‘ g 8 5 8 X Seminario de Extens&o e Inovagao
XXV Se

et minario de Iniciagdo Cientifica e Tecnolégica
'SICITE

UTFPR - CAMPUS TOLEDO 23 a 27 de Novembro | Toledo - PR

UTrer

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

CAMPUS TOLEDO

Camila T. Cardoso dos Santos
camila.taynara@hotmail.com
Universidade Tecnolégica Federal
do Parana, Apucarana, Parand,
Brasil

Alessandra Machado Baron
alessandrab@utfpr.edu.br
Universidade Tecnolégica Federal
do Parana, Apucarana, Parand,
Brasil

Milena Martins Andrade
milenaandrade @utfpr.edu.br
Universidade Tecnolégica Federal
do Parand, Apucarana, Parand,
Brasil

Patricia Salomé&o Garcia

p.salomaogarcia@gmail.com
Universidade Tecnolégica Federal
do Parand, Apucarana, Parand,
Brasil

Recebido: 19 ago. 2020.
Aprovado: 01 out. 2020.

Direito autoral: Este trabalho esta
licenciado sob os termos da Licenca
Creative Commons-Atribuicdo 4.0
Internacional.

https://eventos.utfpr.edu.br//sicite/sicite2020

Lipases em reagoes de esterificagao

Lipases in esterification reactions

RESUMO

A finalidade deste trabalho foi otimizar a sintese do oleato de etila catalisada por micélio
contendo lipases de Botryosphaeria ribis EC-01. A fim de maximizar a varidvel resposta
(rendimento da reagdo %) aplicou-se a ferramenta estatistica da desejabilidade (FED) em
resultados anteriores, levando em consideragdo os parametros significativos para a variavel
resposta: temperatura (T), quantidade de micélio (g) e razdo molar (RM). As condi¢cGes
preditas pela FED foram temperatura (T) de 45 °C; quantidade de micélio (QLLM) acima de
1 g e razdo molar acido: dlcool (RM) entre 1:1 e 1:2. Entdo, alguns experimentos foram
realizados buscando validar os estudos preditos. A cinética de reagao foi acompanhada a
cada 3 h por um periodo de 24 h. Os resultados mostraram que o maior rendimento (90%)
foi obtido a 40 °C, 1,6 g de micélio, RM 1:2 (12 h).

PALAVRAS-CHAVE: Biocatadlise. Enzimas. Micélio.
ABSTRACT

The purpose of this work was to optimize the synthesis of ethyl oleate catalyzed by
mycelium containing lipases from Botryosphaeria ribis EC-01. In order to maximize the
response variable (reaction yield%), the statistical desirability tool (EDF) was applied to
previous results, taking into account the significant parameters for the response variable:
temperature (T), quantity of mycelium (g) and molar ratio (RM). The conditions predicted
by the FED were temperature (T) of 45 ° C; amount of mycelium (QLLM) above 1 g and acid:
alcohol (RM) molar ratio between 1: 1 and 1: 2. Then, some experiments were done to
validate the predicted studies. The reaction kinetics was monitored every 3 h for a period
of 24 h. The results showed that the highest yield (90%) was obtained at 40 ° C, 1.6 g of
mycelium, RM 1: 2 (12 h).

KEYWORDS: Biocatalysis. Enzymes. Mycelium.

Pagina | 1



https://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2020
mailto:isabel.komeroski@hotmail.com

$ EQe 0 o . "
2020 X Se_mmano_ d_e Exteqsao e Inovagao _
"\ XXV Seminario de Iniciagéo Cientifica e Tecnolégica I PR
SICI ’ E 23 a 27 de Novembro | Toledo . PR UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

INTRODUGCAO

Diversas reac¢oes fazem uso das lipases (EC 3.1.1.3), tais como, a hidrdlise de
ésteres de acidos graxos e reacdes de sintese realizadas in vitro como esterificacao,
transesterificacdo (alcodlise e aciddlise), interesterificacdo e amindlise. As lipases
sdo versateis e com ampla aplicacdo no setor biotecnolégico, principalmente na
area quimica, incluindo formulacdo de detergentes, producao de emulsificantes e
surfactantes, resolucdo de misturas racémicas, sintese de ésteres, polimeros e
herbicidas. As enzimas também sdao empregadas no setor ambiental, farmacéutico,
alimenticio e energético (COLLA; REINEHR; COSTA, 2012).

A obtencdo de lipases pode ocorrer através de tecidos de animais (pancreas
de bovinos, ovinos, suinos) e vegetais (latex de mamao, soja, aveia e sementes de
mamonas) ou pela produgdo envolvendo o processo de fermenta¢do submersa
(FS) ou solida (FES) de microrganismos (bactérias, fungos e leveduras). Na FS, as
lipases podem ser extracelulares (normalmente as empregadas na industria), ou
seja, que é secretada no meio de cultivo, e intracelular ou presente em células
inteiras, neste caso, a enzima esta no interior da célula ou na parede celular
(CANELA-GARAYOA et al., 2014).

