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RESUMO

RAMOS, P. R. Producéo e aplicacédo da lipase de Geotrichum candidum com
soro de leite para reacdo de esterificagcdo em meio supercritico de dioxido
de carbono (SC-COy). 2019. 74 f. Dissertacdo — (Mestrado em Engenharia de
Alimentos) - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de
Séo Paulo, Sao Paulo, 2019.

O intuito do estudo foi a producéo e aplicacdo da lipase de Geotrichum candidum,
produzida a partir do soro de leite, em reacado de esterificagédo utilizando dioxido de
carbono supercritico como solvente meio reacional. Primeiramente foi feita a
producdo da lipase de Geotrichum candidum em fermentacdo submersa em
frascos agitados a 200 rpm com temperatura de 30°C utilizando dois tipos de soro
de leite diferente: soro de leite da producéo do queijo minas frescal e soro de leite
da producédo de queijo tipo mucarela. A atividade enzimatica maxima apresentada
pela lipase de soro de minas frescal foi de 19,87 U/mL em 24 horas enquanto que
a lipase de soro de mucarela apresentou atividade de 17,80 U/mL em 48 horas.
Foi realizada a reacdo de esterificacdo do &cido oleico com o metanol em 3
diferentes meios (isento de solvente organico, com hexano como solvente e com
dioxido de carbono supercritico como solvente) utilizando as duas lipases
produzidas como catalisador. A melhor condicdo para a reacéo de esterificagao
utilizando lipase de soro de minas frescal em meio isento de solvente foi na razéo
molar acido:alcool de 1:3, concentracéo de lipase de 7,5 U/Qjipase liofiizada € 50 °C em
gue apresentou rendimento de 12,65 %. Com a lipase de soro de mucarela
apresentou rendimento maximo de 10,51 % em condic6es de razdo molar 1:3,
concentracdo de lipase 7,5 U/Qiipase liofiizada € 30°C. Em meio reacional utilizando
hexano e lipase de soro de minas frescal como catalisador a reacdo de
esterificacdo apresentou rendimento de 11,20 U/Qiipase liofilizada €M condicbes em que
a razao molar foi de 1:3, a concentracdo de lipase de 7,5 U/Qipase iiofiizada €
temperatura igual a 30°C. Ja quando foi utilizado a lipase de soro de mucarela
como catalisador, a reagcdo teve rendimento de 10,10 % com razdo molar
acido:alcool de 1:3, concentracéo de lipase em 2,5 U/Qiipase iiofiizada € teMperatura
igual a 30°C. Em meio contendo dioxido de carbono supercritico como solvente e
lipase de soro de minas frescal como catalisador, o rendimento da reacdo de

esterificacdo foi de 37,73% em condicbes com razdo molar acido:alcool de 1:3,



concentragdo de lipase de 2,5 U/Qipase iioflizada, Pressdo igual a 10MPa e
temperatura igual 50°C. Com relacéo a reacao de esterificacdo utilizando lipase de
soro de mucarela como catalisador, em condicdes em que a razao molar
acido:alcool foi de 1:3, a concentracéo de lipase foi de 2,5 U/Qipase liofiizada, @
presséao foi de 10MPa e a temperatura foi de 50°C, o rendimento apresentado pela
reacao foi de 39,41%. A razdo molar foi a variavel com efeito significativo em todas
as reacgOes de esterificacdo estudadas. O rendimento da reacao foi maior quando
foi utilizado o diéxido de carbono supercritico como solvente e meio reacional em
comparacdo com 0 meio isento de solvente e com solvente organico, isso

demonstra que o meio com CO, supercritico favoreceu a reacdo de esterificagao.

Palavras-chave: Enzima lipolitica, CO2 supercritico, esterificacdo, biocatalise.



ABSTRACT

RAMOS, P. R. Production and application of Geotrichum candidum lipase
with whey for esterification reaction in supercritical medium of carbon
dioxide (SC-C0O2). 2019. 74 f. M. Sc. Dissertation — (MSc in Food Engineering)
- Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2019.

The aim of the study was to produce and apply lipase from Geotrichum
candidum, produced from whey, in the esterification reaction using supercritical
carbon dioxide as the medium reaction solvent. Firstly, the production of
Geotrichum candidum lipase in submerged fermentation was carried out in
flasks shaken at 200 rpm with a temperature of 30°C using two types of
different whey: milk whey from the production of fresh minas cheese and whey
from the production of cheese type. The maximum enzyme activity presented
by minas frescal whey lipase was 19.87 U/mL in 24 hours whereas the whey
lipase of the mucarela presented activity of 17.80 U/mL in 48 hours. The
esterification reaction was carried out in 3 different media (solvent free, with
hexane as organic solvent and with supercritical carbon dioxide as solvent)
using the two types of lipase produced as catalyst. The best condition for the
esterification reaction using whey lipase from minas frescal in solvent free
medium was in the molar ratio acid:alcohol of 1:3, lipase concentration of 7.5
U/g and 50°C in which it yielded 12.65%. On the other hand, the lipase from
mucarela whey showed maximum yield of 10.51% under conditions of 1:3 molar
ratio, lipase concentration of 7.5 U/g and 30 ° C. In a reaction medium using
organic solvent hexane and lipase from minas frescal whey as catalyst the
esterification reaction showed a yield of 11.20 U/g under conditions where the
molar ratio was 1:3, the lipase concentration was 7.5 U/g of lyophilized lipase
and temperature equal to 30°C. When the mucarela whey lipase was used as
the catalyst, the reaction had 10.10% yield with acid:alcohol molar ratio of 1:3,
lipase concentration at 2.5 U/g and temperature at 30 ° C. In medium containing
supercritical carbon dioxide as the solvent and lipase of minas frescal as

catalyst, the yield of the esterification reaction was 37.73% under conditions



with acid:alcohol molar ratio of 1:3, lipase concentration of 2, 5 U/g, pressure
equal to 10MPa and temperature equal 50 ° C. With respect to the esterification
reaction using mucgarela whey lipase as the catalyst, under conditions where the
acid:alcohol molar ratio was 1:3, the lipase concentration was 2.5 U/g, the
pressure was 10MPa and the temperature was 50°C, the yield of the reaction
was 39.41%. The molar ratio was the variable with a significant positive effect in
all the esterification reactions studied. The reaction yield was higher when the
supercritical carbon dioxide was used as the solvent and the reaction medium in
comparison to the solvent-free and organic solvent medium, this shows that the
medium with supercritical CO, favored the esterification reaction.

Key words: Lipolytic enzyme, supercritical CO,, esterification, biocatalysis
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1. INTRODUCAO

O interesse na utilizagdo de residuos industriais como matéria-prima
para a producdo de novos produtos vem crescendo nas Ultimas décadas e a
tecnologia hoje permite que se utilizem processos com menos impacto ao meio
ambiente para a transformacdo e reutilizacdo de fontes que antes seriam
descartadas. Entre esses residuos pode-se citar o soro de leite proveniente da
producdo de queijos e a agua de maceracao de milho proveniente da industria
de producdo de farinhas e cereais e ambos podem ser utilizados para a
obtencdo de lipases produzidas por microrganismos como o Geotrichum
candidum.

Lipases sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases que
catalisam as reacdes de quebra (lise) de ésteres de cadeias longas em alcodis
e acidos graxos livres e podem ser utilizadas também na esterificacao,
transesterificacdo e amindlise e apresentam alta seletividade. As lipases
podem ser encontradas em animais, plantas ou produzidas por microrganismos
como o Geotrichum candidum, por exemplo (SILVA, 2012; MALDONADO et al.,
2016).

Geotrichum candidum tem sido muito utilizado para a producdo de
lipases e pode se reproduzir em diversas condi¢cdes reacionais (pH,
temperatura e pressao) e diferentes fontes de carbono,de nitrogénio ou fontes
de lipideos. A lipase de Geotrichum candidum é acido graxo especifica, pois
ela hidrolisa as ligacbes cis-9 em cadeias longas de ésteres e acidos graxos e
podem ser produzidas por fermentacdo submersa ou em estado solido, sendo
a primeira a mais comum (RATTRAY; HANSEN, 1999; DIAZ, 2007)

Comparada a fermentacdo em estado solido, a fermentacédo submersa
tem vantagens como uma maior homogeneidade do meio de cultura e maior
facilidade de controle de parametros de processo com pH e temperatura.
Entretanto apresenta algumas desvantagens como a dificuldade de troca de
oxigénio no meio liquido (COLLA et al., 2016).

Entretanto, os processos enzimaticos geralmente utilizam uma grande
quantidade de agua como meio reacional e levando em consideracdo que a

lipase apresenta uma boa estabilidade em fluidos pressurizados, pode-se
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utilizar outros meios reacionais que acarretam menor impacto no meio
ambiente, entre esses meios esta o didéxido de carbono supercritico.

Muito comum em técnicas de extracdo, o fluido supercritico é
considerado um solvente verde, pelo fato de ndo gerar efluentes toxicos ou
nocivos ao meio ambiente. Um fluido em condicbes supercriticas tem
caracteristicas intermediarias entre um liquido e um géas podendo assim tem
propriedades como viscosidade e permeabilidade alteradas e benéficas a
reacao que se deseja realizar (CORNELIO-SANTIAGO et al., 2017; MELGOSA
et al., 2017).

