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RESUMO - A transesterificacdo enzimatica ¢ fonte alternativa na produgao de biodiesel
por ser mais especifica. O objetivo do trabalho ¢ produzir e caracterizar lipase
imobilizada em magnetita para a recuperacdo e reaproveitamento da enzima na
produgdo de biodiesel. Para a imobilizagdo da lipase, obtida do cultivo da levedura
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 e produzida em biorreator, a enzima foi colocada
em contato com a magnetita, feita por co-precipitagdo alcalina de FeCl, e FeCl; e
tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 6,5 em agitador rotatorio por 2, 4, 6 € 24 h. O
primeiro tempo de contato ¢ o mais adequado devido ao maior rendimento de
imobilizacdo. Foi testada uma sintese do éster etilico com 6leo de soja, etanol (3:1) e o
nanocatalisador a 0,05 p/p sob agitagdo, 50°C e por 48 h, tendo bom grau de conversao
de 51,92%.
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INTRODUCAO

A procura constante pelo
desenvolvimento sustentdvel tem fomentado a
quantidade de pesquisas que levem ao maior uso
de tecnologias limpas, principalmente aquelas
que podem reduzir o uso de combustiveis
fosseis. Nesse sentido, o biodiesel surgiu como
forte alternativa, pois pode ser originado de
gorduras animais ou de dleos vegetais presentes
na mamona, no dendé, no girassol, no
amendoim, na soja, entre outras espécies, as
quais sdo bastante abundantes no Brasil
(Marchetti et. al, 2007). O processo mais
utilizado atualmente para a producdo de
biodiesel ¢ a transesterifica¢do de triacilglicerois
contidos nos 6leos vegetais ou gorduras animais
com o etanol ou o metanol estimulado por um
catalisador (Fukuda er. al, 2001), formando
ésteres etilicos e metilicos, respectivamente, e
glicerina como subproduto. Tal reacdo pode ser
realizada através do uso de catalisadores acidos,
basicos ou enzimaticos. De forma geral, as
industrias quimicas utilizam a catdlise basica
para a sintese desses ésteres. No entanto, esse
processo possui varios inconvenientes, como a
baixa seletividade do catalisador, levando a
indesejaveis reagdes paralelas (Cruz Jr et al,
2008).

Dessa forma, a catalise enzimatica tem se
mostrado promissora em varios estudos ja
realizados. A lipase por participar desse tipo de
reacdo, ser de facil acesso e por isso ter baixo
custo tem sido alvo de inumeras pesquisas com
resultados bastante satisfatorios. Entretanto, por
ser uma enzima, a sua utilizagdo em sua forma
livre inviabiliza o processo devido as frageis
configuragdes  estruturais. Com isso, a
imobilizacdo veio a resolver essa questdo, ja
que esse método permite que a enzima
imobilizada seja resgatada com a sua estrutura
e funcdo mantidas, sem perdas e reutilizada
(Dalla-Vecchia et. al, 2004). O wuso de
nanoparticulas magnéticas, como a magnetita,
em suporte de imobilizacdo de enzimas oferece
algumas vantagens tais como maior area de
superficie especifica para ligacdo de maior
quantidade de enzima, menor resisténcia a
transferéncia de massa, além das enzimas
imobilizadas  poderem ser seletivamente
separadas da mistura reacional pela aplicagao de
campo magnético (Bai et al, 2005).

MATERIAIS E METODOS

Sintese da Magnetita

A magnetita foi preparada por co-
precipitacdo alcalina de Fe (II) e Fe (III) sob
tratamento térmico. Para isso, foi feita uma
purificagdo de FeSO4,.7H,O em solucdo de
H,SO, 50 % (p/v) e, em seguida, a reacao do
sulfato ferroso purificado com CaCl,.2H,O. O
cloreto ferroso obtido foi adicionado a solugao
de cloreto férrico em solucdes equimolares de
0,5 M, com a temperatura mantida a 60°C por
15 minutos sob agitacdo mecanica em banho-
maria. Posteriormente, foi gotejada solucao de
hidroxido de amoénio 25% até se obter pH
entre 11 e 12 por mais 15 minutos. A solucdo
com o p6 da magnetita foi entdo centrifugada e
o precipitado seco em estufa a 35°C.

