
de biosurfactantes, sais inorganicos, agitagdo e concentracdo de oxigénio dissolvido
(PEREIRA-MEIRELLES, 1997; CORZO & REVAH, 1999; AMARAL, 2007).

Yarrowia lipolytica secreta varias isoformas de lipases, com massa molecular
variando de 38,5 a 44 kDa. Estudos gendmicos sugerem que esta levedura apresenta 25
supostas lipases, produzidas por seis diferentes cromossomos (A-F) (FICKERS et al.,
2005a; LIU et al., 2010; NAJJAR et al., 2011; FICKERS et al., 2011; RIBEIRO et al.,
2011; KUMARI & GUPTA, 2012). Cada isoforma tem diferentes propriedades,
principalmente em relacdo as caracteristicas de especificidade e preferéncia por
substratos (RIBEIRO et al., 2011). A lipase Lip2 de Y. lipolytica é produzida em
grandes quantidades na presenca de acido oleico, que funciona como um fator chave
para a ativacgao do gene lip2 e indugéo de sua producao.

A variavel mais estudada e que sempre impactou a producdo de lipases é a fonte
de carbono, uma vez que as lipases sdo facilmente induzidas por lipidios, como 6leo ou

qualquer outro indutor da mesma natureza (NUNES, 2015). Porém, alguns autores vém
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apresentando em seus trabalhos, na auséncia de gorduras ou 6leos, expressiva sintese de
lipases por esta levedura (AMARAL et al 2006).

Lipases extra e intracelulares apresentam atividades diferentes. Ota et al. (1970)
relataram que a lipase extracelular precisa de um ativador para a hidrolise de
triglicerideos, enquanto que a lipase ligada a superficie celular ndo, exibindo, desta
forma, propriedades diferentes da extracelular. Ota et al. (1982), identificaram que a
levedura Saccharomycopsis lipolytica (hoje, chamada Y. lipolytica) é capaz de produzir
dois tipos diferentes de lipases ligada a célula: lipase | (39 KDa) e lipase Il (44KDa), as
quais apresentaram propriedades muito similares e estas lipases foram até 3 vezes mais
ativas que a lipase extracelular produzida pela mesma levedura, nas mesmas condigoes.
Em 1986, Gomi e colaboradores concluiram que as lipases de Y. lipolytica necessitam
de um cofator produzido pela levedura e ions calcio para manter sua atividade catalitica.

A producao das diferentes fracbes de lipase depende da fase de crescimento em
que as células se encontram. A fracdo de lipase extracelular ndo é detectada durante as
primeiras 24 horas de cultivo de células de Y. lipolytica (OTA et al., 1970; PEREIRA-
MEIRELLES, 1997). Através de analises por Western Blotting em membrana de
nitrocelulose, usando anticorpos policlonais anti-YLLIP2, a lipase Lip2 foi detectada na
superficie celular de Y. lipolytica durante a fase exponencial e é liberada para o0 meio de
cultura durante a fase estacionaria, quando a concentracdo de substrato diminui
(FICKERS et al., 2004).

As lipases Lip7p e Lip8p diferem entre si e da lipase Lip2 por apresentarem
especificidade por substratos diferentes. Lip2p é a responsavel pela maior parte da
atividade extracelular detectada nos cultivos com Y. lipolytica e apresenta grande
afinidade por substratos com cadeias longas de carbono (PIGNEDE et al., 2000;
FICKERS et al., 2004). Lip7p e Lip8p estdo principalmente associadas ou retidas na
celula durante a fase exponencial e a fase estacionaria de crescimento e podem
corresponder as lipases descritas por Ota et al. (1982) (FICKERS et al., 2005a).
Apresentam maior termoestabilidade que a Lip2p e apresentam especificidade por
cadeias curtas (C6) e médias (C10), respectivamente (FICKERS et al., 2005a; LIU et
al., 2010). Kumari & Gupta (2012) relataram alta atividade de Lip8 também com
substratos oleosos ricos em acido oleico (C18). Varios trabalhos realizaram o estudo de
lip7 e lip8 através da sua ancoragem na superficie celular de micro-organismos ou
através de clonagem e expressdo extracelular destas lipases (NUNES, 2015). Essas

enzimas apresentam diferencas significativas em sua atividade e caracteristicas de
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acordo com o tipo de célula em que sdo expressas ou com 0 sistema de ancoragem
utilizado (LIU et al., 2010).

2.2.2 Condicdes de producdo de lipase de Yarrowia lipolytica

A producéo de lipases depende da fonte de carbono e de nitrogénio e cada cepa
produtora apresenta uma resposta diferente a composicdo dos meios de cultura
(NUNES, 2015).

Peptona, extrato de lévedo, caseina e triptona tém sido relatadas como
excelentes fontes de nitrogénio para a producdo de lipases. Surfactantes como o Tween
80 geralmente podem ser usados para aumentar a liberacdo de lipases associadas a
parede celular e para algumas cepas também funciona como indutor da producdo de
lipases (DALMAU et al., 2000; BRIGIDA et al., 2014).

A produgdo de lipases é intensa na presenca de substratos hidrofobicos, como
6leos, &cidos graxos e metil ésteres (BRIGIDA et al., 2014). Acidos graxos de 16 a 22
carbonos, geralmente presentes em Oleos vegetais (oliva, soja, girassol, gergelim,
semente de algoddo, milho e amendoim) séo excelentes indutores da producdo destas
enzimas (NUNES, 2015). Esses 6leos possuem, em sua constitui¢do, acido oleico e
linoleico, que, quando usados como fonte de carbono, resultam, geralmente, em altos
niveis de atividade lipasica (SHARMA et al., 2001; TAN et al., 2003; BURKERT et
al., 2004).

Normalmente a atividade de lipases intra e extracelulares aumenta com o
aumento da concentracdo de lipideos fornecidos, porém niveis excessivos de lipideos
podem ser toxicos para as células (ZAREVUCKA, 2012). Os 0leos vegetais sdo
considerados matérias-primas que permitem uma reducdo dos custos para a producdo de
lipase em escala industrial (ANDUALEMA et al., 2012). As gorduras animais, ao
contrario dos 6leos vegetais, podem ndo favorecer a producdo de lipases (TAN et al.,
2003).

Segundo NUNES (2015) o6leo de fritura residual é capaz de induzir a produgdo
de lipases intracelulares por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 na auséncia de outras

fontes de carbono. Sendo, uma alternativa para reduzir o custo final das enzimas.
2.3 Lipases para producgéo de Biodiesel

O biodiesel é um combustivel renovavel, produzido a partir de éleo vegetal ou

gordura animal, que pode funcionar como um substituto para o diesel. O uso de 6leos
12



vegetais para a sua producdo traz varias vantagens, pois acarreta a substituicdo de
combustiveis fosseis por fontes alternativas e renovaveis de energia e ndo contribui para
a emisséo de gases.

A transesterificacdo por catalise homogénea alcalina é a via mais empregada
industrialmente. Essa preferéncia frente a catalise acida deve-se ao menor tempo de
reacdo requerido, menor temperatura reacional e menores razées molares entre o alcool
e 0 0leo (FREEDMAN e BUTTERFIELD; PRYDE, 1986; FREEDMAN, PRYDE e
MOUNTS, 1984). Um grande problema dessa rota € o elevado risco de saponificacdo,
ou seja, formacdo de sabdo através da reacdo entre o catalisador e os acidos graxos
livres, promovida pela presenca de dgua. Além de se perder eficiéncia na formacao de
produtos, a separacéo pode ser dificultada pela formagéo de emulsdes.