De acordo com a literatura consultada, ndao foi encontrado estudo
envolvendo a producao de lipase de Geotrichum candidum utilizando soro de
leite.

Da mesma forma, foram encontrados dois artigos envolvendo aplicacéo
de lipase de Geotrichum candidum e diéxido de carbono supercritico (SC-COy),
mas em reacdes de reducado de cetonas.

Levando esses aspectos em consideracdo, este estudo pretende fazer
uma avaliacdo e comparacdo da reacdo de esterificacdo da lipase de
Geotrichum candidum (obtida com soro de leite e gua de maceracao de milho)
em meio reacional com diéxido de carbono supercritico, meio contendo hexano

e meio livre de solvente.
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2. OBJETIVO

Avaliagdo do rendimento da reagcédo de esterificacdo, usando como

catalisador lipase produzida pelo Geotrichum candidum, em meio contendo

soro de leite e 4gua de maceracao de milho em meio supercritico de diéxido de

carbono.

2.1. Objetivos especificos

Producédo da lipase de Geotrichum candidum utilizando agua de
maceragao de milho e soro de leite minas frescal ou soro de leite

de mucarela.

Comparacéo da atividade enzimatica de lipase produzidas com

soro de leite minas frescal ou com soro de leite de mucarela

Aplicacdo da lipase produzida em reacdo de esterificacdo de
acido oleico e metanol em trés diferentes meios: livre de
solvente, contendo hexano como co-solvente e em di6éxido de

carbono supercritico

Comparacdo do rendimento da reacdo de esterificacdo pela

lipase nos diferentes meios reacionais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Enzimas

As enzimas catalisam reacfes quimicas e seu uso vem crescendo nos
ultimos anos devido a suas vantagens em relacdo a catalisadores quimicos
comuns. Fatores como seletividade, vida util, rapidez de conversdo de
substrato em produto, especificidade, pouca ocorréncia de reacdes
secundarias e condi¢cdes de reacdo mais brandas fazem com que reacdes
utilizando enzimas como catalisador sejam vantajosas economicamente e
benéficas ao meio ambiente (PENG et al., 2016).

Enzimas podem ser obtidas de fontes vegetais, animais ou por
microrganismos originados de fungos ou bactérias. Grande parte das enzimas
utilizadas em processos industriais sdo de origem microbiana, produzidas
através de processos fermentativos e séo classificadas de acordo com a
funcdo que exercem ou de sua fonte de origem. A Tabela 1 apresenta os tipos

de enzimas e as definicdes de quais reacdes participam (SPIER, 2005).

Tabela 1 - Tipos de enzimas

Classe de enzimas Definicdo Exemplo

Desidrogenases,

- N . N . , oxidases,catalase,
1. Oxido-redutases = ReagOes de oxido-redugao ou transferéncia de elétrons.

peroxidase,

polifenol-oxidase.
Transferem grupos funcionais como amina, fosfato, acil, Quinasese e
2. Transferases

carboxil. transferases.

3. Hidrolases

4. Liases

5. Isomerases

6. Ligases

Hidrélises de ligagdes covalentes.

Catalisam a quebra de ligagGes covalentes e a remogao de
moléculas de dgua, amodnia e gas carbonico.

ReacOes de interconversao entre isbmeros oticos e
geomeétricos.

Catalisam reacdes de formacdo de novas moléculas a partir da
ligacdo entre duas moléculas pré-existentes.

Peptidases, lipase,
protease, celulase,
pectinase e amilase.
Pectinaliase,
dehidratases e
descarboxilases.
Epimerases, glicose-
isomerase.

Sintetases.

Fonte: Adaptado de Knez (2009), Torres (2001) e Koblitz (2010).
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lipoliticas naturais das lipases, elas sao

responsaveis pela catalise da reacdo de hidrélise de ésteres de cadeias longas
em alcodis e acidos graxos livres (MALDONADO et al., 2016). A Figura 1

apresenta a classificacao das lipases baseado na sua especificidade e na fonte

da qual a lipase € obtida e a Tabela 2 mostra algumas aplicacdes das lipases

na industria como alimenticia e quimica.

Figura 1 - Classificacdo das Lipases

Classificagdo
das lipases

Substrato « .
o N3o especifica
especifica
Baseado na . . .
especificidade Regioseletiva 1, 3 especifica
Enantioseletiva Acido graxo
especifica
Vegetal
Baseada na
fonte
Insetos Bolores
Microbiana Leveduras

Bactérias

Fonte: Adaptado de Sarmah et al. (2017)

Tabela 2 - Aplicacdo da lipase na industria.

Setor Reagao

Laticinio Hidrélise da gordura do leite

Panificacdo Melhoramento da qualidade, prolongamento da vida util de
prateleira

Bebidas Catalisador do processo fermentativo

Derivados de ovos
Processamento de carnes e peixes
Oleos

Quimica fina

Detergentes

Farmacéutico

Analitico

Cosméticos

Curtume

Diversos

Melhoramento da qualidade do ovo
Aromatizacdo e remocao de excesso de gordura
Esterificacdo de 6leos naturais

Sintese de ésteres

Remocdo de manchas de dleo e gorduras
Digestdo de dleos e gorduras de alimentos
Analise de triacilglicerdis no sangue

Remocdo de lipideos

Remocdo de gorduras das peles de animais

Decomposicdo e remogdo de substancias oleosas

Fonte: Adaptado de Contesini et al. (2010), Orlandelli et al. (2012) e Barros, Fleuri e Macedo (2010).
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Durante a hidrdlise a lipase quebra a ligacao do grupo acil do glicerol e
o transfere para o grupo hidroxila (OH). O fato das lipases terem alta
seletividade e especificidade e serem muito estaveis tornam-nas muito
populares em indastrias como a de alimentos e cosméticos (LAGUERRE et al.,
2017). Além da reacdo de hidrdlise, as lipases sdo capazes de catalisar
reacdes como amindlise, acidolise, alcodlise, esterificacdo e transesterificacao
(ORLANDELLI et al., 2010; ANGAJALA; PAVAN; SUBASHINI, 2016).

Geralmente as lipases utilizadas tanto na industria em geral como em
alguns experimentos em laboratério séo lipases produzidas em grande escala
em processos industriais, essas lipases sao conhecidas como lipases
comerciais e a Tabela 3 apresenta alguns tipos de lipases comerciais assim

COomo seus respectivos fabricantes.

Tabela 3 - Fabricantes de lipases comerciais

Fonte Fabricante

Aspergillus niger Aldrich, Amano, Biocatalysts, Fluka, Novozymes e Rohm.
Aspergillus sp. Novozymes.

Candida antarctica A Boehringer, Fluka, Novozymes, B Fluka, Novozymes e Boehringer.
Candida cylindracea Meito.

Aldrich, Altus, Amano, Biocatalysts, Boehringer, Fluka, Meito Sangyo,

Candida rugosa Sigma e Roche.

Geotrichum candidum* Amano.

Mucor miehei Amano, Boehringer, Biocatalysts, Fluka e Novozymes
Penicillium roqueforti Amano, Biocatalysts e Fluka.

Pseudomonas sp. Amano, Boehringer, Fluka, Mitsubishi, Rohm e Sigma.
Rhizopus arrhizus Biocatalysts, Boehringer, Fluka e Sigma.

Rhizopus oryzae Amano e Sigma.

Gérmen de trigo Fluka e Sigma

Pancreas suino Aldrich, Amano, Biocatalysts, Boehringer, Fluka, R6hm e Sigma.

Fonte: Adaptado de Kuhn (2010), *atualizado neste trabalho.

Dentre as lipases mais utilizadas na indastria de alimento de
encontram-se o Geotrichum fragrans e Geotrichum candidum que podem ser

utilizados para obtencao de bioaromas e biodiesel.
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3.2. Geotrichum candidum

O Geotrichum € conhecido como um fungo anamorfico e apenas duas
espécies, de um total de 22, estdo relacionadas a industria de alimentos: o
Geotrichum candidum e o Geotrichum fragrans. A producédo do fungo pode
ocorrer em diferentes condi¢cdes de necessidades nutricionais como carbono,
nitrogénio ou fontes de lipideos, diferentes condicbes do meio reacional
(temperatura, pH, agitacdo e aeracdo), condi¢cdes de inbéculo ou tipos de
biorreatores (BOTHA; BOTES, 2014; MALDONADO et al., 2016).

O Geotrichum candidum possui uma faixa de crescimento 6tima de
25°C, sendo inativado com temperaturas superiores a 55 °C e pH ideal na faixa
de 7,0, sendo o minimo de 4,6. Como a maioria dos fungos, o Geotrichum
candidum pode ser encontrado em silagens, plantas, frutas e animais e nos
alimentos, seja como parte natural ou como contaminante (DIAZ, 2007).

Esta presente naturalmente no leite cru e é utlizado na industria
alimenticia geralmente no processamento e producdo de queijos devido a
presenca de enzimas com atividades lipoliticas e proteoliticas como a lipases,
gue produz compostos aromatizantes e reduz o amargor do queijo (JACQUES
et al., 2017; ZHU et al., 2017).

Fontes de nitrogénio organicas e inorganicas sdo frequentemente
utilizadas como substrato na producdo de lipase através do Geotrichum
candidum e varias outras fontes de substratos tém sido estudados ao longo dos
anos para buscar uma produtividade maior e menor custo de processo, Como 0
cloreto de amdnia, peptona e nitrato de sédio (JAVED et al., 2018).