Caracterizacdo do Suporte: A magnetita
foi analisada em espectrofotometro de
infravermelho com transformada de Fourrier
(FTIR) (IRPrestige-21 Series da Shimadzu) e
analise de difragao de raio-x (DRX) usando o
difratometro X’ Pert PRO Panalytical Philips.

Micro-organismo

A levedura utilizada para a produgdo de
lipase foi uma cepa selvagem de Yarrowia
lipolytica 583 (IMUFRJ 50682) selecionada de
um estudrio da Baia de Guanabara no Rio de
Janeiro, Brasil e identificada pelo Instituo de
Microbiologia do Centro de Ciéncias da Satde
da Universidade Federal do Rio de Janeiro. E
preservadas em meio YPD — agar contendo em
(p/v): extrato de lévedo 1%, peptona 2%,
glicose 2% e Agar-agar 3%.

Sintese da Lipase

As células preservadas em meio YPD
foram inoculadas de forma estéril com algas de
platina em 200 mL de meio de cultivo YPD em
erlenmeyers de 500 mL. Apos 48 h em shakers
a 160 rpm e 28°C, um volume de células
correspondentes a concentracao inicial de 1,0
+ 0,1 mg p.s. cel/mL foram centrifugadas
(3000 rpm) por 10 minutos e ressuspensas em
meio de cultivo modificado (1% de extrato de
lévedo, 0,64% de peptona e 2% de glicose)
servindo como in6culo para a produgdo de
lipase em biorreator de 2 L com 1,5 L de meio.
As condi¢des de producgdo foram: 28°C, 650
rpm, vazdo de oxigénio de 1,5 L/min por 20



horas. Apds isso, o meio no biorreator foi
retirado e centrifugado a 3000 rpm por 10
minutos € o sobrenadante usado como extrato
bruto de lipase.

Atividade do Extrato Bruto:
Acompanhou-se a hidrolise de uma solucdo de
p-nitrofenil laurato (pNFL) a 560 pM em
DMSO e em tampao fosfato de potéassio a 50
mM e pH 7. Adicionou-se 0,2 mL de extrato
bruto a 1,8 mL do substrato a 37°C e a reagao
foi acompanhada em espectrofotometro a 410
nm durante 100 segundos. A atividade
enzimdtica (U) ¢ definida como a quantidade
de enzima que catalisa a transformacdo de 1
umol de substrato por minuto.

Teor de Proteina do Extrato Bruto:
Utilizou-se a metodologia desenvolvida por
Bradford (1976).

Imobilizacdo da Lipase

A imobilizagdo da lipase por adsor¢do
fisica foi feita em triplicata com 1 mL do
extrato bruto, 9 mL de tampdo fosfato de
potassio 0,1 M pH 6,5 e 200 mg de
nanoparticulas magnéticas de magnetita e um
controle (ndo contendo o suporte). Condicdes:
2,4, 6 e 24 horas a 150 rpm e 25 °C. Apos,
meio foi centrifugado (6000 rpm, 15 minutos),
os precipitados lavados com tampao,
liofilizados e armazenados a 10°C.

Producio do Ester Etilico

Foi feita uma sintese teste do éster etilico
utilizando 6leo de soja e etanol na razao 3:1 e
enzima imobilizada a 0,05 p/p em erlemeyer
de 50 ml e um controle (sem o biocatalisador).
As duas amostras foram levadas ao banho de
agitacdo a 50°C, deixando reagir por 48h..
Apbs esse tempo, aplicou-se um campo
magnético para a retirada da nanoparticula.
Esses, entdo, foram postos em funil de
separacao a fim de decantar a glicerina do
éster etilico.