O uso de lipases como catalisadores das reacdes de transesterificacdo e
esterificacdo surge como tecnologia emergente de producdo de biodiesel, pois permite
elevados teores de acidos graxos livres e agua na matéria-prima. Além disso, opera em
condigdes brandas de temperatura e pressdo, demandando menos energia e oferecendo
menor risco a seguranca dos trabalhadores. Outra vantagem é o glicerol obtido
apresenta maior grau de pureza. O glicerol puro pode ser aplicado na industria de
cosmeéticos, farmacéutica, detergentes, na fabricacdo de resinas e aditivos e também na
indUstria de alimentos.No entanto, os tempos de reacdo podem variar, mas a principio
sdo bastantes elevados. Além disso, 0 preco dessas enzimas ainda € muito alto, o que
dificulta a sua implementag&o no nivel industrial (LEE, LIAO & SHIELD, 2003; MA &
HANNA, 1999).

Uma alternativa para contornar o custo das enzimas é possibilidade de reutiliza-
las ao final do processo. O uso de enzimas imobilizadas torna viavel o reuso das
enzimas para este fim, o que pode ser uma potencial solucdo para reduzir o custo final
das enzimas. Neste trabalho buscou-se utilizar lipases associadas a superficie celular o
que se enquadra como uma caso de imobilizacdo de enzimas natural , ou seja , feita pelo
préprio mecanismo celular.

A sintese enzimatica de biodiesel costuma ocorrer a temperaturas entre 25 — 60
°C. Como qualquer proteina, as lipases sdo suscetiveis a desnaturacdo e temperaturas
acima dessa faixa poderiam tornar a reacdo inviavel. A atividade catalitica das lipases
também ¢ afetada pelo tipo e quantidade de alcool utilizado, pelo teor de agua no o6leo,
pela presenca de glicerol ou de solventes orgénicos e pela velocidade e tipo de agitacdo

(ANTCZAK et al., 2009).
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Segundo Young (2015) em sua revisdo bibliografica, o excesso de alcool no
meio reacional pode gerar uma barreira hidrofilica em torno da estrutura enzimatica,
impedindo o acesso dos substratos hidrofébicos ao sitio ativo. Além disso, alguns
autores afirmam que a suscetibilidade da enzima a desativacdo é inversamente
proporcional ao tamanho da cadeia do alcool utilizado.

Estudos revelaram que a atividade das lipases diminui na auséncia de agua. Isso
suporta a teoria de que uma quantidade minima de agua é necessaria para a ativacdo da
enzima. O aumento do teor de agua até certo patamar gera um aumento da producédo de
etil-esteres, refletindo um aumento da atividade enzimatica. A partir deste patamar, a
atividade das lipases diminui gradativamente com o aumento do teor de dgua. O excesso
de agua estimula a competicdo entre a transesterificacdo e a hidrolise dos triglicerideos.

O patamar pode variar, dependendo da origem da enzima.
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3 CAPITULO - OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral estudar a produgdo de lipase
associada a superficie celular de Yarrowia lipolytica por meio de diferentes fontes
lipidicas: oleo de fritura residual, acido oleico , acido estearico e 6leo de oliva. Em

seguida, testar seu potencial nas reagOes de producdo de biodiesel .

Para isso foram tracados os seguintes objetivos especificos:
» Produzir todas as isoformas de lipases em diferentes fontes de carbono:
Oleo de oliva, 6leo de fritura residual, acido oleico e acido estearico.
» Selecionar a fonte de carbono com melhor inducdo de lipase associada a
superficie celular.
» Testar o potencial desta lipase nas reacdes de esterificacdo e

transesterificagéo.
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CAPITULO 4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados nos experimentos e analises foram:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Centrifuga Eppendorf 5810R;

Centrifuga Fanem modelo 2014-NR;
Espectrofotdmetro SP 2000 UV;
Espectrofotometro Shimadzu modelo UV-1800
Capela de fluxo laminar BioFlux Il 90%
Incubadora com agitacdo (shaker) Tecnal TE-420;
Autoclave vertical Prismatec modelo CS;

Balanca Shimadzu ATX224;

Sonicador Ultrasonic Clearner;

10) Banho Termostatico BM 60 Temp Therm;
11) HPLC (High Pressure Liquid Chromatography), Thermo Scientific Ultimate

3000;

12) CG (Cromatografo Gasoso) Shimadzu GCMS-QP2010;
13) pHmetro de bancada digital Digimed, modelo DM-22;

14) Liofilizador Terroni Enterprise I;

4.2 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado no presente trabalho é uma cepa selvagem de

Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 selecionada de um estuario no Rio de Janeiro,
Brasil (HAEGLER e MENDONCA-HAEGLER, 1981) e identificada pelo Instituto de

Microbiologia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de

Janeiro.

4.2.1 Preservacdo da cultura

As células foram conservadas por repiques regulares em tubo de ensaio com

meio YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) contendo (em p/v): extrato de 1évedo

1%, peptona 2%, glicose 2% e solidificado com agar 3%. Apos incubacdo a 28 °C
(BARTH e GAILLARDIN, 1997) por 48 horas na estufa, as culturas séo refrigeradas a

4°C.
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4.2.2 Obtencéo do inoculo

A partir dos tubos contendo as células preservadas em meio solido YPD
(descrito no item 4.3.1) inoculou-se, de forma estéril com uma alca de platina, em 200
mL de meio de cultivo YPD em erlenmeyers de 500 mL o qual foi incubado em um
agitador rotatorio a 28°C, 160 rpm de agitacdo por 72 h. Apés este periodo, a
absorvéncia (570 nm) de uma amostra desse cultivo foi determinada e, em seguida, as
células foram centrifugadas de forma estéril a 1258 g por 5 minutos e ressuspensas,
servindo de inoculo dos experimentos que serdo descritos nos itens posteriores. O
volume centrifugado desse indculo é suficiente para obter-se a concentracdo inicial de

células desejada em mg p.s.cel/mL nos meios de cultivo (NUNES, 2015).

4.3 Esterilizacdo de meios de cultura e instrumentos

Os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave a 0,5 atm por 20 minutos.
As pipetas, os tubos de centrifuga e outros instrumentos utilizados no manuseio do meio

de cultivo foram esterilizados em autoclave a 1 atm por 20 minutos (NUNES, 2015).