A biomassa (micélio) é um subproduto da fermenta¢do, podendo ser
empregada como fertilizantes, complemento de ragdao animal (SILVA, 2010) e em
biotransformacdo, no caso de possuir enzimas ligadas ao micélio (BIROLLI et al.,
2015). Biotransformacdo corresponde as reagbes quimicas catalisadas por
microrganismos ou preparac¢des que derivam da biomassa, podendo ser realizada
em meio aquoso ou organico. As fontes provenientes dos microrganismos sao
relevantes devido a estabilidade e facilidade de aquisicdo quando comparadas com
as demais (CASTRO et al., 2004), além da propensdo a produgdao em massa as
lipases microbianas, atuam com especificidade quanto ao substrato, em ampla
faixa de pH e sdo estdveis em altas temperaturas (PERA et al., 2014).
Botryosphaeria ribis EC-01 foi preliminarmente selecionado como um bom
produtor de lipases quando cultivado em diferentes dleos vegetais e glicerol
através de fermentacdo submersa (FS) dentre outros isolados fungicos do género
Botryosphaeria, por ser endofitico e conhecido por secretar diferentes enzimas.
(MESSIAS et al., 2009).

Tendo em vista a possibilidade de aproveitamento do micélio contendo lipases
de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas, o objetivo deste trabalho foi estudar a
esterificacdo oleato de etila catalisada por estas enzimas.

MATERIAIS E METODOS

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

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

Igarashi (2018) utilizou as lipases de B. ribis ligadas no micélio em reacdes de
esterificacdo do oleato de etila. Neste estudo, o melhor rendimento em éster
(90%) foi obtido para as condi¢des 40 °C, quantidade de micélio (QLLM) de 1 g, RM
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1:1 e 24 h. Baseado nestes resultados, o presente trabalho utilizou a ferramenta
estatistica da desejabilidade (FED), a fim de maximizar a varidvel resposta
(rendimento da reacdo %). Além disso, a cinética foi acompanhada a cada 3 h até
24 h. As condi¢Ges preditas pela FED foram temperatura (T) de 45 °C; quantidade
de micélio (QLLM) acima de 1 g e razdo molar acido:alcool (RM) entre 1:1 e 1:2.
Por isso, alguns experimentos foram realizados com a finalidade de validar as
condicBes preditas pela FED (Tabela 1):

Tabela 1. CondigBes reacionais para otimizagao da sintese do oleato de etila
catalisada por lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio.

Experimento Temperatura (°C) QLLm®@ RM®
1 45 1 1:2
2 40 1 1:2
3 40 1,6 1:2 (adigdo em 1 etapa)
4 40 1,6 1:2 (adicdo em 3 etapas)

Fonte: Autoria propria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de validar a ferramenta estatistica de desejabilidade (FED), que

indicou maximizac¢do do rendimento da esterificacdo para as condigdes: (T) de 45
°C; quantidade de micélio (QLLM) acima de 1 g e razdo molar acido:alcool (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 reacgao foi
préoximo 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, ou seja, para catalisadores enzimaticos e economia
atébmica nas reacdes em geral, temperaturas e RM menores sdo requeridas. Em
seguida, a temperatura foi diminuida para 40 °C, mas as demais condi¢des foram
mantidas (Figura 1). Neste caso, o rendimento em éster foi também préximo a
90%, ou seja, é possivel diminuir a temperatura de 45 para 40 °C sem prejuizos no
rendimento da reacgdo.

O teste de desejabilidade sugeriu ainda que, quantidades de micélio

superiores a 1 g poderiam aumentar o rendimento da reacdo. Por isso, a
guantidade de micélio foi aumentada de 1 g para 1,6 g (Experimento 3) (Figura 2).

Outro fator consideravel estudado neste trabalho esta relacionado ao uso de

etanol como reagente, sendo hidrofilico, pode favorecer a desnaturacdo da enzima
devido a remoc¢do da agua de hidratacdo necessdria para a manutencdo da
estrutura cataliticamente ativa (VERDASCO-MARTIN et al., 2016). A inativa¢do da
enzima pode acontecer também por inibicdo competitiva, no qual moléculas do
alcool se ligam de forma reversivel ao sitio ativo da enzima, diminuindo o acesso
do substrato hidrofébico (PEREZ et al., 2014). Para minimizar este inconveniente,
o experimento 4 foi importante para avaliar a influéncia da adi¢do do etanol em
etapas.