A faixa de concentracdo mais utilizada é a de 0,1% até 5,0% m/m
(enzima/substrato). Pode-se ainda utilizar azeite de oliva como fonte de lipidio
para se aumentar a atividade do microrganismo na producdo de lipase
(MALDONADO et al., 2015).

Outro importante fator que pode influenciar na producéo da lipase pelo
Geotrichum candidum é o in6culo, geralmente utilizado na forma liquida.
Entretanto, alguns autores compararam a atividade enzimatica utilizando
inéculos inicialmente sélidos e verificaram que houve um aumento significativo

dessa atividade quando comparado a reagdes que utilizaram inoculo no estado
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liquido. Outros autores verificaram ainda que a atividade aumentava conforme
a area utilizada do inoculo solido era maior (MALDONADO et al., 2012).

A atividade e a estabilidade das enzimas sdo aspectos importantes
para que se possa avaliar a viabilidade econdmica, e a resisténcia a altas
temperaturas e a especificidade faz com que enzimas sejam de grande valia
para a industria. Estudos relacionados a acdo da lipase de Geotrichum
candidum em ambientes industriais sédo escassos, mas de grande interesse da
industria de alimentos pela economia que seria gerada (MUHAMMAD et al.,
2017).

3.2.1. Producéao das Lipases

Os métodos de obtencdo de lipases sao por fermentacdo submersa
(FS) ou fermentacdo em estado solido (FES). Industrialmente, a fermentacao
submersa € a mais utilizada, pois favorece o controle de parametros como a
temperatura e 0 pH e facilita a quantificacdo e a recuperacdo de enzimas
extracelulares, além de promover maior homogeneidade do meio de cultura, se
comparado a fermentacdo em estado solido (SILVA, 2012).

Alguns estudos citam como desvantagem na fermentacdo em estado
sélido a coloracdo do meio reacional, devido a presenca de esporos de fungos
e outros componentes remanescentes da extracdo celular. Por outro lado, a
fermentacdo submersa traz como desvantagem a dificil transferéncia de
oxigénio no meio reacional, que pode ser agravada no caso dos fungos pelas
hifas e sua morfologia filamentosa (COLLA et al., 2016).

Varios microrganismos sdo capazes de produzir lipase por via
fermentativa, seja ela submersa ou em estado solido e esses microrganismos
podem ser divididos em bolores (perfeitos e imperfeitos) (Tabela 4), leveduras
(Tabela 5) e bactérias (Tabela 6).



Tabela 4 - Bolores utilizados para produc¢do de lipase por via fermentativa.

Microrganismo Autores Ano
Aspergillus nidulans Shukla 2014
Aspergillus niger Ghaly et al. 2010
Aspergillus niger Zdarta, Jesionowski e Luffa 2016
Aspergillus oryzae Mayordomo, Randez-Gil e Prieto 2000
Aspergillus oryzae Abe et al. 2006
Aspergillus sp. Bagewadi et al. 2013
Colletotrichum
gloeosporioides Sande et al. 2015
Colletotrichum y
gloeosporioides Gofferjé et al. 2014
Geotrichum candidum Brabcova et al. 2013
Geotrichum candidum* Burkert et al. 2011*
Geotrichum candidum* Maldonado et al. 20127, 20147, 20157 e
2016*
Geotrichum sp. Dhake, Thakare e Bhanage 2013
Geotrichum sp.* Kamimura et al. 2001*
Penicillium camemberti Padhi, Haas e Bornscheuer 2012
Penicillium chrysigenum Kumar e Negi 2015
Penicillium citrinum Sharma D, Sharma B e Shukla 2011
Penicillium expansum Zhao e Baker 2013
Penicillium expansum Gutiérrez-Arnillas et al. 2016
Penicillium restrictum Ramos-Sanchez et al. 2015
Penicillium roqueforti Mioso et al. 2015
Penicillium simplicissimum Thakus 2012
Penicillium solitum Salimon, Abdullah e Salih 2012
Penicillium solitum Chunaglia et al. 2014
Pythium ultimum Horner, Greenville-Briggs e Van 2012
West
Rhizopus chinensis Xiao et al. 2015
Rhizomucor meihei Gumel et al. 2011
Rhizopus oryzae Borrelli e Trono 2015
Rhizopus oryzae Sellami et al. 2011
Rhizopus oryzae Kartal 2016
Rhizopus sp. Dhake, Thakare e Bhanage 2013
Thermomyces
lanuginosus Gog et al. 2012
Yarrowia lipolytica Gomes et al. 2013

Fonte: Adaptado de Sarmah et al. (2017) e *atualizado neste trabalho



Tabela 5 - Leveduras utilizadas para producéo de lipases por via fermentativa.

Levedura Referéncia Ano
Aureobasidium pullulans Liu et al. 2008
Candida adriatica Cadez et al. 2012
Candida cylindracea Kim e Hou 2006
Candida cylindracea D’Annibale et al. 2006
Candida diddensiae Zullo et al.. 2010
Candida parapsilosis Zullo e Ciafardini 2008
Candida parapsilosis Zullo et al. 2010
Candida rugosa Puthli et al. 2006
Candida rugosa Boareto et al. 2007
Candida rugosa Rajendran et al. 2008
Candida rugosa Zhao et al. 2008
Candida rugosa Rosa et al. 2017*
Candida rugosa Tommaso et al. 2015*
Candida sp. He e Tan 2006
Candida utilis Grbavcic et al. 2007
Meyerozyma guilliermondii Zullo et al. 2010
Nakazawaea (anamorph's name) Zullo e Ciafardini 2008
Nakazawaea molendini-olei Cadez et al. 2012
New species Cadez et al. 2012
New species Cadez et al. 2012
New species Cadez et al. 2012
New species Ciafardini e Zullo 2015
Ogataea histrianica Cadez et al. 2013
Ogataea kolombanensis Cadez et al. 2013
Rhodotorula mucilaginosa Potumarthi et al. 2008
Saccharomyces cerevisiae Ciafardini et al. 2006
Trichosporon asahii Kumar e Gupta 2008
Williopsis californica Ciafardini et al. 2006
Yamadazyma terventina Ciafardini et al. 2013
Yarrowia lipolytica Alonso et al. 2005
Yarrowia lipolytica Fickers et al. 2006
Yarrowia lipolytica Amaral et al. 2007
Yarrowia lipolytica Kar et al. 2008
Yarrowia lipolytica Lopes et al. 2009

Fonte: Adaptando de Treichel (2010) e Ciafardini (2017) e atualizado neste trabalho*



Tabela 6 - Bactérias utilizadas para producgéo de lipase por via fermentativa.
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Bactéria Referencia Ano
Acinetobacter baylyi Uttatree et al. 2010
Acinetobacter EH28 Ahmed et al. 2010
Acinetobacter radioresistens Cherif et al. 2011
Acinetobacter XMZ-26 Zheng et al. 2011
Aeribacillus 096201 Lokre e Kadam 2015
Aneurinibacillus migulanus Mandepudi et al. 2013
Aneurinibacillus thermoaerophilus Masomian et al. 2016
Bacillus aerius Saun et al. 2014
Bacillus amyloliquefaciens Saengsanga et al. 2016
Bacillus cereus Akanbi et al. 2010
Bacillus cereus Ananthi et al. 2014
Bacillus DH4 Bora e Kalita 2008
Bacillus DOD9 Mahale et al. 2015
Bacillus J33 and Bacillus A30-1 Tripathi et al. 2014
Bacillus pumilus Faouzi et al. 2015
Bacillus smithii Chandrasekaran 2013
Bacillus sonorensis Nerurkar et al. 2013
Bacillus sphaericus Joseph e Ramteke 2013
Bacillus stearothermophilus,

Ashfaq 2015
Bacillus atrophaeus e Bacillus licheniformis
Bacillus stratosphericus Gricajeva et al. 2016
Bacillus thermocatenulatus Khoramnia et al. 2011
Bacillus thermoleovorans Tripathi et al. 2014
Burkholderia cepacia Liu et al. 2011
Burkholderia multivorans Treichel et al. 2010
Burkholderia pseudomallei Ooi et al. 2011
Burkholderia ubonensis Yang et al. 2016
Chromobacterium viscosum Bajaj et al. 2010
Colwellia psychrerythraea Do et al. 2013
Colwellia psychrerythraea Maiangwa et al. 2015
Desulfotalea psychrophila Maiangwa et al. 2015
Enterobacter Bn12 Farrokh et al. 2014
Enterococcus durans Ramakrishnan et al. 2012
Enterococcus durans Salihu e Alam 2015
Enterococcus faecium Ramakrishnan et al. 2016

Continua



Tabela 6 - Bactérias utilizadas para produgdo de lipase por via fermentativa (concluséo)
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Bactéria

Geobacillus EPT9

Geobacillus stearothermophilus
Geobacillus stearothermophilus
Geobacillus thermodenitrificans
Geobacillus thermoleovorans
Geobacillus zalihae

Janibacter sp.