4.4 Producdo de lipases utilizando diferentes fontes de carbono

Com base nos resultados obtidos por Pereira-Meirelles et al. (1997) e Nunes et
al. (2015), foram selecionados azeite de oliva e 6leo de fritura residual para realizar os
testes iniciais de producdo de lipase intracelular. Posteriormente, outros ensaios foram
realizados utilizando &cido oleico e &cido estearico como substitutos aos substratos
iniciais. na inducdo da producdo de lipases intracelulares por Yarrowia lipolytica. Os
experimentos foram realizados em shaker, utilizando os seguintes meios de cultura

preparados com agua destilada:

e Meio OO (Oleo de Oliva), constituido por peptona 6,4 g/L; extrato de
lévedo 10 g/L e emulsdo contendo 0Oleo de oliva. Para adicionar estes
componentes oleosos ao meio de cultura para o cultivo em erlenmeyer
foi utilizado a metodologia desenvolvida por NUNES (2015). Foi
preparada uma emulsdo a 20 % (5 mL de azeite de oliva; 20 mL de a4gua

destilada estéril e 125 puL de antifoam). Esta emulsdo foi submetida a
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vortex por 10 segundos e sonicada por 60 segundos a 80% de poténcia
acustica, em sonicador com poténcia nominal méxima de 130 W. Em
seguida, 10 mL da emulséo foi adicionado a 190mL de meio de cultura.
Meio OFR (Oleo de Fritura Residual, obtido, segundo o gerente de
supply chain da Brazil Fast Food Corporation, do processo de fritura de
batatas e composto por gordura de palma.) constituido por peptona 6,4
g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulsdo contendo 6leo de fritura residual
conforme a metodologia descrita para 0 Meio OO substituindo o dleo de
oliva pelo 6leo de fritura residual.

Meio AcO (Acido Oleico), constituido por peptona 6,4 g/L; extrato de
lévedo 10 g/L e emulsdo contendo acido oleico conforme a metodologia
descrita para 0 Meio OO substituindo o 6leo de oliva pelo &cido oleico.
Meio AcE (Acido esteérico), constituindo por peptona 6,4 g/L; extrato
de lévedo 10 g/L e emulsdo contendo &cido estearico preparado da
seguinte forma: De todas as fontes de carbono utilizadas o é&cido
estearico € a Unica que se encontra em estado solido a temperatura
ambiente. Por isso, preparou-se uma solucdo de &cido estedrico com
concentracdo de 0,015 mg/mL utilizando o DMSO (Dimetil Suféxido de
Sédio) como solvente. Dessa solucdo , retirou-se um aliquota de 5 mL
para o0 preparo da emulsdo contendo 20 mL de agua e 125 pL de
antifoam. Esta emulsdo foi submetida a vortex por 10 segundos e
sonicada por 60 segundos a 80% de poténcia acustica, em sonicador com
poténcia nominal méxima de 130 W. Em seguida, 10 mL da emulséo foi
adicionado a 190 mL de meio de cultura.

Estes experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 1 litro

contendo 200 mL de meio de cultivo, inoculados com células cultivadas em meio YPD,

como descrito no item 4.2.2, em quantidade suficiente para obter uma concentragdo

celular inicial de, aproximadamente, 1,0 mg de peso seco de células (p.s. cel)/ mL.

Esses meios de cultivo foram incubados em shaker a 250 rpm, 28°C por até 85 horas
com amostragens em 3, 6, 9, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 61 e 85 h para o dleo de

fritura residual e para o 6leo de oliva, para o0 &cido oleico e &cido esteérico a producéo foi

acompanhada durante 42h com amostragens em 3, 6, 9, 15, 24, 30, 38, 42 h.
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De forma a identificar a influéncia dos indutores na producéo de lipase associada
a superficie celular, as atividades enziméticas (intracelular, extracelular e associada a
célula) foram monitoradas durante o processo por meio das metodologias descritas no
item 4.7.

4.5 Obtencdo das fragdes intracelulares de lipase

Extragdo das fracbes enzimaticas por ultrassom

A metodologia de extracdo da enzima utilizando ultrassom foi elaborada por
Nunes (2015) com base nos resultados obtidos por Kapturowska et al. (2012). Coletou-
se 20 mL do cultivo em tubo falcon. Em seguida, centrifuga-se a amostra a 4 °C, 4630 g
por 5 minutos. O sobrenadante (que corresponde a fragdo de Lipase Extraceular - LE) é
separado e congelado. A seguir, as células (sedimento obtido) sdo lavadas com agua
destilada e depois com tampdo MOPS pH 7,0 e centrifugadas nas mesmas condices.

Ao final da lavagem, as células sdo ressuspensas em 20 mL de tampdo MOPS e
levadas ao sonicador Unique (poténcia méaxima de 500 W, micro ponta de titanio de 4
mm) e, em banho de gelo, inicia-se o processo de sonicacdo das células nas seguintes
condicdes: 2 ciclos de extracdo, poténcia de 150 W, por 9 minutos.

Ao final dos 2 ciclos de sonicacdo, realiza-se centrifugacdo a 4°C, 4630 g por 5
minutos. Desta forma, obtém-se o sobrenadante (Lipase Livre intracelular - LL) e o
sedimento foi ressuspendido em 20 mL de tampdo MOPS pH 7,0 o qual corresponde a
fracdo de LA (Lipase Associada a célula). As fracfes obtidas sdo congeladas até a
determinacéo da atividade da enzima (NUNES et al., 2015).

4.6 Reacgdo de Transesterificacdo e Esterificacdo

A partir do indutor que produziu a lipase associada a superficie celular com
maior atividade hidrolitica, avaliou-se o potencial da mesma paras reacGes de
esterificacdo e transesterificagdo com intuito de verificar o potencial desta enzima para

producdo de biodiesel.

4.6.1 Reacéo de Transesterificagdo
Para as reacOes de transesterificacdo cultivou-se as células de Y. lipolytica em
meio OFR nas condic¢des descritas no item 4.4 e o cultivo foi interrompido em 6 h.a)

Enzimas e células liofilizadas
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Apds 6 h de cultivo, todo contetdo do Erlenmeyer foi coletado (200 mL).
Metade do contetdo foi utilizado para a extracdo da enzima associada a superficie
celular (LA) conforme a metodologia descrita no item 4.5. O restante foi utilizado para
obtencdo das células centrifugando o contetdo conforme a metodologia do item 4.5.
Como as celulas apresentam lipase associada a superficie celular, verificou-se a
possibilidade de usar as células sem nenhum tratamento de ultrassom para se comparar
com a LA.

Enzima (LA) e células (contendo enzima) foram incubadas em ultra-freezer por
3 dias. Em seguida, foram liofilizadas

As células e enzimas liofilizadas tiveram sua atividade determinadas segundo a
metodologia descrita no item 4.7.2.

Em seguida, 0,12 g da enzima liofilizada foram adicionadas a 8 g de 6leo de soja
e 3 g de etanol em frasco de 50 mL. Além disso, 0,12 g de células liofilizadas foram
adicionada a 8 g de 6leo de soja e 3 g de etanol em frasco de 50 mL. Os dois frascos
foram incubados em shaker durante 72 h.

b) Enzima ndo liofilizada

Para esses experimentos o uso da liofilizacdo ndo ocorreu.

A LA foi obtida por extracdo das células cultivadas em OFR em ultrassom
conforme descrito no item 4.5. Em seguida, 15 mg de LA foram ressuspendidas em 3
mL de agua para em seguida serem adicionadas a mistura de 8,3 g de 6leo de sojae 3 g
de etanol em frasco de 50 mL. A mistura foi incubada em shaker durante 72 h.

Outro experimento foi realizado com 16 mg de LA ressuspendidas em 3 mL de
agua e adicionados a 10 mL de 6leo de soja com 6 mL de etanol em frasco de 50 mL. A

mistura foi incubada em shaker durante 2 semanas.