Figura 1 — Cinética de esterificacdo entre 4cido oleico e etanol empregando lipases
de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio (e) 45 e (m) 40 °C. Condig¢des: Razdo

molar acido: alcool (1:2); 120 rpm; 1 g de micélio; 10 mL de n-hexano.
Experimentos em triplicata com representacdo de desvio padréo.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 2 — Cinética de esterificagao entre acido oleico e etanol empregando lipases
de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio (A ) 1 g de micélio; (®) 1,6 g de micélio e
etanol adicionado em 3 etapas e (m) 1,6 g de micélio e etanol adicionado em 1 etapa.
Condigdes: 40 °C; Razdo molar acido: dlcool (1:2); 120 rpm; 10 mL de n-hexano.
Experimentos em triplicata com representacao de desvio padrao.
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados indicaram (Figura 2) que foi possivel reduzir o tempo da reacdo
a metade (12 h), mantendo o mesmo rendimento (90%) para as condicdes (3) e
(4). Além disso, em 6 h de reacdo, a producdo de éster foi aproximadamente 30%
superior para a reacdo onde o etanol foi adicionado em etapas. Apds este tempo,
ambas reacgdes (3) e (4) atingiram rendimento muito préximos a 100% em 24 h.
Estes resultados indicam a importancia do referido estudo e sugere que o
rendimento de 100% possa ser atingido possivelmente em 15 h para a reagdo onde
o etanol foi adicionado em etapas, considerando que a reacdo esta na velocidade
inicial (regido linear).

Em relacdo a utilizacdo de lipases ligadas ao micélio em reacdes de
esterificacdo, alguns trabalhos encontrados na literatura estdo expostos no
Quadro 1.

Zanotto et al. (2009) usou micélio contendo lipases provenientes de fungos
isolados de algumas plantas da regido amazonica, encontrando melhor resultado
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na esterificacdo do oleato de pentila (98%, 72 h) para lipases ligadas ao micélio do
fungo codificado como UEA_115.

Solarte et al. (2014) empregou lipases ligadas ao micélio de Aspergillius flavus
para sintese do laurato de etila com rendimento de 96% (24 h).

Oliveira et al. (2017) sintetizou decanoato de butila obtendo 100% (24 h) de
rendimento utilizando lipases de Aspergillus ibericus, produzindo ésteres
aromaticos aplicados na industria alimenticia.

De Castro et al. (2017) utilizou lipases ligadas ao micélio oriundo de Aspergillus
westerdijkiae pra sintese do oleato de etila, apresentando rendimento de 35% (24
h), representando uma alternativa para produc¢do do biodiesel.

Kirdi et al. (2017) utilizou lipases ligadas ao micélio de Aspergillus oryzae na
reacgao de esterificagdao do acetato de cis-3-hexen-1-ilo em solvente organico, com
98% (12 h) de rendimento.

Quadro 1 - Trabalhos que reportam a utilizagdo de lipases ligadas em micélio.

Lipase Condigées Principais Ref
resultados
UEA_115 Sintese do oleato de pentila: 6,66 | 91% de (ZANOTTO et
mmol acido oléico e n- pentanol, rendimento em al., 2009)
30 mL n-hexano, 28 °C, 50 mg de ester
micélio, 72 h
A. Sintese do laurato de etila: Acido 96% de (SOLARTE et
Flavus ldurico 0,125 mmol mL™%, 0,250 rendimento em al., 2014)
mmol mL? de etanolem n - éster
hexano, 40 °C, 20 mg de micélio,
24 h
A. Sintese do decanoato de butila: 5 100% de (OLIVEIRA et
Ibericus mL de acido decandico e butanol, rendimento em al., 2017)
37 °C, 10% (p / v) de micélio, 24 h | éster
A. Sintese do oleato de etila: Acido 35% de (DE CASTRO et
Westerdijkia | oléico 100 mM, 200 mM de rendimento em al., 2017)
e etanol, 40 °C, 20 mg de micélio, 24 | éster
h
A. Sintese do acetato de cis-3-hexen- | 98% de (KIRDI et al.,
Oryzae 1-ilo: Acido acético mM, 50 mM de | rendimento em 2017)
cis-3-hexen-1-ol,70°C,30g L' de | éster
micélio, 24 h
B. Sintese do oleato de etila: Acido 90% de Este trabalho
Ribis oléico 0,76 mmol, 1,5 mmol de rendimento em
etanol, 10 mL n- hexano, 40 °C, 1,6 | éster
g de micélio, 12 h

Fonte: Autoria propria (2020).

Destaca-se que as diferencas nos percentuais do rendimento em éster ndo
devem ser avaliadas isoladamente e sim analisadas pelo conjunto das condicdes,
qgue se diferem a cada bibliografia. Assim, a viabilidade é determinada pelos
respectivos parametros: rendimento, tempo, temperatura, quantidade de
reagentes e quantidade de enzima. Apesar destas diferencas, pode-se considerar
gue os resultados obtidos neste trabalho sdo promissores e inéditos no que diz
respeito a aplicacdo do micélio de B. ribis contendo lipases.
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Outros experimentos, como por exemplo, utilizando a RM 1:1 com 1,6 g de
micélio serd realizado a fim de verificar se é possivel obter rendimentos préximos
a90% em 12 h.

CONCLUSAO

Para a reacdo de d4cido oleico com etanol, as lipases B. ribis EC-01 ligadas ao
micélio, demonstraram resultados préximos a 90% de rendimento, nas condicdes:
40 °C; Razdo molar acido:alcool (1:2) e quantidade de micélio 1,6 g.
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