Lactococcus chungangensis
Lysinibacillus mangiferihumi
Microbacterium luteolum
Micrococcus luteus

Pelosinus fermentans
Pseudoalteromonas NJ 70
Pseudomnas aeruginosa
Pseudomonas ADT3
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas BUP6
Pseudomonas cepacia
Pseudomonas fluorescence
Pseudomonas gessardii
Pseudomonas gessardii
Pseudomonas luteola
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas putida
Pseudomonas SPSU B3
Pseudomonas stutzeri
Psychrobacter cryohalolentis
Staphylococcus

Staphylococcus sp.
Staphylococcus warneri
Stenotrophomonas maltophilia
Streptomyces lividans
Thalassospira permensis
Xanthomonas oryzae

Yersinia enterocolitica

Referéncia

Zhu et al.

Dror et al.

Ekinci et al.
Christopher et al.
Abol-Fotouh et al.
Lee et al.

Castilla et al.
Konkit et al.
Tambekar e Dhandale
Tripathi et al.
Akbar et al.
Biundo et al.
Wang et al.
Mobarak-Qamsari et al.
Dey et al.

Bisht et al.

Priji et al.

Zheng et al.
Kumar et al.
Ramani et al.
Veerapagu et al.
Ribeiro et al.
Khoramnia et al.
Ananthi et al.
Mandepudi et al.
Thakur et al.

Novototskaya-Vlasova et al.

Kumar e Singh
Daoud et al.
Yele e Desai
Lietal.

Wang et al.
Kai e Peisheng
Mo et al.

Jietal

Ano

2015
2015
2015
2015
2016
2015
2017
2016
2012
2014
2014
2016
2012
2011
2014
2012
2015
2012
2012
2010
2013
2011
2011
2014
2013
2014
2013
2012
2013
2015
2016
2016
2016
2016
2015

Fonte: Adaptado de Javed et al. (2017)
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Colla et al. (2016) utilizaram 3 modelos de delineamento fatorial para
evidenciar quais varidveis foram significativas na producdo da lipase de
Aspergillus niger e Aspergillus flavous por fermentacdo submersa. Foi utilizado
um delineamento Placket & Burman com 16 experimentos para avaliar o tipo de
farelo (trigo ou soja), fonte de nitrogénio, indutor, concentragdo da fonte de
nitrogénio, concentragdo do indutor, didmetro do inoculo, velocidade de
agitacdo e pH. Posteriormente, ja se utilizando das condi¢gbes 6timas obtidas
no primeiro delineamento, fez-se um delineamento Fatorial Completo 2° para
avaliar a influéncia do extrato de levedura, da concentracdo do 6leo de soja e
do pH.

Por ultimo, foi realizado um delineamento composto central rotacional
(DCCR) para 2 variaveis com 3 pontos centrais, trocando-se a faixa de pH e de
extrato de levedura para uma melhor analise dos resultados obtidos. Porém, a
atividade lipolitica residual ndo apresentou melhora quando se mudou as
condicdes em relacdo ao segundo delineamento (COLLA et al., 2016).

Em outro estudo foi utilizada a Candida rugosa para producéo de lipase
usando soro de leite e uma combinacao de produtos de cervejaria (leveduras e
extrato de malte) em fermentacdo submersa. A atividade lipolitica apresentou
um valor de 5,18 U/mL apds 120 h de fermentacdo em soro de leite sem adicao
de outros componentes e teve um aumento de 287,5% quando se utilizou soro
de leite com a mistura de produtos de cervejaria (TOMMASO et al., 2011).

Ja Maldonado et al. (2014 e 2015) produziram lipase a partir de
Geotrichum candidum utilizando dois meios de reacao diferentes. O primeiro
era composto de uma mistura de 6leo de soja e agua de maceracao de milho e
0 segundo continha 6leo de soja e hidrolisado de levedura e ambos 0s casos
obtiveram atividade de lipase em torno de 20 U/mL apds 48 horas de

fermentacdo com as condi¢cBes otimizadas do meio de fermentacéo.

3.2.2. Precipitacao das lipases

Com relagdo as etapas de purificagdo, muitos autores descrevem

processos aplicados ao Geotrichum candidum, entre eles pode-se citar a
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precipitagdo com solugdo salina ou solvente orgéanico, ultrafiltragéo e diferentes
técnicas de cromatografia (MALDONADO et al., 2016).

Em artigo sobre revisdao de Geotrichum candidum, Maldonado et al.
(2016) apresentam alguns casos de estudos ja realizados e publicados e ainda
citam que uma precipitagdo com acetona, etanol e sulfato de amonio,
ultrafiltracdo e extracdo com sistema aquoso de duas fases sao eficientes e
mais baratos.

A precipitacdo por solvente organico é bastante utilizada e se baseia na
diminuicdo da constante dielétrica da solucdo, o que promove uma aglutinacdo
das lipases por interacdo eletrostatica. Este processo deve ser mantido a
temperaturas préximas de 0°C para evitar desnaturacéo das enzimas (LIMA et
al., 2001)

3.3. Reacdao de esterificacao

A maioria dos processos enzimaticos convencionais utiliza uma grande
guantidade de agua no meio reacional, isso acarreta problemas ambientais
como o descarte da agua de rejeito com carga organica alta que demanda uma
guantidade igualmente alta de oxigénio para ser degradada (PENG et al.,
2016).

As lipases, por apresentar boa estabilidade em fluidos pressurizados,
tém sido estudadas por alguns autores como catalisador em reacdes em
condi¢Bes supercriticas, na qual ha uma alteracdo na caracteristica do fluido
utilizado. Dentre as reacdes utilizadas esta a esterificacdo, que visa a producao
de ésteres que podem utilizar lipases como catalisador bioquimico. A Figura 2
apresenta a reacédo de esterificacdo do acido oleico como metanol, foco desse
estudo (SANTOS; REZENDE; MARTINEZ, 2015).

Alguns autores mencionam que a adicdo de compostos organicos,
como solventes ou co-solventes, nas reacdes de esterificacio aumenta o seu
rendimento e dentre os solventes mais utilizados estd o hexano. Esse aumento
no rendimento se deve pelo fato da polaridade do solvente afetar as
propriedades enantiosseletivas da lipase. Porém em certas concentracdes de
hexano que torna o substrato muito diluido, esse rendimento tende e diminuir
(COSTA; DE AMORIM, 1999; MOAZENI; CHEN; ZHANG, 2019).
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Figura 2 - Reagédo de esterificacdo

Fonte: Adaptado de Nicolau (2009).

A reacdo de esterificacdo pode ser utilizada para a obtencdo de
bioaromas de interesse da industria de alimentos ou biodiesel, que é uma fonte
renovavel de energia. Silva (2012) utilizou o Geotrichum candidum para a
sintese de acetato de butila (bioaroma de abacaxi) a partir de acetato de vinila
e butanos utilizando ciclo hexano como meio reacional.

Ja Rosa et al. (2017), sintetizaram acetato de geranila em solvente
organico hexano utilizando lipase de Candida rugosa. O acetato de geranila
tem o aroma de rosas e € muito utilizado na industria de cosméticos e
alimentos.

A utilizacdo de lipases para a producdo de biodiesel e bioaromas é
considerado ambientalmente benéfico e tem boa eficiéncia no processo de
conversdo de 6leos em acidos graxos livres, além de ter baixo consumo de
energia (FONSECA et al., 2019).

3.4. Fluido supercritico

Um fluido supercritico é definido como sendo um fluido que est4 acima
da temperatura critica Tc e da sua pressao critica Pc e apresenta propriedades
fisico-quimicas intermediarias entre gases e liquidos. Acima do ponto
conhecido como ponto critico, a substancia apresenta uma unica fase com
viscosidade de gas, densidade de liquido e difusividade intermediaria entre os
dois estados. Como o fluido supercritico apresenta um meio de reacdo mais
homogéneo, difusividade maior e viscosidade menor, se comparado a outros
solventes liquidos em condigBes normais, ele pode permear por espagos em

gue um fluido convencional ndo permearia, aumentando a superficie de contato



30

entre o fluido e outra substancia, melhorando o processo que se deseja realizar
(SAITO, 2013).

Outras vantagens apresentadas pelo fluido supercritico sdo o aumento
da transferéncia de calor e de massa, tornam as reacfes mais rapidas, sédo
ambientalmente inofensivos quando, por exemplo, o CO, é recuperado no
sistema e de facil operacdo, podendo-se alterar a densidade do fluido apenas
mudando sua pressao ou temperatura. Além disso, fluidos supercriticos sao
ideais para separacdo e extracdo de produtos Uteis e para oxidacdo de
materiais organicos. Entretanto, algumas substancias nas condi¢bes
supercriticas podem favorecer a corrosdo, como a agua, que pela alta
concentracdo de oxigénio dissolvido e pH elevado cria um ambiente propicio a
oxidacdo (WEN; JIANG; ZHANG, 2009; DA SILVA; ROCHA-SANTOS;
DUARTE, 2016).

Existem estudos que relatam a utilizacdo de CO; supercritico (SC-CO,)
como solvente no processo de extracdo de diversas matrizes. A utilizacdo de
temperaturas menores gera uma economia de energia e a auséncia de
solvente no meio reacional. Como no estudo de Santos et al. (2015), que
utilizaram o SC-CO, para obter extrato de sementes de Pitanga variando a
temperatura e a pressao do fluido.