4.6.2 Reacao de Esterificagdo
A partir do cultivo de Y. lipolytica com OFR, as células foram coletadas ao final
de 6 h de cultivo. A LA foi extraida conforme descrito no item 4.5. Em seguida, 18 mg
de LA ressuspendidas em 3 mL de &gua foram adicionados a 10 mL de &cido oleico
com 6 mL de etanol em frasco de 50 mL. A mistura foi incubada em shaker durante 120

horas.
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4.7 Métodos Analiticos

4.7.1 Quantificacdo da concentracao celular

A concentracdo celular foi acompanhada por medidas de densidade Optica a 570
nm e esses valores convertidos para mg p.s. cél/mL, usando-se um fator de conversdo
previamente determinado em curva de peso seco. A curva de peso seco foi obtida
através de uma suspensdo de células em solucdo salina (agua destilada com 0,9% (p/v)
de NaCl). Desta suspenséo, retirou-se uma amostra (10 mL), que foi filtrada em papel
de filtro Millipore (0,45 pm), seca em luz de infravermelho por 30 minutos e, em
seguida, pesada. Da mesma suspensdo foram feitas diferentes diluicbes de modo a se
obter concentracdes celulares distintas. Em seguida, mediu-se o valor de absorbancia
em espectrofotdbmetro para cada concentracdo (NUNES, 2015). Esses valores foram
colocados em um grafico para obtencdo da curva de peso seco, conforme é apresentado
na Figura 4.1.
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0,00
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Figura 4.1-Curva de peso seco de Y. lipolytica

4.7.2 Determinacdo da atividade enzimatica

4.7.2.1 Atividade enzimaética pelo método espectrofotométrico
A atividade hidrolitica foi determinada mediante a variacdo de absorbancia a
410 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu modelo UV-1800) devido a oxidagdo do p-
nitrofenil laurato (p-NFL) a uma concentragdo de 560 puM, em tampao fosfato de
potassio (50 mM), pH 7,0 (BRIGIDA, 2010). O substrato (p-NFL) foi preparado

21



solubilizando 0,018 g deste em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) ou alcool
isopropilico e, em seguida, diluido em tampéo fosfato de potéssio (50 mM).

Para determinar as atividades das 3 fracdes LE, LL e LA um tubo de ensaio
contendo 1,97 mL do substrato previamente preparado foi aclimatado a 37 °C por 15
minutos. Apds esse tempo, adiciona-se 0,03 mL da fragcdo enzimatica a ser analisada e a
absorbéancia foi acompanhada em espectrofotdometro a 410 nm contra o branco de reagéo
(0,2 mL do tampdo fosfato de potéassio, adicionados a 1,8 mL do substrato), por 100
segundos (AMARAL et al., 2006).

4.7.3 Analise do teor de acidos graxos do 6Oleo de fritura residual

4.7.3.1 Metilacio dos Acidos Graxos Livres para Analise por
Cromatografia Gasosa
As amostras foram descongeladas em banho maria a 37 °C e homogeneizadas.
Oito microlitros das amostras oleosas ou 100-200 mg de silica, proveniente da raspagem
na CCD da banda referente ao triacilglicerol, foram transferidas para tubos de hidrolise,
nos quais foram adicionados 3,0 mL da solucdo de metanol:hexano (4:1 v/v) e em
seguida 300 pL de cloreto de acetila (catalisador) sob agitagdo suave. Os tubos foram
fechados em atmosfera de N, seguindo-se 0 aquecimento em banho maria com agitacéo
a 100 °C por 1 hora; em seguida, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente.
Adicionou-se lentamente 3,0 mL de KHCO;3; (10 % p/v) para paralisar a reacdo e
neutralizar o catalisador, seguindo-se a agitacdo em vortex por 30 segundos e
centrifugacdo a 2.000 rpm por 10 min. Apds centrifugacdo, a fase superior (organica)
foi entdo transferida cuidadosamente para frascos de armazenagem de 2,0 mL e as
amostras foram analisadas em cromatdgrafo a gas. As andlises foram feitas em triplicata
e 0 ensaio em branco foi realizado em paralelo com agua deionizada (LEPAGE e ROY,
1986).

4.7.3.2 Andlise da Composicdo dos Produtos de esterificagdo e
transesterificacdo por Cromatografia Gasosa

Os é&cidos graxos metilados, segundo metodologia descrita no item 4.7.3.1.,

foram analisados em cromatografo gasoso Shimadzu GCMS-QP2010 em uma coluna

Omegawax 320 Supelco (30 m x 0,32 mm x 0,25 um) com detector de ionizagdo de

chama (FID). As temperaturas do injetor e do detector foram de 260 e 280 °C,

respectivamente. As condigdes utilizadas durante a cromatografia foram as seguintes: a
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temperatura inicial da coluna foi de 150 °C, chegando a 210 °C no final da corrida. A
temperatura do forno foi mantida a 150 °C por 5 min, seguida por um aumento até 210
°C, com uma rampa de 2 °C/min. A corrida foi mantida isotermicamente por 30 min. Foi
aplicada a razao de split: 1:20, o volume de injecdo foi de 1 pL, e o gas de arraste foi o
hélio (1,1 ml / min).

A identificacdo dos acidos graxos foi determinado pela comparagdo com a
solucdo padrdo comercial contendo 37 ésteres metilicos de 4cidos graxos (Supelco® 37
FAME Mix) e com a solugdo PUFA No.3 (menhaden oil), ambas adquiridas da Sigma-
Aldrich. A quantidade de cada acido graxo presente nas amostras foi expressa em

mol%.

4.7.4 Andlise da conversao do acidos graxos em ésteres metilicos

A amostras contendo o0s produtos das reag0es de esterificacdo e
transesterificacdo foram analisadas pelo laboratorio de Combustiveis e Derivados de
Petroleo da Escola de Quimica de acordo com a metodologia a seguir.

As anélises por CLAE foram realizadas de acordo com o método desenvolvido
por ANDRADE (2011). Utilizou-se uma coluna Thermo Scientific Acclaim™ de 250
mm de comprimento por 4,6 mm de diametro interno, com fase octadecilsilano (C-18)
de 5 um de tamanho de particula com 120 A de didmetro de poro. A fase movel foi
composta por metanol (A) e uma mistura de 2-propanol:n-hexano (5:4, viv) (B). As
fases foram sonicadas por 20 minutos antes do uso. As analises foram realizadas a 40
°C (temperatura do forno) com vazdo de 1 mL/min e deteccdo UV a 205 nm. O
equipamento empregado foi da Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts, EUA),
modelo Ultimate 3000, composto por uma bomba quaternaria modelo LPG-3400 SD,
um detector por varredura de espectro ao ultravioleta modelo DAD-3000 e um injetor
automético modelo WPS-3000 SL com al¢a de amostragem (ingl., "loop") de 250 pL.
Um gradiente binario com duas rampas lineares foi empregado: 0 % a 50 % de B de 0 a
15 minutos, seguido de 50 % a 100 % de B até 25 minutos de corrida, e entdo por
eluicdo isocratica com 100 % de B por mais 5 minutos. O tempo de corrida total foi de
40 minutos. Todas as amostras foram previamente filtradas em filtro tipo membrana
PTFE (Politetrafluoretileno) da Millipore (Bedford, EUA) com 0,45 um de poro antes
da injecdo. O volume de injecdo das amostras foi de 10 pL e foram aplicadas a 40 °C
(temperatura do forno). As amostras (30 pL) foram dissolvidas em 970 pL de 2-
propanol:n-hexano (5:4, v/v).
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CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito da fonte de carbono no crescimento celular

Neste presente trabalho Y. lipolytica foi cultivada em meios contendo como
fonte de carbono 6leo de fritura residual (OFR), 6leo de oliva, acido oleico e acido
estearico preparados segundo a metodologia descrita em 4.4. Para cada fonte de carbono
utilizada no cultivo de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 foi determinado a curva de
crescimento celular da mesma conforme mostra a figura 5.1.

