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 O objetivo deste trabalho foi otimizar a síntese do oleato de etila utilizando micélio 
contendo lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas (ML) e hexano como co-solvente 
iniciada por Igarashi (2018). Aplicou-se a ferramenta estatística da desejabilidade (FED), 
com a finalidade de maximizar a variável resposta (rendimento da reação %). As condições 
sugeridas pela FED foram temperatura (T) de 45 °C; quantidade de micélio (QML) acima de 
1 g e razão molar ácido:álcool (RM) entre 1:1 e 1:2. Por isso, alguns experimentos foram 
realizados com a finalidade de validar as condições sugeridas pela FED, sendo eles: (1) 45 
°C, 1 g de QL e RM 1:2 (90%; 24 h); (2) 40 °C, 1 g de QL e RM 1:2 (90%, 24 h); (3) 40 °C, 1,6 g 
de QL e RM 1:2 (álcool adicionado em 1 etapa), (90%, 12 h) e (4) 40 °C, 1,6 g de QL e RM 1:2 
(álcool adicionado em 3 etapas) (rendimento próximo a 90%, 12 h). A cinética da reação foi 
acompanhada nos intervalos de tempo de 3, 6, 9, 12 e 24 h. Os resultados mostraram que 
foi possível reduzir o tempo da reação à metade (12 h), mantendo o mesmo rendimento 
(90%) para as condições (3) e (4).  
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 ABSTRACT 

The objective of this work was to optimize ethyl oleate synthesis using mycelium-linked 
Botryosphaeria ribis EC-01 lipases (LM) and hexane as co-solvent initiated by Igarashi 
(2018). The statistical desirability tool (EDF) was applied to maximize the response variable 
(reaction yield %). The conditions suggested by the EDF were temperature (T) of 45 °C; 
amount of mycelium (QLM) above 1 g and acid: alcohol (RM) molar ratio between 1:1 and 
1:2. Therefore, some experiments were performed with the purpose of validating the 
conditions suggested by the EDF, as follows: (1) 45 °C, 1 g of QLM and 1:2 RM (90%; 24 h); 
(2) 40 °C, 1 g QLM and 1:2 RM (90%, 24 h); (3) 40 °C, 1.6 g QLM and 1:2 RM (1-step alcohol), 
(90%, 12 h) and (4) 40 °C, 1.6 g QLM and RM 1:2 (alcohol added in 3 steps) (yield close to 
90%, 12 h). The reaction kinetics were monitored at 3, 6, 9, 12 and 24 h. The results showed 
that it was possible to reduce the reaction time in half (12 h), maintaining the same yield 
(90%) for conditions (3) and (4). 
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INTRODUÇÃO 

Com vasta aplicação no setor biotecnológico as lipases (EC 3.1.1.3) são 
utilizadas em reações como a hidrólise de ésteres de ácidos graxos e reações de 
síntese realizadas in vitro como esterificação, transesterificação (alcoólise e 
acidólise), interesterificação e aminólise.  

A obtenção de lipases pode ocorrer através de tecidos de animais e vegetais 
ou pela produção envolvendo o processo de fermentação submersa (FS) ou sólida 
(FES) de microrganismos (bactérias, fungos e leveduras). Na FS, as lipases podem 
ser extracelulares (normalmente as empregadas na indústria), ou seja, que é 
secretada no meio de cultivo, e intracelular ou presente em células inteiras, neste 
caso, a enzima está no interior da célula ou na parede celular (CANELA-GARAYOA 
et al., 2014). Na maioria dos casos, o extrato bruto é purificado, sendo a enzima 
concentrada e/ou imobilizada em suportes inertes. A biomassa (micélio) é um 
subproduto da fermentação e pode ser empregada como fertilizantes, 
complemento de ração animal (SILVA, 2010) e em biotransformação, caso haja 
enzimas ligadas ao micélio (BIROLLI et al., 2015). Compreende-se por 
biotransformação, as reações químicas catalisadas por microrganismos ou 
preparações que derivam da biomassa, podendo ser realizada em meio aquoso ou 
orgânico.  

Botryosphaeria ribis EC-01 foi preliminarmente selecionado como um bom 
produtor de lipases quando cultivado em diferentes óleos vegetais e glicerol 
através de fermentação submersa (FS) dentre outros isolados fungicos do gênero 
Botryosphaeria, por ser endofítico e conhecido por secretar diferentes enzimas. 
(MESSIAS et al., 2009). Em resultados anteriores (IGARASHI, 2018), o micélio 
contendo lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas, apresentaram boa 
eficiência catalítica na síntese do oleato de etila quando realizada com co-solvente 
(hexano). Um planejamento experimental 23 (temperatura-T, quantidade de 
micélio contendo lipases ligadas massa do micélio-QLM e Razão molar ácido: 
álcool-RM), com triplicata no ponto central, analisando a variável resposta, 
rendimento da reação (%), foi realizado. O melhor rendimento (90%) foi obtido nas 
seguintes condições 40 °C; 1 g de micélio e RM de 1:1. Por isso, o objetivo deste 
trabalho foi dar continuidade à otimização da síntese do oleato de etila utilizando 
micélio lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio (LLM) tendo o 
hexano como co-solvente. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Depois do cultivo do microrganismo e a produção das lipases, as células 
(micélio) foram separadas por filtração e secas em liofilizador.  