Além de serem utilizados em processos fisicos de extracdo, os fluidos
supercriticos podem ser utilizados como meio reacional para reacdes
enzimaticas como oxidacdo, hidrolise, esterificacdo e transesterificacdo. A
Tabela 7 apresenta alguns estudos realizados referentes a esterificacéo.

Pode-se notar que entre os fluidos supercriticos o dioxido de carbono é
0 mais utilizado e vem recebendo grande atencao nos ultimos anos pelo fato de
ter baixa toxicidade, ndo prejudicial ao meio ambiente, promover taxas de
difusdo elevadas, menor indice de reacdes secundarias e principalmente pela
auséncia da limitacdo de transferéncia de massa. Por essas caracteristicas é

denominado como solvente verde (PENG et al., 2016).



Tabela 7 - Lipases utilizadas em reacdes de esterificagdo em meio supercritico.
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Fonte/Enzima Fluido Autores Ano
Burkholderia cepacia SC-CO, Badgujar e Bhanage 2015
Candida antarctica SC-CO, e hexano Escandell et al. 2015
Housaindokhta,
Candida antarctica SC-CO, e dgua Bozorgmehrb e 2011
Monhemia
Candida antarctica SC-CO, e hexano Knéz et al. 2012
Candida antarctica SC-CO, Santos et al. 2012
Candida antarctica SC-CO, dos Santos et al. 2017
. . SC-CO,, trifluormetano ) .
Candida antarctica . L Primozic et al. 2015
supercritico e liquido i6nico
Candida antarctica Trifluormetano supercritico Kavicic, Knez e Leitgeb 2013
Candida antarctica SC-CO, Colombo et al. 2014
Candida antarctica e L .
o SC-CO, e liquidos iGnicos Lozano et al. 2004
Mucor miehei
SC-CO, e propano quase
Candida rugosa . 2 € prop g Habulin e Knez 2001
critico
Candida rugosa SC-CO, Liu e Huang 2010
Candida rugosa SC-CO, Liu, Chen e Yan 2013
Candida rugosa e
SC-CO, Novak et al. 2003
pancreas de porco
o Dogenski, Ferreira e
Corymbia citriodora SC-CO, e 2016
Oliveira
Euphasia superba SC-CO, Xi et al. 2016
Geotrichum candidum SC-CO, e agua Harada et al. 2009
Geotrichum candidum SC-CO, Matsuda et al. 2008
Lipozyme RM e Novozym
SC-CO, More et al. 2018
435
Lipozyme RM IM e TL IM  SC-CO, Jenab et al. 2013

Continua
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Tabela 7 - lipases utilizadas em reagdes de esterificacdo em meio supercritico (concluséo)

Lipozyme TL IM SC-CO, Jenab, Temelli e Curtis 2013
Lipozyme 435 e Novozym

SC-CO, Santos et al. 2016
435
Pseudomonas cepacia SC-CO, Chen et al. 2013
Pseudomonas cepacia SC-CO, Celiaetal. 2005
Pseudomonas SC-CO; e propano quase

P2 € propano g Habulin e Knez 2001

fluorescens critico
Rhizomucor miehei SC-CO, Melgosa et al. 2016
Rhizomucor miehei SC-CO, Ma et al. 2013

SC-CO; e propano quase

Rhizopuz javanicus . Habulin e Knez 2001
critico
SC-CO, e propano quase

Rhizopuz niveus . 2 € Prop a Habulin e Knez 2001
critico

Thermomuces .

) SC-CO, Shin et al. 2012
lanuginosa
Yarrowia lipolytica SC-CO, e agua Gérard et al. 2017

Fonte: Autoria prépria

Em contraponto as vantagens listadas, um ponto importante a se levar
em consideracdo ao fluido supercritico no tratamento de enzimas é a
estabilidade da enzima em condicbes de pressao e temperaturas elevadas
(supercriticas), ja que em temperaturas e pressdes elevadas pode ocorrer a
desativacdo das enzimas pela desnaturacao. Outros fatores que influenciam na
estabilidade sao o tipo da enzima, o tipo de meio reacional, a atividade da agua
e 0 numero de ciclos de pressurizacdo e despressurizacdo. (SANTOS;
REZENDE; MARTINEZ, 2015; PENG et al., 2016).

Em estudo realizado por Melgosa et al. (2016) foi avaliado a influéncia
da razdo molar inicial de substrato, da pressdo e da temperatura na taxa de
reacdo e no rendimento da etandlise de 6leo de peixe catalisado pela Lipozyme
RM IM em SC-CO.,. Os autores relataram que houve uma grande influéncia na
velocidade de conversédo quando se aumentou a pressédo de 10 MPa para 30

MPa, mantendo-se a temperatura em 232,15K. Na propor¢do molar de 6:1
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(etanol:6leo), a velocidade inicial de reacdo teve um aumento de 195%
passando de 71 umol.g™*.min" para 210 pmol.g™.min™.

Em outro estudo, Santos et al. (2016) avaliaram o efeito da
concentragcdo de enzima e substrato na producéo do acetato de eugenila pela
esterificacdo do eugenol e anidrido acético em diéxido de carbono supercritico
utilizando duas enzimas comerciais como catalisadores: a Lipozyme 435 e a
Novozym 435. Foi também estudado o efeito da temperatura e pressao e foi
verificado que hd um aumento tanto na taxa de conversdo de substrato em
produto conforme se aumentam a pressao e temperatura.

Estudos com Geotrichum candidum em SC-CO, sdo escassos,
entretanto, Matsuda et al. (2008) utilizaram a lipase comercial de Geotrichum
candidum NBCR 5767 imobilizada em resina de troca ionica de polialilamina
para a reducéo de cetonas em meio aquoso normal e em meio com SC-CO; e
descreveram que varias cetonas foram reduzidas com elevada seletividade e
Harada et al. (2009), em outro estudo, desenvolveram um novo método para
reducdo de cetonas pela &lcool desidrogenase, com lipase obtida de
Geotrichum candidum, em um sistema bifasico de agua e dioxido de carbono
supercritico.

Estudos referentes a lipase obtida de Geotrichum candidum néo
comercial sdo escassos e levando em consideracdo as vantagens
apresentadas pelas enzimas em relacdo aos métodos cataliticos quimicos
comuns, especialmente as lipases, e que as condicbes supercriticas tém
influéncia no comportamento, atividade residual e estrutura conformacional, um
estudo para um melhor entendimento das caracteristicas afetadas por esse

processo € importante.
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4. METODOLOGIA

4.1. Producéo de lipase

O micro-organismo utilizado foi o Geotrichum candidum Y-552,
gentilmente cedido pela NRRL dos EUA. A escolha desse micro-organismo foi
feita devido a sua comprovada capacidade na producao de lipase verificada em
diversos estudos anteriores conforme citado em Maldonado et al. (2016).

O microorganismo foi armazenado em tubos de ensaio contendo meio
Yeast Malt Agar (YM) (Y%em/v: 0,3% extrato de malte, 0,3% extrato de levedura,
0,5% peptona, 1,0% de glicose e 3,0% agar bacteriologico) mantidos a 4°C. O
inéculo foi obtido pelo cultivo do micro-organismo em placas de Petri contendo
meio YM incubadas por 48 horas a 30 °C. Ap0Os esse periodo uma area circular
de diametro 1 cm foi recortada do meio com auxilio de um tubo de ensaio
estéril e foram transferidos para meio de pré-fermentacdo (5,0% peptona,
0,25% de amonio sulfato e 1% de oleo de milho) com tempo de incubacéo de
24 h. A Figura 3 (a) mostra o meio Yeast Malt Agar enquanto que a Figura 3 (b)
apresenta os tubos de ensaio (slant) onde foi armazenado o microrganismo e

as placas de Petri contendo o Geotrichum candidum.

Figura 3 - () Meio Yeast Malt Agar, (b) In6culos em slant e placas de Petri

Fonte: Autoria propria

Apébs o periodo de pré-fermentacéao foi feita a transferéncia de aliquota
do meio de pré-fermentacdo para os meios de fermentacdo na razdo de 10%
v/v. (MALDONADO et al., 2015)
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A composicao dos meios de fermentacédo foi estudada a partir de uma
estratégia de planejamento fatorial para avaliar o efeito da concentracdo de
cada componente do meio de fermentacdo. Os componentes do meio
avaliados foram agua de maceragdo de milho, 6leo de milho e soro do leite
utilizado na fabricacdo de queijo Minas Frescal ou soro do leite utilizado na
fabricacdo de queijo mugarela (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

A escolha desses componentes baseou-se em estudo anterior que
demonstrou o potencial da agua de maceracdo de milho (subproduto do
processamento do milho) e do soro (subproduto do processamento de queijos)
como nutrientes para producdo de lipase por Candida rugosa. Além disso, o
6leo de milho também tem se mostrado um indutor eficiente para producéo de
lipases por fungos. Agua de maceracdo de milho foi gentilmente doada pela
empresa Ingredion (Mogi Guagu, S&o Paulo, Brasil), tanto o soro de leite da
producédo de queijo minas frescal quanto o da producdo de queijo mucarela
foram gentilmente doados pelo Laticinio Escola do campus USP Fernando
Costa da Universidade de Sao Paulo (Pirassununga, Sao Paulo, Brasil) e o
oleo de milho, da marca Liza (Gargill, Brasil), foi adquirido em supermercado
local (TOMMASO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2015; MELQUIDES et al., 2016).