No cultivo de dleo de fritura residual nota-se que o valor de concentracao celular
final (33,15 g/L) é maior do que nos demais (17,64 g/L , 10,72 g/L e 4,20 g/L para o
cultivo com ¢6leo de oliva, &cido oleico e &cido estearico respectivamente). Esse
resultado pode ser justificado pela diferenca entre as composic¢des das fontes no que se
refere ao teor de &cidos graxos encontrado nas mesmas e da natureza quimica dos
substratos utilizados.

A menor concentracdo celular encontrada no cultivo com &cido estearico pode

ser explicada por conter uma menor concentra¢do do substrato segundo € relatado no
item 4.4 deste trabalho.
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Figura5.1 Cinética de crescimento celular de Yarrowia lipolytica a 250 rpm, 28 °C em meio de
cultura (6,4 g/L ; extrato de lévedo 10 g/L e antifoam 204 g/L acrescido de 1% dleo de fritura
residual (OFR), 6leo de oliva (OO), &cido oleico ou &cido estearico*).

Yarrowia lipolytica é capaz de utilizar triglicerideos como fonte de carbono e a
primeira etapa deste metabolismo envolve a hidrdlise deste substrato através de lipases,
produzindo &cidos graxos e glicerol (FICKERS et al., 2005a).
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Nunes (2015) cultivou Y. lipolytica em meio contendo 6leo de oliva e 6leo de
fritura e observou um comportamento diduxico para o0 meio contendo 6leo de fritura
residual e 6leo de oliva. Similarmente, um comportamento diduxico € notado neste
mesmo trabalho para o OFR, ao notar um novo aumento da concentracdo celular a partir
de 10 horas de cultivo, demonstrando um consumo de fonte de carbono de forma
sequencial.

O célculo das taxas especificas de crescimento no cultivo com 6leo de oliva e
acido estearico foram calculados e seus valores listados na tabela 5.2. Para os demais
substratos o respectivo calculo nao foi possivel devido a necessidade de mais pontos
entre 0 h e 10 h de cultivo.

Tabela 5.1 Taxa especifica de Crescimento e substrato utilizado para o cultivo de Y. lipolytica

Substrato Taxa Especifica de Crescimento (h™)
Acido Estearico 0,12
Oleo de Oliva 0,18

O 6leo de fritura obtido neste trabalho, fornecido por uma rede de fast food, foi
analisado por cromatografia gasosa, e sua composi¢cdo em acidos graxos pode ser
observada na Tabela 5.2.

Tabele 5.2 Teor de acidos graxos dos 6leos de oliva , 6leo de palma e 6leo de soja (obtido na
literatura) e concentracao relativa (%) dos acidos graxos do dleo de fritura residual analisado
através de cromatografia gasosa, sendo o teor obtido da média de trés analises.

Acido Graxo Oleo de Oleo de Fritura Oleo de Oleo de
Oliva* Residual Palma* Soja*
Palmitico 16:0 13,7 34,68 40,24 16,43
Estearico 18:0 2,7 4,18 4,98 4,14
Oléico 18:1 74,0 39,5 42,31 18,37
Linoleico 18:2 12,2 22,9 11,9 52,8
Linolénico 18:3 0,3 0 0 4,33

*valores obtidos na literatura

Observa-se na Tabela 5.2 uma diferenca muito grande entre a composicao de
acidos graxos do OFR com o 0leo de soja e com o 6leo de oliva. O OFR apresenta um
percentual de acido palmitico, estearico e linoleico superior ao do 6leo de oliva, que

apresenta um elevado percentual de &cido oleico.
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Além disso, nota-se uma semelhanca maior entre a composicdo do Oleo de

palma com o 6leo de fritura residual, indicando sua provavel origem.

5.2 Efeito da fonte de carbono sobre producéo de lipases

Com o objetivo de estudar a producao das lipases de Y. lipolytica na presenca de
o0leos ou &cidos graxos e verificar o potencial de indu¢do dos mesmos, foram realizados
experimentos em shaker, nos meios descritos no item 4.4. Os extratos enzimaticos
foram obtidos por meio de ultrassom, em banho de gelo, poténcia de 150 W em
sonicador 20 Hz, com maxima poténcia de 500 W, em 3 ciclos de extracdo e as
atividades hidroliticas foram quantificadas utilizando p-nitrofenil laurato como
substrato (NUNES, 2015).

A figura 5.2 mostra o perfil de producédo de lipases produzidas em &cido oleico
(C18:1). E possivel notar a maxima atividade da lipase associada & célula (LA) no
tempo de 15 h (em torno de 650 U/g). A fracdo corresponde a lipase extracelular
também atinge seu valor méximo de, aproximadamente, 13282 U/L nesse mesmo tempo
de cultivo. Nota-se que o pico da lipase intracelular precede o pico de lipase
extracelular. Esse perfil é condizente com o perfil descrito por Nunes (2015), que afirma
que no inicio do cultivo, quando acido oleico é abundante no meio, detecta-se maior
atividade associada as células, pois em alta concentracdo, o acido oleico se difunde
facilmente para o interior da célula e é suficiente para suprir o crescimento celular.
Desta forma, as lipases se acumulam na célula e sdo liberadas para o meio extracelular

apenas quando a concentracdo de acido oleico diminui.
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Figura 5.2 — Atividade hidrolitica das lipases de Y. lipolytica em meio com 1% com &cido oleico,
cultivadas em Elernmeyers, a 250rpm /28 °C , por 42 h. As linhas entre os pontos séo somente para
facilitar a visualizacdo e ndo representam dados experimentais. LE — lipase extracelular; LL —
lipase livre intracelular; LA — lipase associada a superficie celular.

A figura 5.3 mostra o perfil de producdo de lipases produzidas em &cido
estearico (C18:0). E possivel notar o maximo de atividade extracelular em um tempo
menor de cultivo (antecipacdo do pico de atividade lipasica extracelular) quando
comprado ao cultivo com &cido oleico. Isso se deve, provavelmente, a menor
concentracdo inicial de acido estearico utilizada, o que induz a secre¢do da lipase para o
meio exterior em um tempo menor, j& que a fonte de carbono se esgota mais
rapidamente. O valor maximo de lipase intracelular (LL) de 115,4 U/g, é observado no
tempo de cultivo correspondente a 3 h juntamente com o valor maximo de lipase
associada a célula (30,2 U/g). Além disso, ambas isoformas de lipases antecedem o pico
de lipase extracelular. Esse resultado retifica as informacGes apresentadas por Pereira-
Meirelles (1997), a qual afirma que a lipase extracelular é liberada quando o substrato
encontra-se escasso enquanto as lipases intracelulares apresentam picos de atividade no
inicio do cultivo.

Observa-se a maior producdo de lipase extracelular no cultivo contendo como
substrato o &cido esteario. Os provaveis motivos para isso podem ser atribuidos a baixa
concentracdo de &cido estedrico no meio e a maior afinidade da enzima pelo acido
oleico. A principal diferenca entre o acido estearico e o acido oleico é a presenca de

uma insaturacao.
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Akil et all (2016) avaliou a preferéncia de lipase de Y.lipolytica por acidos
graxos insaturados e conclui que existe a preferéncia por &cidos graxos insaturados.

