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RESUMO - As lipases sdo enzimas capazes de hidrolisar triacilglicerois
transformando-os em acidos graxos livres e glicerol, o que possibilita sua
aplica¢do na reacdao de hidrolise de 6leos e gorduras residuais (OGR). O OGR ¢
uma matéria prima para producdo do biodiesel que apresenta como vantagens a
redu¢do do custo de produgcdo pelo seu baixo valor de mercado e o
reaproveitamento de residuo, contribuindo para um desenvolvimento sustentavel.
Neste trabalho, objetivou-se a selegdo de um imobilizado de lipase de Candida
rugosa visando-se maximizar a hidrolise do OGR. Foram avaliados diferentes
suportes de imobilizagdo (caulim e argila montimorillonita KSF comercial) a
partir da metodologias de imobilizacdo em meio aquoso. As reacdes de hidrdlise
foram conduzidas na temperatura de 45°C, por 6h, empregando razao agua:6leo
3:1 (v/v). As reagdes foram acompanhadas pelo teor de acidos graxos livres,
calculando-se o grau de hidrolise (%). O imobilizado que apresentou melhor
resultado foi o suporte montimorillonita KSF comercial, sua conversdao em acidos
graxos em 6 horas alcancou 43,01%. Portanto, a lipase de Candida rugosa,
imobilizada possui viabilidade para sua aplicagdo na hidrolise de OGR visando a
sintese de biodiesel.

1. INTRODUCAO

As lipases sdo denominadas de glicerol ésteres hidrolases e pertencem ao grupo das
hidrolases. A partir dessas enzimas os triacilglicerdis sofrem um processo de hidrolise em trés
etapas, inicialmente sdo transformados em diacilglicerois, em seguida a monoacilglicerdis e
glicerol em todas as etapas sao produzidos acidos graxos livres (SANTOS, 2015).

Trata-se de um grupo importante de enzimas para aplicagdes biotecnologicas em
diversos setores como de detergentes, téxtil, alimenticio, farmacéutico, cosmético, industrias
de papel e biocombustiveis (FERREIRA-DIAS, 2013).
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No campo dos biocombustiveis as lipases podem ser aplicadas na hidrdlise de 6leos
vegetais ou gorduras animais para producdo do biodiesel. O biodiesel vem se consolidando no
mercado mundial como uma alternativa sobre os combustiveis petroquimicos pois possui
algumas caracteristicas vantajosas, tais como, alto nimero de cetano; baixo conteudo de
enxofre e de compostos aromaticos, maior ponto de fulgor, teor médio de oxigénio, carater
ndo toxico e biodegradabilidade, menor emissao de particulas de HPA, CO e CO,, além de ser
proveniente de fontes renovaveis (BAGLEY,1998; HAAS, 2001; PETERSON, 2002).

O processo de hidroesterificacdo ¢ a técnica mais atual na producdo de biodiesel,
consistindo numa reagao de hidrolise seguida por uma reagdo de esterificacdo. Esse processo
possibilita o uso de qualquer matéria-prima graxa, independentemente dos teores de acidez e
umidade (SANTOS, 2015).

Com a hidroesterificacdo, o reaproveitamento do OGR na produ¢do de biodiesel se
torna uma possibilidade para redugcdo do custo da matéria-prima diminuindo o valor de
mercado e de conscientizagdo sobre a importancia da preservacdo ambiental, pois reaproveita
um residuo e o transforma em uma alternativa energética, contribuindo para um
desenvolvimento sustentavel menos poluente (COSTA NETO, 2001).

2. OBJETIVO

Avaliar a viabilidade de aplicagdo de lipases inespecificas, imobilizadas em diferentes
suportes, na rea¢do de hidrdlise do 6leo de gordura residual para a sintese de biodiesel por
hidroesterificagao.

3. MATERIAIS E METODOS

Matérias Primas: o 6leo de gordura residual utilizado no projeto foi cedido pelo Instituto
Federal de Educacgdo, Ciéncia e Tecnologia de Sao Paulo, Campus Matdo. As enzimas sao
lipases Candida rugosa (L1754, EC. 3.1.1.3, tipo VII, atividade hidrolitica 3577,46 U/g, teor
de proteina 16 % m/m) obtida da Sigma-Aldrich e Candida antartica da Novozymes, € 0s
suportes de imobilizacdo foram Caulim e Montimorillonita KSF comercial cedidos pelo
Laboratorio de Peneiras Moleculares (LABPEMOL) da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte.

3.1. Imobiliza¢do em meio aquoso

Para imobilizagdo por adsor¢do fisica, em meio aquoso, a enzima foi solubilizada em
uma solucao tamponante de fosfato com pH 7 ¢ 25 Mm. Submeteu-se a solu¢do enzimatica
numa propor¢ao suporte/enzima de 0,5g/10 ml em um tubo falcon. O tubo permaneceu em
agitacdo por 24 horas em temperatura ambiente. Apos as 24 h centrifugou-se a 5000 rpm por
10 min e separou o imobilizado (PAULA, 2012).

3.2. Determinacao da atividade hidrolitica

A dosagem da atividade enzimadtica foi realizada através da metodologia descrita por
Paula (2012).
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3.3. Rendimento de imobilizac¢ao da lipase

O rendimento da imobilizagdo da lipase foi calculado usando a Equagdo 2 (PAULA,
2012):

Ux100
Uo )

Em que: U = unidades de atividade hidrolitica total no derivado imobilizado, Uo =
unidades de atividade hidrolitica oferecidas para imobilizagao.