A fermentacdo foi realizada por meio de fermentacdo submersa em
frascos agitados. Foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para 3 variaveis para o soro do queijo minas fresca e um DCCR para 2
variaveis para o0 soro de queijo tipo mucarela para avaliar as condicbes mais
indicadas para a fermentacdo em grande quantidade.

Estas condi¢des foram escolhidas baseando-se no estudo preliminar
publicado por Zitongo et al. (2017) em que foi feito um planejamento fatorial
para a producdo de lipase utilizando soro como fonte de carbono. Foi
identificado que as variaveis com efeitos significativos quando utilizado soro de
leite minas frescal foram agua de maceracédo de milho, o soro de leite e o pH.
Ja quando se utilizou o soro de leite de mucarela, as varidveis com efeito
significativo foram a agua de maceracéo de milho e a concentracédo de soro no
meio reacional.

As fermentacdes foram conduzidas em Erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de meio de fermentacdo a 30 °C, com agitacdo de 200 rpm e

amostragens a cada 24 horas para analise da atividade enzimatica (U). Sendo
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que 1 U equilave a 1 pmol de &cido graxo liberado por minuto (MALDONADO
et al., 2012).

A Tabela 8 e a Tabela 9 apresentam o planejamento experimental
utilizado para a avaliacdo e identificacdo das condi¢cdes 6timas do processo
para a producéo das lipases utilizando o soro de leite do tipo minas frescal e do
tipo mucarela, respectivamente. A determinacdo da atividade enzimatica nesta

etapa foi realizada de acordo com método descrito por Burkert et al. (2005).

Tabela 8 - DCCR para 3 variaveis utilizando soro de queijo minas frescal para producéo de

lipase de Geotrichum candidum.

Ensaio AMM Soro pH
1 7,02% (-1) 56,07% (-1) 5,4 (-1)
2 12,98% (+1) 56,07% (-1) 5,4 (-1)
3 7,02% (-1) 73,93% (+1) 5,4 (-1)
4 12,98% (+1) 73,93% (+1) 5,4 (-1)
5 7,02% (-1) 56,07% (-1) 6,6 (+1)
6 12,98% (+1) 56,07% (-1) 6,6 (+1)
7 7,02% (-1) 73,93% (+1) 6,6 (+1)
8 12,98% (+1) 73,93% (+1) 6,6 (+1)
9 pc 10% (0) 65% (0) 6 (0)
10 pc 10% (0) 65% (0) 6 (0)
11 pc 10% (0) 65% (0) 6 (0)
12 pc 10% (0) 65% (0) 6 (0)
13 5% (-1,68) 65% (0) 6 (0)
14 15% (+1,68) 65% (0) 6 (0)
15 10% (0) 50% (-1,68) 6 (0)
16 10% (0) 80% (+1,68) 6 (0)
17 10% (0) 65% (0) 5(-1,68)
18 10% (0) 65% (0) 7 (+1,68)

AMM - Agua de macerac&o de milho; pc - ponto central

Fonte: Autoria prépria
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Tabela 9 - DCCR para 2 variaveis utilizando soro de queijo mucarela para producéo de lipase.

Ensaio AMM Soro

1 6,4% (-1) 22,9% (-1)
2 13,6% (+1) 22,9% (-1)
3 6,4% (-1) 37,1% (+1)
4 13,6% (+1) 37,1% (+1)
5 10% (0) 30% (0)

6 10% (0) 30% (0)

7 10% (0) 30% (0)

8 10% (0) 30% (0)

9 5% (-1,41) 30% (0)
10 15% (+1,41) 30% (0)
11 10% (0) 20% (-1,41)
12 10% (0) 40% (+1,41)

AMM — Agua de maceracéo de milho; pc - ponto central

Fonte: Autoria propria

4.2. Pré-purificacdo da lipase

A partir dos meios otimizados na etapa anterior foram realizadas
fermentacGes em maior volume para producdo da enzima para as aplicacbes
propostas neste estudo. Apds a fermentacdo, o caldo bruto obtido foi
centrifugado em equipamento centrifuga 5430 R da marca Eppendorf a
aproximadamente 500g (3000 rpm) para separacdo das células. O
sobrenadante obtido foi encaminhado para etapa de pré-purificacéo utilizando a
técnica de precipitacdo com solvente de acordo com método descrito por
MALDONADO et al. (2015) e adaptado neste trabalho.

A precipitacdo da enzima foi realizada com etanol (99% v/v) adicionado
ao caldo bruto com velocidade constante de 15 mL/min em um sistema com
agitacdo magnética com controle de temperatura a 0° C. A adicdo de etanol, na
razdo 2:1 (etanol: caldo bruto), foi feita com auxilio de bureta até a
concentracédo final de etanol atingir saturacao de 70% v/v. A Figura 4 mostra o

sistema de precipitacéo utilizado neste trabalho.
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Figura 4 — Pré purificacéo da lipases

Fonte: Autoria propria

Apos periodo de decantacdo de 30 minutos, o material foi centrifugado
a 5000 rpm por 3 minutos para separacao da enzima precipitada do restante do
caldo. A enzima foi entdo ressuspendida em pequeno volume de tampéo
fosfato 0,1 mol/L pH igual a 7,0, congelada e na sequéncia liofilizada em
liofilizador da marca Terroni -LC 1500 para ser utilizada nas reacdes de
esterificacdo em meio isento de solvente, com solvente organico e em meio
SC-CO,. (MALDONADO et al., 2015).

4.3. Reacdao de esterificacao

O modelo de reacado avaliado foi de esterificacdo de acido oleico com
metanol conforme descrita por Maldonado (2012) e adaptada neste trabalho. A
reacdo a pressdo ambiente foi feita em Erlenmeyer de 125 mL sob agitacéo
constante em shaker da marca Tecnal TE-420 a temperatura constante durante
1 hora inicialmente sem a adicdo de solvente organico. As variaveis avaliadas
na reacao de esterificacdo foram a razdo molar acido:alcool, a quantidade de
lipase e a temperatura. Foi utilizado um planejamento fatorial completo para 3

variaveis independentes para avaliacdo das varidveis que influenciam no
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processo tanto para as lipases produzidas com o soro de leite minas frescal
guanto para aquelas produzidas com o soro de queijo tipo mucarela.

Foi realizada uma reacdo de esterificacdo em meio supercritico de
diéxido de carbono para avaliar como as condi¢gdes supercriticas influenciavam
na reacdo. As condicdes de temperatura e pressao para a reagdo em meio
supercritico foram pré definidas com base na temperatura de producao da
lipase de Geotrichum candidum apresentada em alguns artigos e na
temperatura e pressao na qual o diéxido de carbono apresenta caracteristicas
de fluido supercritico (T>31,1°C e P>7,38MPa) (MATSUDA; HARADA;
NAKAMURA, 2005; MALDONADO et al., 2016)

A Tabela 10 apresenta o delineamento experimental 2° utilizado para a
reacdo de esterificacdo em meio isento de solvente organico em presséo
atmosférica e as variaveis analisadas foram a raz&o molar entre acido e alcool,
a quantidade de lipase de soro de minas frescal ou lipase de soro de mucarela
utilizada e a temperatura. O mesmo planejamento foi feito para a reacédo de
esterificacdo utilizando hexano no meio reacional. Neste caso, adicionou-se
hexano na proporcao 10%v/v em relacdo ao metanol e seguiram-se as etapas
subseqientes da mesma maneira que se procedeu na reacdo isento de

solvente organico.

Tabela 10 - Planejamento fatorial 2° para reacgéo de esterificacdo em meio isento de solvente

ou contendo hexano.

Ensaio Razao Molar Lipase Temperatura
(acido:alcool) (U/g) (°C)
1 1:1(-1) 2,5(-1) 30 (-1)
2 1:3 (+1) 2,5(-1) 30 (-1)
3 1:1(-1) 7,5 (+1) 30 (-1)
4 1:3 (+1) 7,5 (+1) 30 (-1)
5 1:1(-1) 2,5(-1) 50 (+1)
6 1:3 (+1) 2,5(-1) 50 (+1)
7 1:1(-1) 7,5 (+1) 50 (+1)
8 1:3 (+1) 7,5 (+1) 50 (+1)
9 pc 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0)
10 pc 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0)
11 pc 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0)
12 pc 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0)

*planejamento utilizado para as lipases produzidas com o soro de leite de queijo minas frescal
ou com soro de leite do tipo mucarela. pc — ponto central.
Fonte: Autoria propria
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4.4. Método e equipamento para reacdo em meio supercritico.

Os experimentos foram realizados usando uma unidade de extracéo e
reacdo em meio supercritico em escala laboratorial SFE-500 (Thar SCF
Waters, Milford, USA) com uma célula de extragdo e uma autoclave ou camara
de reacdo. Esta unidade, presente no Laboratério de Tecnologia de Alta
Pressao e Produtos Naturais (LTAPPN ZEA — USP) é basicamente constituida
de um cilindro com CO,, um banho de resfriamento (Thermo Fisher Scientific,
Newington, EUA), um medidor de vaz&o, uma bomba de alta pressédo, uma
bomba de cossolvente, um frasco de vidro de para armazenar o cossolvente,
vélvulas de regulagem tipo agulha, um misturador de solvente, um trocador de
calor, um extrator cilindrico (~300 mL de capacidade), termostatos, um
mandmetro de tipo Bourdon, um regulador de contrapressdo automatizado
(ABPR), coletores e uma autoclave para reacdes ou formacéo de particulas em
meio supercritico. O sistema é automatico e sua operacao é feito por meio do
software Thar SFC. A Figura 5a mostra a Unidade de Extracdo e Reacdo e a

Figura 5b, a cdmara onde ocorreu a reacao de esterificacéo.