Pode-se inferir que a maior inducgdo de lipase extracelular ocorreu em cultivo
com acido estearico pois a falta de substrato de maior afinidade com o micro-organismo
estimulou a producdo de lipase extracelular na tentativa de buscar acidos graxos que
apresentem maior afinidade com o micro-organismo.

A concentracdo baixa do acido graxo contribui para a alta inducdo de lipase
extracelular pois a escassez de substrato estimula a producdo dessas enzimas com o
objetivo de aumentar a concentracdo de &cidos graxos no meio que podem ser

provenientes da reacdo de hidrolise de possiveis TAG (triacilglicerdis) no meio de

cultivo.
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Figura 5.3- Atividade hidrolitica das lipases de Y. lipolytica em meio com 0,1% de acido estearico,
cultivadas em Elernmeyers, a 250rpm /28 °C , por 42 h. As linhas entre os pontos sdo somente para
facilitar a visualizacao e ndo representam dados experimentais. LE — lipase extracelular; LL —
lipase livre intracelular; LA — lipase associada a superficie celular.

A figura 5.4 exibe o perfil de producdo de lipase na presenca de 6leo de oliva a
1%. Nota-se que no tempo de 42 h a lipase extracelular alcangou seu maior valor
correspondente a 1720 U/L. Esse valor é inferior ao obtido no cultivo com &cido oleico
e no cultivo com &cido estearico.

Perreila-Meirelles (1997) avaliou a indugéo de lipase extracelular em cultivos de
Y.lipolytica contendo &cido oleico e concluiu que o mesmo era melhor indutor de LE
comparado ao 6leo de oliva

A lipase associada a superficie celular (LA) ndo apresentou valores expressivos

comparados aos valores das demais isoformas de lipase, pois teve como valor maximo
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73 U /g enquanto que para a lipase intracelular (LL) obteve-se atividade maxima de,
aproximadamente, 466 U/g exibindo dois picos em seu perfil de atividade. Percebe-se
que o Oleo de oliva é melhor indutor de LL visto que o micro-organismo precisa
hidrolisar a fonte de carbono presente no meio para utilizar como fonte de energia.

Logo, manter a enzima protegida em seu interior foi evolutivamente mais vantajoso.
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Figura 5.4-Atividade hidrolitica das lipases de Y. lipolytica em meio com 1% Oleo de Oliva,
cultivadas em Elernmeyers, a 250rpm /28 °C , por 42 h. As linhas entre os pontos séo somente para
facilitar a visualizacdo e ndo representam dados experimentais. LE — lipase extracelular; LL —
lipase livre intracelular; LA — lipase associada a superficie celular.

Nunes (2015) cultivou Y. lipolytica com 6leo de oliva como indutor de lipase na
concentracdo de 1% e ndo foi observado os dois picos para a lipase intracelular como é
observado na figura 5.4. No entanto, o tempo de cultivo necessario para atingir o valor
maximo da atividade da lipase extracelular foi 0 mesmo, assim como o tempo de cultivo
para a maxima atividade da lipase aderida a superficie celular. Além disso, o valor das
atividades das lipases foi maior neste presente trabalho para todas as isoforma de lipase.

A figura 5.5 apresenta o perfil de atividade das lipases para o cultivo de Y.
lipolytica em Oleo de fritura residual (OFR). Nota-se que o pico de atividade da lipase
extracelular foi menor que o pico de atividade da lipase associada as células (LA), com
valores de 279 U/L e 522 U/g respectivamente. Dentre as fontes de carbono analisadas,
somente o Oleo de fritura residual apresentou lipase associada a superficie celular com
maior atividade que a lipase extracelular e foi a fonte que apresentou melhor

produtividade de LA pois produziu mais em menor tempo. Pode-se inferir que a baixa
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producdo de LE no cultivo com OFR foi acarretada pela presenca de substancias

inibidoras vindas da oxidacao desse 6leo.
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Figura 5.5-Atividade hidrolitica das lipases de Y. lipolytica em meio com 1% Oleo de Fritura
Residual cultivadas em Elernmeyers, a 250rpm / 28 °C , por 42 h. As linhas entre os pontos séo
somente para facilitar a visualizacdo e nao representam dados experimental. LE — lipase
extracelular; LL — lipase livre intracelular; LA — lipase associada a superficie celular.

E possivel notar diferencas nos perfis dos graficos do 6leo de oliva e do 6leo de

fritura residual. A maior inducdo de LA pelo éleo de fritura residual compdem essas

diferencas. Ao relacionar o resultado do perfil de atividade em éleo de fritura residual

com o resultado da andlise do teor de &cidos graxos do mesmo por cromatografia

gasosa, nota-se que 0o mesmo é composto majoritariamente por TAGs derivados do

acido palmitico e acido oleico ou desses respectivos acidos graxos. Pelos dados na

literatura sabe-se que o 6leo de oliva é composto majoritariamente por triacilglicerois

(TAG) derivados do &cido oleico. Esse resultado sugere a uma possivel influéncia do

acido palmitico na inducéo de LA.

Tabele 5.3 Atividade maxima, obtida em cada fonte de carbono utilizada, de lipase associada a
superficie celular e o respectivo tempo de cultivo.

Substrato Tempo (h) Atividade Maxima (U/g)
OFR 6 522
Oleo de Oliva 21 73
Acido Oleico 24 653
Acido Estearico 9 26
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A tabela 5.3 mostra a atividade méxima obtida nos diferentes substratos
utilizados no presente trabalho. O OFR apresentou a maior atividade em menor tempo
em relacdo aos demais susbtratos. Além disso, dentre todas as fontes de carbono
utilizada, esta € a que apresenta menor custo e maior cunho sustetavel pois trata-se de
um rejeito industrial. Por isso, as LA obtidos no cultivo de OFR foram utilizadas para as
reacOes de esterificacdo e transesterificacao.

A razdo pelo uso de lipases associadas a superficie € suportada pelo fato de ser
uma enzima naturalmente imobilizada. Enzimas imobilizadas s&o de interesse industrial
pois possibilitam 0 seu reuso no processo, o que contribui para a reducdo do custo final
do processo. A reutilizacdo de enzimas nos processos industrias € conveniente devido

ao preco das mesmas.

5.3 Potencial de lipase associada nas reacOes de transesterificacdo e esterificacdo

Neste trabalho utilizou-se a lipase associada a superficie celular (LA) induzida
pelo OFR no tempo de 6 h de cultivo nas reacOes de transesterificacao e esterificacdo. O
OFR foi o melhor indutor de producédo de lipase associada a superficie celular. A maior
atividade dessa lipase induzida por OFR ocorreu nas primeiras 6 h de cultivo. Portanto,
a LA assim produzida foi testada nas reacdes de transesterificacdo e esterificacdo para
avaliar seu potencial e considerar sua futura aplica¢do na producdo de biodiesel por uma
rota mais sustentavel.

A escolha da lipase associada a superficie celular foi feita, pois trata-se de uma
lipase imobilizada naturalmente, ou seja, ndo é necessario custos adicionais para fixa-las
em algum suporte. O uso de enzimas imobilizadas implica no seu possivel reuso. Para a
producdo de biodiesel por sintese enzimatico tal fato é vantajoso pois pode ser um meio
de contorna o alto custo das lipases.