A atividade de hidrólise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) catalisada pelas 
lipases ligadas ao micélio foi determinada baseado no método de Winkler e 
Stuckmann ( 1979) (2,71 ± 0,27 U mg-1).  

Após, aplicou-se a ferramenta estatística da desejabilidade (FED), com a 
finalidade de maximizar a variável resposta (rendimento da reação %) analisando 
os resultados obtidos por Igarashi (2018). As condições sugeridas pela FED foram 
temperatura (T) de 45 °C; quantidade de micélio (QLLM) acima de 1 g e razão molar 
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ácido:álcool (RM) entre 1:1 e 1:2. Por isso, alguns experimentos foram realizados 
com a finalidade de validar as condições sugeridas pela FED (Tabela 1): 

Tabela 1. Condições reacionais para otimização da síntese do oleato de etila 
catalisada por lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio. 

Experimento Temperatura (°C) QML(1) RM(2) 

1 45 1,0 1:2 

2 40 1,0 1:2 

3 40 1,6 1:2 (adição em 1 etapa) 

4 40 1,6 1:2 (adição em 3 etapas) 

(1)QML: quantidade de micélio contendo lipases ligadas; (2)RM: razão molar ácido 
álcool. Fonte: Autoria própria. 

Para todos os casos, utilizou-se 10 mL de hexano, 120 rpm, 240 µL de ácido 
oleico, 90 µL de etanol (RM 1:2), para o experimento (4), adicionou-se 30 µL a cada 
3 horas, iniciando no tempo zero. A cinética da reação foi acompanhada nos 
intervalos de tempo de 3, 6, 9, 12 e 24 h. As reações (triplicata) foram 

acompanhadas retirando-se alíquotas de 100 L e o rendimento em éster (%) foi 
realizado pelo método de Lowry-Tinsley (1976).  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Com a finalidade de validar a ferramenta estatística de desejabilidade(FED), 
que indicou maximização do rendimento da esterificação para as condições: (T) de 
45 °C, quantidade de micélio (QLLM) acima de 1 g e razão molar ácido:álcool (RM) 
entre 1:1 e 1:2, os resultados obtidos para o primeiro experimento (45°C, 1 g de 
QLLM e RM 1:2) podem ser observados na Figura 1. O rendimento da reação foi 
próximo a 90% (24 h), resultado semelhante ao obtido por Igarashi (2018) (90% de 
rendimento a 40 °C; 1 g de micélio e RM de 1:1), porém, a referida autora utilizou 
menor temperatura e RM. Em seguida, a temperatura foi alterada para 40 °C, e as 
demais condições foram mantidas (Figura 1). Neste caso, o rendimento em éster 
foi também próximo a 90%, ou seja, é possível diminuir a temperatura de 45 para 
40 °C sem prejuízos no rendimento da reação.  

O teste de desejabilidade sugeriu ainda que, quantidades de micélio 
superiores a 1 g poderia aumentar o rendimento da reação. Por isso, a quantidade 
de micélio foi aumentada de 1 g para 1,6 g (Experimento 3) (Figura 2). 

Outro fator importante estudado neste trabalho, está relacionado a utilização 
de etanol como reagente, sendo hidrofílico, pode favorecer a desnaturação da 
enzima devido à remoção da água de hidratação necessária para a manutenção da 
estrutura cataliticamente ativa (VERDASCO-MARTÍN et al., 2016). A inativação da 
enzima pode ocorrer também por inibição competitiva, onde moléculas do álcool 
se ligam de forma reversível ao sítio ativo da enzima, diminuindo o acesso do 
substrato hidrofóbico (PEREZ et al., 2014). Para minimizar este inconveniente, o 
experimento 4 foi importante para avaliar a influência da adição do etanol em 
etapas. 
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Figura 1 – Cinética de esterificação entre ácido oleico e etanol empregando lipases de 
Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio (●) 45 e (■) 40 °C. Condições: Razão molar 
ácido:álcool (1:2); 120 rpm; 1 g de micélio; 10 mL de hexano. 
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Fonte: Autoria própria. 

Figura 2 – Cinética de esterificação entre ácido oleico e etanol empregando lipases 
de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio (▲  ) 1 g de micélio; ( ● ) 1,6 g de micélio e 

etanol adicionado em 3 etapas e ( ■  )1,6 g de micélio e etanol adicionado em 1 etapa. 
Condições: 40 °C; Razão molar ácido:álcool (1:2); 120 rpm; 10 mL de hexano. 
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Fonte: Autoria própria. 

Os resultados indicaram (Figura 2) que foi possível reduzir o tempo da reação 
à metade (12 h), mantendo o mesmo rendimento (90%) para as condições (3) e 
(4). Além disso, em 6 h de reação, a produção de éster foi aproximadamente 30% 
superior para a reação onde o etanol foi adicionado em etapas. Após este tempo, 
ambas reações (3) e (4) atingiram rendimento muito próximos a 100% em 24 h. 
Estes resultados indicam a importância do referido estudo e sugere que o 
rendimento de 100% possa ser atingido possivelmente em 15 h para a reação onde 
o etanol foi adicionado em etapas.  

CONCLUSÃO 
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Lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio, na reação de ácido 
oleico e etanol, demonstraram resultados próximos a 90% de rendimento, nas 
condições: 40 °C; Razão molar ácido:álcool (1:2) e quantidade de micélio 1,6 g.  

Os resultados obtidos no presente trabalho podem ser considerados 
promissores e contribuíram para o aproveitamento do micélio contendo lipases na 
área da biocatálise. 
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