Figura 5 - Unidade de extracdo e reacdo em meio supercritico (a); Camara de reacao (b).

(b)

Fonte: Autoria propria
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Para reacdo em meio supercritico a mistura dos reagentes foi
introduzida no reator (autoclave) juntamente com a enzima. O sistema foi
pressurizado com CO, em pressodes fixas em 10, 20 e 30 MPa e temperaturas
fixas em 30°C, 40°C e 50°C e promovida a agitacdo do sistema reacional de
200 rpm por 1 horas. Foi utilizado um delineamento fatorial fracionario 2** para
a avaliacdo das variaveis razdo molar &cido:alcool, massa de lipases,
temperatura e pressdo. A Tabela 11 apresenta o planejamento experimental

para a reacao.

Tabela 11 - Planejamento fatorial fracionario 2** para reacdo de esterificacdo em meio

supercritico

Ensaio Razao Molar Lipase Pressao Temperatura
(acido:élcool) (U/g) (MPa) (°C)
1 1:1(-1) 2,5 (-1) 10 (-1) 30 (-1)
2 1:3 (+1) 2,5 (-1) 10 (-1) 50 (+1)
3 1:1(-1) 7,5 (+1) 10 (-1) 50 (+1)
4 1:3 (+1) 7,5 (+1) 10 (-1) 30 (-1)
5 1:1(-1) 2,5(-1) 30 (+1) 50 (+1)
6 1:3 (+1) 2,5(-1) 30 (+1) 30 (-1)
7 1:1(-1) 7,5 (+1) 30 (+1) 30 (-1)
8 1:3 (+1) 7,5 (+1) 30 (+1) 50 (+1)
9 1:2 (0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0)
10 1:2 (0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0)
11 1:2 (0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0)
12 1:2 (0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0)

“pc — ponto central
Fonte: Autoria prépria

Apés a reacdo o sistema foi despressurizado de maneira lenta 1
MPa/min e o meio residual foi recolhido. A Figura 6 mostra o meio residual
retirado do equipamento apds a reacao de esterificacdo. Nota-se que o aspecto
viscoso e de coloracdo branca se deve ao fato do meio residual ser uma
mistura dos reagentes (acido oleico e metanol) com o diéxido de carbono.
Conforme o CO2 se dissipa, a cor e textura da solucéo voltam ao normal, com

coloracdo amarela palida e aspecto viscoso.
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Figura 6 - Produto da reacdo de esterificagdo em meio supercritico utilizando lipase de
Geotrichum candidum e soro de leite

Fonte: Autoria prépria

Aligquotas de 1 mL de cada produto da reacéo de esterificacdo tanto em
meio a pressao atmosférica quanto em ambiente pressurizado foram retiradas
e adicionadas em Erlenmeyer contendo 10 mL de solucéo acetona:etanol (1:1)
para que a reacdo parasse. A quantidade de acido oleico residual foi
mensurada por meio de titulacio com solugcdo da NaOH 0,1 mol/L e
fenolftaleina como indicador. A partir da quantidade de acidos graxos formado
foi calculado estequiometricamente a porcentagem de conversdo da reacao
(DOS SANTOS; REZENDE; MARTINEZ, 2016).

Os resultados obtidos em meio supercritico foram comparados com a
mesma reacao realizada em meio com solvente organico (hexano) e em meio

isento de solvente (solvent free).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producéo das lipases

A analise das condicbes de producdo da lipase de Geotrichum
candidum produzida com soro de leite minas frescal foi conduzida verificando-
se a atividade ao longo de 96 horas com intervalo de medicao de 24h. A Tabela
12 apresenta o planejamento experimental com os respectivos valores das

atividades enzimatica média no periodo de andlise.

Tabela 12 — DCCR para avaliagcdo da atividade enzimatica ao longo de 96 horas para a lipase

de Geotrichum candidum obtida de soro minas frescal.

Atividade (U/mL)

Ensaio (OAAInVIq/N\I/) (‘;:r:;)v) pH 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
1 7,02 (-1) 56,07 (-1) 5,4 (-1) 13,95 18,98 18,69 16,91
2 12,98 (+1) 56,07 (-1) 5,4 (-1) 16,91 14,74 14,74 13,75
3 7,02 (-1) 73,93 (+1) 5,4 (-1) 12,57 18,69 19,48 19,77
4 12,98 (+1) 73,93 (+1) 5,4 (-1) 10,79 12,76 12,27 11,78
5 7,02 (-1) 56,07 (-1) 6,6 (+1) 13,06 11,38 10,49 10,20
6 12,98 (+1) 56,07 (-1) 6,6 (+1) 12,37 11,78 10,79 10,49
7 7,02 (-1) 73,93 (+1) 6,6 (+1) 17,11 10,79 10,30 9,80
8 12,98 (+1) 73,9% (+1) 6,6 (+1) 15,73 10,99 10,30 10,00
9 (pc) 10 (0) 65 (0) 6 (0) 12,37 12,17 12,37 12,37
10 (pc) 10 (0) 65 (0) 6 (0) 13,36 15,43 10,40 8,82
11 (pc) 10 (0) 65 (0) 6 (0) 16,61 13,26 11,48 9,80
12 (pc) 10 (0) 65 (0) 6 (0) 12,47 12,76 11,98 10,79
13 5(-1,68) 65 (0) 6 (0) 14,94 10,30 10,30 9,80
14 15 (+1,68) 65 (0) 6 (0) 17,50 14,15 15,23 15,23
15 10 (0) 50(-1,68) 6 (0) 18,69 15,43 17,70 15,23
16 10 (0) 80 (+1,68) 6 (0) 19,87 17,31 19,97 20,07
17 10 (0) 65 (0) 5(-1,68) 14,74 16,22 12,67 12,76
18 10 (0) 65 (0) 7 (+1,68) 14,34 14,34 12,47 11,78

AMM — Agua de maceracg&o de milho; pc — ponto central
Fonte: Autoria prépria

A atividade enzimatica medida ao longo de 96 horas apresentou
decréscimo na maioria dos ensaios, tendo seu maximo atingido nas primeiras
24 horas em condi¢des AMM 10% (m/v), soro 80% (m/v) e pH 6. Os valores de

atividade nessas condicdes, atingidas no ensaio 16, em 24 e 48 horas foram de
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19,87 U/mL e 17,31 U/mL, respectivamente. Pode-se notar que uma maior

porcentagem de agua de maceracdo e de soro contribuem para uma maior

atividade da lipase. Pode-se notar também que em alguns ensaios a atividade

enzimatica aumentou apos o periodo de 48 horas, porém estes resultados

foram descartados pelo fato da produtividade cair drasticamente apés o

periodo de 48 horas. A Tabela 13 mostra as produtividades ao longo de 96

horas e a Figura 7 apresenta o grafico da produtividade dos ensaios 1, 3 e 16

em funcéo do tempo de fermentacao.

Tabela 13 - Produtividade da lipase de Geotrichum candidum obtida de soro de leite do tipo

minas frescal ao longo de 96 horas.

Produtividade (U/mL.h)

Ensaio (OAAInVIq%) (‘;:r:;)v) pH 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
1 7,02 (-1) 56,07 (-1) 5,4 (-1) 0,58 0,40 0,26 0,18
2 12,98 (+1) 56,07 (-1) 5,4 (-1) 0,70 0,31 0,20 0,14
3 7,02 (-1) 73,93 (+1) 5,4 (-1) 0,52 0,39 0,27 0,21
4 12,98 (+1) 73,93 (+1) 5,4 (-1) 0,45 0,27 0,17 0,12
5 7,02 (-1) 56,07 (-1) 6,6 (+1) 0,54 0,24 0,15 0,11
6 12,98 (+1) 56,07 (-1) 6,6 (+1) 0,52 0,25 0,15 0,11
7 7,02 (-1) 73,93 (+1) 6,6 (+1) 0,71 0,22 0,14 0,10
8 12,98 (+1) 73,93 (+1) 6,6 (+1) 0,66 0,23 0,14 0,10
9 (pc) 10 (0) 65 (0) 6 (0) 0,52 0,25 0,17 0,13
10 (pc) 10 (0) 65 (0) 6 (0) 0,56 0,32 0,14 0,09
11 (pc) 10 (0) 65 (0) 6 (0) 0,69 0,28 0,16 0,10
12 (pc) 10 (0) 65 (0) 6 (0) 0,52 0,27 0,17 0,11
13 5(-1,68) 65 (0) 6 (0) 0,62 0,21 0,14 0,10
14 15 (+1,68) 65 (0) 6 (0) 0,73 0,29 0,21 0,16
15 10 (0) 50 (-1,68) 6 (0) 0,78 0,32 0,25 0,16
16 10 (0) 80 (+1,68) 6 (0) 0,83 0,36 0,28 0,21
17 10 (0) 65 (0) 5(-1,68) 0,61 0,34 0,18 0,13
18 10 (0) 65 (0) 7 (+1,68) 0,60 0,30 0,17 0,12

AMM — Agua de maceracg&o de milho; pc — ponto central

Fonte: Autoria prépria
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Figura 7 - Produtividade ao longo de 96 horas para a lipase obtida de soro de frescal.
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Fonte: Autoria propria

Foi realizada uma andlise do planejamento fatorial 2° utilizando os

ensaios de 1 a 12 da Tabela 12 (8 ensaios caracterizando o fatorial completo 23

mais 4 pontos centrais) e a Figura 8 mostra o grafico de Pareto para os efeitos

padronizados estimados a 95% do limite de confianca para a lipase de

Geotrichum candidum.