Para avaliar as reacOes de transesterificacdo utilizou-se o método de CLAE
desenvolvido por Andrade (2011). A figura 5.6 ilustra as faixas de cada componente em
um cromatograma obtido por Andrade (2011) em uma analise do produto de
transesterificagdo quimica utilizando 6leo de canola. Pode-se perceber na figura que a
faixa dos picos para ésteres metilicos de acidos graxos (ESMAG) acontece no tempo de
retencdo de 5 a 10 minutos. Os monoglicerideos (MAG) sdo eluidos no tempo de
retencdo de 0 a 5 minutos, os diglicerideos (DAG) entre 10 a 15 minutos e 0s
triglicerideos (TAG) entre 15 a 25 minutos.
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Figura 5.6 - Cromatograma do produto de transesterificacéo do 6leo de canola com baixa
conversdo (CG=30%), em 5 min de reacdo e razdo molar 6leo vegetal:metanol de 1:3.(ANDRADE
2011).

5.3.1 Enzima e células liofilizadas

Como um primeiro teste, as reacdes de transesterificacdo foram realizadas com
LA e as células integras (Cl) produzidas nas mesmas condi¢Ges (metodologia descrita
no item 4.6.1) de forma a verificar se o tratamento de ultrassom seria realmente
necessario para expor a enzima associada a célula. As mesmas foram liofilizadas para
controlar o contetido de 4gua na reacao.

Foi realizada a analise da atividade destas enzimas (LA e CI) ap06s o processo de
liofilizacdo. A LA exibiu uma queda consideravel de atividade hidrolitica 29,4 U/g
quando comparadas a sua atividade medida antes da liofilizagdo (522 U/g). A célula
integra também apresentou uma atividade de lipase baixa (24,0 U/g), mas similar a LA.

As figuras 5.7 e figura 5.8 mostram o resultado da analise por HPLC do produto
de transesterificacdo utilizando LA e CI, respectivamente. O cromatograma mostra que

ndo houve conversao pois ha apenas picos na faixa do TAG.
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Figura 5.7- Cromatograma do produto de transesterificacdo catalisada pela célula integra
liofilizada produzida apds 6 h de cultivo de Y. lipolytica em OFR.
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Figura 5.8- Cromatograma por HPLC do produto de transesterificacio catalisada pela lipase
associada superficie celular (LA) liofilizada produzida apds 6 h de cultivo de Y. lipolytica em OFR.

A auséncia de conversdo pode ser justificada pela queda acentuada da atividade
enzimatica para as duas enzimas (LA e CI) apds o processo de liofilizag&o.

5.3.2 Lipase associada (LA) sem liofilizac&o

5.3.2.1 Reag&o de transesterificagio

A lipase associada (LA) foi obtida ap6s tratamento das células do cultivo com Y.
lipolytica em OFR no tempo de 6 h com ultrassom. Foi testado o potencial dessa enzima
para a reacao de transesterificacdo seguindo a metodologia descrita no item 4.6.1 b.

A figura 5.9 exibe o resultado do produto de transesterificacdo para a reacdo de
8,3 g de 06leo e 3 g de etanol com 72 h de duracdo com uso de 15 mg de enzima
ressuspendidas em 3 mL de agua como catalisador. Nota-se que pelo cromatograma que
ndo houve conversao, pois os picos observados correspondem apenas a regido dos TAG,

indicando que ndo houve conversdo do 6leo de soja em estéres metilicos.
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Figura 5.9- Cromatograma do produto de transesterificacdo da amostra contendo 8,3 g de 6leo de
soja e 3 g de etanol com 15 mg de enzima (Lipase associada a superficie celular produzida em
OFR), ressuspendidas em 3 mL de agua.

A figura 5.10 exibe o mecanismo de reacdo da lipase. Nota-se o0 ataque do
nitrogénio da molécula de histidina ao hidrogénio proveniente do segundo substrato.
Esse substrato pode ser uma molécula de agua, alcool ou éster dependendo da natureza
quimica do radical R presente neste mesmo substrato. No entanto, a natureza quimica
desse radical interfere na ionizacdo desse hidrogénio, pois quanto maior a cadeia
carbonica menor a acidez do hidrogénio devido ao efeito indutivo. Isso dificulta a
retirada do hidrogénio pelo nitrogénio da molécula de histidina. Assim, pode-se
entender a necessidade de maiores tempos para a reacdo de transesterificacdo com

catélise enzimatica.
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Figura 5.10 — Mecanismo de catélise de lipases (L. CASAS-GODOQY et al 2012)

Tabela 5.4 Producdo de biodiesel por catélise de lipases comerciais

Fonte de Lipase TAG Condicéo Converséo
(%)

P.flurescens Oleo de Jatrofa 40°C; 72

3:1 metanol:dleo;
Hexano ; 48h
Pseudomonas Oleo de algodao 37°C; 70
sp. residual 6:1 metanol:6leo; 48h

A. niger Oleo de Palma 25°C; 3:1 87
metanol:6leo;72h

Novozym® 435 Oleo de Soja 30°C; metanol; 3.5h 97

Lipozyme TL IM Oleo de Soja 40°C; metanol; 12h 98

Os dados da tabela 5.4 ilustram as condicdes, fontes de lipase, reagentes e taxa
de converséo das reacgdes de sintese de ésteres metilicos por catalise enzimatica obtidos
na literatura (CANAKCI 2007; ALI et al., 2011; XIAO et al., 2011,) . Observa-se que
0s tempos de reacdo se encontram entre 48h e 72h, para lipases ndo comerciais e entre
3.5h e 12h para lipases comerciais. O metanol é o alcool utilizado no processo
referenciados na tabela.
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O etanol foi escolhido para as reacOes de transesterificacdo e esterificacdo neste
trabalho devido a caracteristica sustentvel do processo de obtencdo do etanol e por ser
menos nocivo que o metanol.

Além disso, nota-se na tabela o menores tempo de reacdo e maiores conversdes,
principalmente das lipases comerciais Novozym e Lipozyme, pois apresentam maior
atividade enzimatica que as enzimas utilizadas neste trabalho.

Portanto, foi realizado um novo teste, porém com maior tempo de reagdo

Para este novo teste, foram adicionadas 16 mg de enzima (LA) ressuspendidas
em 3 mL de agua com 10 mL de 6leo de soja mais 6 mL de etanol. A mistura foi
incubada por 2 semanas. O resultado é exposto na figura 5.11.

A figura 5.11 mostra que h& picos na faixa dos ésteres etilicos o que evidencia a
ocorréncia de conversdo do TAG em ESMAG. Observa-se também picos na regido dos
DAG e MAG que constituem produtos intermediario da reacdo de transesterificacdo. A
ocorréncia dessas espécies podem ser justificados pela reacdo incompleta de
transesterificacdo ou da reacdo de hidrdlise.

H& poucos dados na literatura sobre a sintese de biodiesel com lipase de Y.
lipolytica. A maioria das sinteses enzimaticas de biodiesel € por lipases comerciais
(TALUKER et al,. 2013, HERNANDEZ-MARTINS et al., 2008), as quais apresentam
atividade superior a atividade de lipase de Y. lipolytica. Além disso, a quantidade de
agua utilizada nas reac@es foi bastante elevado o que pode ter prejudicado as reacGes de

esterificacdo e transesterificacao.
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Figura 5.11 —-Cromatograma do produto de transesterificacdo da amostra contendo incialmente 10
mL de 6leo de soja e 6 mL de etanol com 16 mg de enzima, ressuspendidas em 3 mL de agua.