Determinacdo do Rendimento: O grau de
conversao foi obtido por diferenga (entre o
teste com biocatalisador e controle),
quantificando-se os triglicerideos ndo reagidos
ap6s a separacdo do glicerol com o kit
enzimatico Laborlab. O grau de conversdo foi
calculado pela diferenga entre a concentragdao
de triglicerideo remanescente no controle (sem
catalisador) e na amostra (da reacdo com

catalisador) dividido pela concentracdao
triglicerideo remanescente no controle e
multiplicado o resultado por 100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O suporte apresentou vibragdes, no
infravermelho, bem proximas as caracteristicas
da magnetita, segundo Maity et al. (2009),
como mostra a Figura 1. A estrutura cristalina
do suporte produzido ¢ confirmada pelos picos
bem definidos e proximos ao padrdo do 6xido
de ferro (Bedé, 2010), como mostra a Figura 2.
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Figura 1 - Espectro de FTIR da magnetita
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Figura 2 - Difratograma da magnetita

A atividade enzimatica ¢ medida
seguindo ao longo do tempo o aparecimento
do produto ou o desaparecimento do substrato.
E expressa geralmente em unidades de



atividade enzimatica (U), que corresponde a
quantidade de enzima que catalisa a
transformag¢do de Iumole de substrato por
minuto, a 25°C ¢ em condi¢des definidas de
pH, concentragdo de substrato, entre outras. A
medida da atividade de uma enzima ¢ a
determinagdo da taxa de reacdo inicial numa
situagdo em que a concentragao de substrato ¢
bem maior que a concentragdo de enzima e de
produto. Para se ter certeza, utiliza-se sempre
o inicio da fase linear da reagdo. No caso,
acompanha-se a atividade da lipase através da
reagdo de hidrolise de p-nitrofenil laurato
(branco), obtendo-se como produto o acido
laurico e o p-nitrofenol laurato (amarelo) e,
por isso, utiliza-se a absorbancia como
parametro para a medida da atividade
enzimatica.

A atividade lipdsica no extrato bruto
ap6s producao em biorreator com Y. lipolytica
foi de 12061,50 U/L e a concentracao de
proteina foi de 83,21 pg/mL. O extrato bruto
foi colocado em contato com a magnetita por
diferentes tempos e o rendimento da
imobilizagao foi calculado pela diferenca entre
a atividade da enzima no extrato bruto e a
atividade do sobrenadante apds o periodo de
contato com o suporte, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Relacio entre atividade
hidrolitica e o rendimento de imobilizacao

Tempo | Atividade | Concentracdo | Rendimento
(h) hidrolitica de proteina de
(U/L) (ng/mL) imobilizacio
(%)
0 12061,5 + 83,21 +2,7 0
552,2
2 58,07 £ 9,3+5,1 99,03
37,4
4 26,01 + 4,4+46 99,60
27,5
6 4587 +7,6 22,7+3,1 99,24
24 26,68 + 42+21 99,50
18,5

*O tempo zero corresponde aos valores da
enzima livre.

Os  resultados obtidos para a
quantificagdo de glicerol na amostra do éster
etilico produzido e no controle foram de 3,93
+ 1,0 g/L e 8,14 = 0,3 g/L, nessa ordem. Isso

quer dizer que a catdlise pareceu bastante
eficiente, visto que a quantidade de glicerol
ainda ligado ao éster etilico foi bem menor que
no controle, j& que neste nao havia o
biocatalisador. Por meio das propor¢des de
acidos graxos no 6leo de soja, em que se leva
em consideragdo o acido Linolénico (7%),
Linoléico (56%), Estedrico (4%), Palmitico
(11%) e Oléico (22%) (COSTA NETO, 2002)
e pela estequiometria, pode-se calcular o grau
de conversdo da reagdo. Esse primeiro teste
obteve um grau de 51,92% aproximadamente.
Conforme as expectativas, a atividade
hidrolitica e a concentracdo de proteina nos
sobrenadantes e nas lavagens foram bem mais
baixas em relacao as quantidades iniciais. Com
isso, pode-se afirmar que grande parte da
enzima estd ligada ao suporte. O tempo de
contato mais adequado para a imobilizacgao até
o momento foi de 2 horas, sendo o
biocatalizador resultante desse processo
utilizado nas reagOes de transesterificacdo. O
grau de conversio da reacdo de
transesterificacao foi de 51,92%.

CONCLUSAO

Pode-se afirmar até entdo que a
imobilizacdo da lipase na magnetita ¢
promissora, uma vez que os rendimentos de
imobilizacao foram bastante altos, em torno de
99%. O tempo de imobilizacdo mais adequado
at¢ o momento foi o de 2 horas e o
biocatalizador obteve cerca de 50% de
conversdo dos triglicerideos na reagdo de
transesterificacao.
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