(%)=

3.4. Aplicaciao dos derivados imobilizados em reacoes de hidrolise em
0leo de gordura residual

Para as reacdes de hidrolise em 6leo de gordura residual, preparou-se uma emulsdo de
2,5 g de oleo, 7,5 g solucao tampao fosfato pH 7 e 0,075 g de goma ardbica com 2,5 % de
catalisador em relagdo a massa total. A mistura foi inserida em um reator de 50 mL, que foi
mantido sob agitacdo moderada, sob temperatura de 45 °C, por 6 horas. A cada duas horas foi
retirado uma aliquota de aproximadamente 0,5g da fase organica e determinado o teor de
acidos graxos livres e indice de acidez.

3.5. Indice de Acidez

Adicionaram-se 10 ml de alcool e duas gotas do indicador fenolftaleina na aliquota
retirada da reacdo de hidrolise do OGR em frasco Erlenmeyer de 125 mL. Em seguida titulou-
se com uma solucdo de hidréxido de sédio 0,1 M (SILVA, 2010). A estimativa do indice de
acidez em mg de KOH/g de 6leo foi calculada segundo a Equacgao 3.

_V*F*561
P

14 3)

V = volume de solugdo de hidroxido de sédio 0,1 M gasto na titulagdo, F = fator da
solugdo de hidréxido de s6dio, P = massa da amostra (g)

4. RESULTADOS

A lipase de Candida rugosa foi imobilizada por adsor¢ao fisica em meio aquoso, em
dois suportes Montimorillonita KSF Comercial e Caulim. Ambos os derivados imobilizados
apresentaram diminui¢ao da atividade hidrolitica, em relagao ao valor fornecido pela lipase na
forma livre, conforme dados apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Atividade hidrolitica da lipase de Candida rugosa livre e imobilizada em
diferentes suportes.

Rendimento de

Catalisador Atividade Hidrolitica (U/g) Imobilizacio (%)
Candida rugosa livre 3377,46 -
Candida rugosa imobilizada em Caulim 232,9 33,63
Candida rugosa imobilizada em Mont. KFC 96,96 14,01

Analisando os dados da Tabela 1, a lipase de Candida rugosa imobilizada que forneceu
maior atividade foi imobilizada em suporte o caulim, com rendimento de imobilizacdo de
33,63 %. Segundo os dados encontrados da literatura (PAIVA, 2008), o suporte caulim esta
sendo considerado para as imobilizagdes de lipases devido sua afinidade e baixo custo ¢ a
argila Montimorillonita a elevada capacidade de troca catidnica e a capacidade de expansao
interlamelar.

Todos os sistemas imobilizados foram empregados como catalisadores da reacdo de
hidrolise do 6leo de gordura residual apresentando como resultado os teores de acidez (Tabela
2) e comportamento de conversdo do 6leo em acidos graxo livres em decorrer do tempo
(Gréfico 1).

Tabela 2: Acidez no meio reacional da hidrolise do OGR ao decorrer do tempo nos
imobilizados de Candida rugosa.

2 horas 4 horas 6 horas
Catalisador Enzimatico Acidez mg NaOH/g Acidez mg NaOH/g  Acidez mg NaOH/g

Candida rugosa - Caulim 40,99 63,29 73,78

Candida rugosa - Mont 52,75 63,72 85,59

A hidrolise do substrato, que nesse caso ¢ o triaciglicerol, ocorre via hidrolise
sequencial dos grupos acila do glicerideo liberando diacilglicerois, monocilglicerdis, glicerol
e acidos graxos ocasionando o aumento de acidez no meio durante o decorrer do tempo.

Os resultados revelaram que a conversao maxima em 6 horas obtida empregando caulim
e Montmorillonita KSF como suportes, foram 37,3 % e 43,01%, respectivamente.
Comparando os imobilizados com a Novozym 435 — Candida antdrtica imobilizada - enzima
com 8000 U/g de atividade hidrolitica, pode-se observar que a enzima Novozym 435 forneceu
um valor de hidrolise muito menor que a Candida rugosa, isso pode ser decorrente de ser uma
enzima 1-3-especifica. Segundo os dados encontrados por Talukder et al. (2010) a lipase
Candida rugosa hidrolisou 99% do O6leo residual apds 10 h de reacdo. O reuso dos
imobilizados ndo foi realizado no presente trabalho, porém esta previsto nas proximas etapas
da pesquisa.
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Grafico 1: Conversdo do OGR em 4acidos graxos livres dos imobilizados de Candida
rugosa em caulim e Montimorillonitta KFC da enzima Novozym 435

50

X 5
0
e
= 40
2o | T e .
8 35 I
o .
5 30
3 25
8 20 T
U
= 15
2% e
v 10 .......................................
2 Y R Y ]
LI
e
G &
0 1 2 3 4 s 6 .

Tempo (h)

Legenda: O icone ®representa o suporte caulim e ® o suporte Montimorillonitta KFC e o ®
Novozym 435.

5. CONCLUSAO

A partir deste estudo, observamos a viabilidade da aplicacao da enzima Candida rugosa
na hidrélise do 6leo de gordura devido sua conversdo de 43,01 % em 6 horas dado que
corrobora a literatura ja existente e possibilita sua aplicagdo na sintese de biodiesel por
hidroesterificacao.
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