A escassez de agua diminui a atividade da lipase quando compete com a
construcdo da camada de hidratacdo no entorno da enzima, porém o excesso de agua
dificulta a reacdo de transesterificacdo pois a mesma passa a competir com reacdes de
hidrélise e como mostra 0 mecanismo desta enzima, a reacdo de hidrolise € mais
favoravel que a reacdo de transesterificacdo ou esterificagdo. Portanto, o teor de agua
passar a ser um problema de otimizacdo. O patamar ideal de dgua passa a ser especifico
para cada origem da enzima.

Além disso, a concentracdo de alcool € um problema de otimizacdo. Como
explicado anteriormente, 0 mecanismo da lipase mostra que reacOes de
transesterificacdo e esterificacdo sdo menos favoraveis que as reacdes de hidrdlise
devido ao ataque do nitrogénio da molécula de histidina ao hidrogénio proveniente do
segundo substrato. A medida que aumentamos a cadeia carb6nica do segundo substrato
diminuimos a acidez do hidrogénio e dificultamos a reacdo, porém quanto maior a
cadeia carb6nica menos toxica o alcool é para enzima.

O excesso do alcool no meio reacional pode gerar um barreira hidrofilica em
torno da estrutura enzimatica, impedindo o aceso dos substratos hidrofébicos ao sitio
ativo. Ha na literatura um consenso de que as lipases ndo sdo inativadas pelas moléculas
de alcool em solugdo, mas pelo alcool insolavel, presente na forma de gotas de oleo.
Para evitar a inibicdo da enzima, a quantidade de alcool deve respeitar os limites de

solubilidade no 6leo. Segundo Iso et al. (2001), quando a vazdo molar metanol:agua for
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inferior a 3:1, ou quando a razdo etanol:agua for inferior a 11:1, a desativacdo das

lipases é muito pequena

5.3.2.2 Reacdo de esterificacdo

Além de testar o potencial da lipase associada a superficie celular (LA) para
reacdo de transesterificacdo testou-se o potencial para a reacdo de esterificacdo. Foi
utilizado o éacido oleico e o etanol como reagentes da reacdo e 18 mg de lipase
ressuspendidas em 3 mL de agua.

A figura 5.12 mostra o cromatograma de uma aliquota da fase orgénica retirada
do meio reacional. Pode-se perceber picos na faixa do MAG, que correspondem, além
dos monoglicerideos, os &cidos graxos e picos negligencidveis na regido do TAG. Ha
picos consideraveis na regido de ESMAG, evidenciando a ocorréncia da reagao.

Esse resultado mostra que a lipase estudada apresenta potencial promissor para
reacOes de esterificacdo, pois foi obtido picos na regido do ESMAG em menor tempo do

que as reacOes a partir do TAG.
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Figura 5.12 - Cromatograma do produto de esterificacdo da amostra contendo incialmente 10 mL
de 6leo de soja e 6 mL de etanol com 18 mg de enzima (Lipase associada a superficie celular
produzida em OFR), ressuspendidas em 3 mL de agua.

Comparando o resultado das reacfes, pode-se sugerir que a quantidade de agua
utilizada foi alta para a reagdo de transesterificacdo pois ha a preferéncia pela reacéo de

hidrolise devido a alta concentracdo de agua
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As duas reagdes estudados demonstraram precisar de um intervalo de tempo
superior ao tempo demandado pela reacdo com catélise quimica. Neste presente,
trabalho ndo foi utilizado um cossolvente porém hé resultados na literatura sobre sintese
enzimatica de biodiesel com enzimas comerciais utilizando cossolventes.

Azocar et al. (2011) estudaram a producdo de biodiesel a partir de 6leo de
fritura residual e metanol com a enzima Novozym 435 ®. Foi utilizada uma peneira
molecular para extrair a agua presente no 6leo. O uso do meio anidro evitou que o
produto final fosse consumido por hidrolise, reduzindo o conteudo final de &cidos
graxos e diglicerideos e, consequentemente, aumentando o rendimento em metil-ésteres.
Os autores mostraram as vantagens de se utilizar o terc-butanol como cossolvente da
reacdo. Entre elas, pode-se destacar a reducdo da inibicdo enzimatica causada pelo
metanol ao longo da reacdo e a manutencdo da atividade enzimatica apos varios ciclos
de reutilizacdo ( até cerca de 17). O baixo ponto de ebulicdo do terc-butanol (82°C)
favorece a sua escolha como cossolvente, devido a facilidade em se reutilizar a sua
separagdo. A quantidade recomendada pelos autores foi de 0.75% em base volumétrica

Além disso, ha informacGes na literatura sobre a influéncia do glicerol,
subproduto da reacdo de transesterificacdo, nas enzimas. O glicerol tende a ser
adsorvido pelos suportes hidréfilos das enzimas, diminuindo sua atividade catalitica. A
inibicdo da Novozym 435 ® por glicerol foi estudada por WATANABE et al (2000) .
Esses autores usaram 3 reatores de leito fixos continuos em série, removendo o glicerol
formado no primeiro reator por decantacdo e o rafinado prosseguia para o segundo
reator. Assim, 0s autores mostraram que a quantidade de metanol ndo reagido com a

remocao intermediaria do glicerol era menor.
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CAPITULO 6 - CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o 6leo de fritura residual,
composto majoritariamente por triglicerideos proveniente do acido oleico e acido
palmitico, foi o melhor indutor de lipase associada a superficie celular dentre as fontes
de carbonos utilizadas neste trabalho.

A melhor inducéo de lipase extracelular em cultivo com &cido esteérico indica
que a melhor condicdo de producao de lipase extracelular ocorre quando ha escassez de
substratos de mais alta afinidade por Y.lipolytica.

Os resultados obtidos sobre o potencial desta lipase para as reacOes de
esterificacdo e transesterificacdo sugerem direcOes para novos estudos. Neste trabalho,
pode-se inferir a melhor obtencdo de ésteres metilicos por meio de uma reacdo de
esterificacdo que por meio de uma reacao de transesterificacao.

Portanto, a sintese de biodiesel enzimatica continua sendo uma tecnologia

promissora que precisa de maiores estudos para torna-la possivel em escala industrial.
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CAPITULO 7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O potencial uso de lipases associadas a superficie celular mostrou uma potencial
aplicacdo para obtencdo de ésteres metilicos. Esse resultado é de interesse para a
aplicacdo da mesma em processos de producdo de biodiesel. Portanto, é necessario
aumentar a conversdo e diminuir o tempo reacional em reacdes de esterificagdo ou

transesterificagdo catalisadas por esta enzima.
» Estudo da concentracdo 6tima de dgua com o objetivo de favorecer a
reacdo de transesterificacdo ou esterificacdo em detrimento da reacéo de

hidrolise.

» Uso de um cossolvente pode auxiliar em conversdes melhores e maiores

taxas de reacOes e consequentemente menores tempos.

» Cultivo de Y. lipolytica em 6leo de palma e &cido palmitico e verificar a

atividade de todas as fracdes de lipases.
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