Figura 8 - Diagrama de Pareto para os efeitos estimados na producgéo de lipase com soro de

Minas Frescal (fatorial 2°).
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Fonte: Autoria prépria.
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Pode-se notar pelo Diagrama de Pareto que apenas o efeito de
interacdo entre o soro do leite e o pH foi estatisticamente significativo a 95% do
limite de confianga a Eq. (1) apresenta o modelo de primeira ordem obtido
pelos coeficientes de regressdo do fatorial 2® e a Tabela 14 apresenta a
ANOVA para esses coeficientes.

Atividade enzimatica (U/mL) = 13,94* - 0,22.AMM - 0,02.Soro +1,01pH -
1,36.AMM.Soro — 0,81.AMM.pH + 3,73.Soro.pH* (1)

*estatisticamente significativo a 95 % de confianca

Tabela 14 - Andlise de variancia para a atividade enzimatica da lipase de Geotrichum

candidum obtida de soro de leite minas frescal (fatorial completo 2°).

Fator SQ S tr)glrjja%ee QM Fearc Fiab p-valor
Regressdo 34,94 6 5,82 2,45 4,95 0,15
residuo 14,26 6 2,38

Total 49,20

R? 0,71

SQ — Soma dos quadrados; QM — Quadrado médio; F.,c — F calculado; Fi,p-F tabelado
R’=SQr/SQ;; limite confianca de 95%
Fonte: Autoria prépria.

Nota-se que conforme mostram a Tabela 14 da ANOVA do modelo de
12 ordem, a Eq. (1) néo foi estatisticamente significativa a 95% do limite de
confianca.

Como o modelo de primeira ordem nao foi estatisticamente significativo,
dentro da faixa de valores utilizada, devido ao seu baixo ajuste e pelo Fcac Ser
menor que 0 Fy foi realizado um DCCR para 3 variaveis (Tabela 12) para a
resposta da atividade em 24 horas foi obtida os coeficientes de regresséo,

apresentados na Eq. (2)

Atividade enzimatica (U/mL)= 13,84* + 0,25.AMM +0,28.AMM? + 0,13.Soro +
1,37xSoro®> + 0,24.pH - 0,31.pH*> — 0,68.AMM.Soro — 0,41.AMM.pH +
1,86.Soro.pH 2)

*estatisticamente significativo a 95 % de confianca
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Conforme a analise de variancia (ANOVA) (Tabela 15) da Eq. (2)
verificou-se que a mesma ndo € estatisticamente significativa a 95% do limite

de confianca, o valor de F calculado é menor que F tabelado e R? é baixo.

Tabela 15 - Analise de variancia para a atividade da lipase obtida de soro de leite minas frescal
(DCCR).

Fator SQ LC|; l:r)?rjjac(ljee QM Fealc Fiab p-valor
Regressao 63,13 9 (p-1) 7,01 1,46 4,95 0,29
residuo 43,22 9 (n-p) 4,80

Total 106,35

R 0,59

SQ - Soma dos quadrados; QM — Quadrado médio; Fy. — F calculado; Fiay-F tabelado
R*=SQr/SQ;; limite confianca de 95%
Fonte: Autoria propria.

Com relagdo a lipase de Geotrichum candidum obtida com soro da
producéo de queijo minas frescal, pode-se notar, pelo DCCR, que 0 ensaio 16
da Tabela 12, apresentou valores de atividade 19,87 U/mL em 24 horas. Nesse
ensaio foi utilizado a maior concentracao de soro de leite. E € importante notar
também que, pelo fatorial completo 23 o efeito da interacdo entre a
concentragéo de soro e o valor do pH apresentam efeito sinérgico aumentando
a atividade enzimatica.

Com relacéo a lipase produzida com soro de leite do tipo mucarela foi
feito o acompanhamento da evolucao da atividade enzimatica também ao longo
de 96 horas e verificou-se que a atividade decrescia com o aumento do tempo
tendo seu maximo nas primeiras 48 horas de fermentacdo. Foram analisadas
as condi¢cdes de producdo da lipase de Geotrichum candidum utilizando soro
da producdo de queijo tipo mucarela com relacdo a duas varidveis
independentes: agua de maceracdo de milho e soro de leite. A Tabela 16
apresenta os valores da atividade enzimatica ao longo de 96 horas para a

lipase produzida com soro de leite do tipo mucarela.
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Tabela 16 — DCCR para avaliagdo da atividade enzimética ao longo de 96 horas para a lipase
de Geotrichum candidum obtida de soro de leite tipo mugarela.

Atividade enzimatica (U/mL)

Ensaios AMM (%m/v) Soro (%m/v) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

1 6,4 (-1) 22,9 (-1) 10,10 9,31 8,32 7,83
2 13,6 (+1) 22,9 (-1) 11,28 10,49 9,80 9,80
3 6,4 (-1) 37,1 (+1) 11,19 10,20 10,00 9,41
4 13,6 (+1) 37,1 (+1) 16,71 17,80 15,83 15,33
5 (pc) 10 (0) 30(0) 11,38 10,79 9,80 8,52
6 (pc) 10 (0) 30(0) 9,51 9,31 8,42 7,83
7 (pc) 10 (0) 30(0) 10,79 9,80 9,41 8,82
8 (pc) 10 (0) 30(0) 11,78 10,79 9,80 9,41
9 5(-1,41) 30(0) 11,78 10,20 9,80 9,21
10 15 (+1,41) 30(0) 10,49 9,80 9,41 7,83
11 10 (0) 20 (-1,41) 12,07 10,30 10,00 8,82
12 10 (0) 40 (+1,41) 8,82 8,82 7,83 6,55

Fonte: Autoria propria

Ao longo das 96 horas de fermentacéo, a atividade enzimatica maxima
foi identificada nas condicbes de 13,6% (m/v) de agua de maceracao de milho
e 37,1% (m/v) de soro de leite de mucarela. Nessa condicdo, equivalentes ao
ensaio 4, a atividade enzimatica apresentou valores de 16,71 U/mL e 17,80
U/mL em 24 e 48 horas, respectivamente. As atividades apresentadas no
ensaio 4 apos 72 horas de fermentacdo também apresentaram resultados
significativos, porém, a produtividade cai consideravelmente apds 48 horas e
por esse motivo a fermentacdo foi interrompida em 48 horas. A Tabela 17
mostra as produtividades ao longo de 96 horas e a Figura 9 apresenta o grafico
da produtividade para os ensaios 2, 4 e 9 como representacdo da queda da

produtividade em funcao do tempo
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Tabela 17 - Produtividade da lipase obtida de soro de mugarela ao longo de 96 horas.

Produtividade (U/mL.h)

Ensaios AMM (%m/v) Soro (%m/v) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

1 6,4 (-1) 22,9 (-1) 0,42 0,19 0,12 0,08
2 13,6 (+1) 22,9 (-1) 0,47 0,22 0,14 0,10
3 6,4 (-1) 37,1 (+1) 0,47 0,21 0,14 0,10
4 13,6 (+1) 37,1 (+1) 0,70 0,37 0,22 0,16
5 (pc) 10 (0) 30 (0) 0,49 0,21 0,14 0,10
6 (pc) 10 (0) 30 (0) 0,44 0,20 0,13 0,08
7 (pc) 10 (0) 30 (0) 0,50 0,21 0,14 0,09
8 (pc) 10 (0) 30 (0) 0,37 0,18 0,11 0,07
9 5(-1,41) 30 (0) 0,47 0,22 0,14 0,09
10 15 (+1,41) 30 (0) 0,40 0,19 0,12 0,08
11 10 (0) 20 (-1,41) 0,45 0,20 0,13 0,09
12 10 (0) 40 (+1,41) 0,49 0,22 0,14 0,10

Fonte: Autoria propria.

Figura 9 - Produtividade ao longo de 96 horas para a lipase obtida de soro de mucarela.
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Fonte: Autoria propria.

Foi realizada a analise do planejamento fatorial completo de primeira
ordem para 2 variaveis utilizando os ensaios de 1 a 8 da Tabela 16
(correspondendo ao fatorial completo 22 mais 4 pontos centrais) e a Figura 10
apresenta o Diagrama de Pareto para os efeitos padronizados com limite de

confianca de 95%.
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Figura 10 - Diagrama de Pareto para efeitos na producéo da lipase obtida de soro de Leite de
tipo mucarela (fatorial completo 22).
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Fonte: Autoria propria.

Pode-se notar pelo Diagrama de Pareto que apenas o efeito da agua
de maceracdao foi estatisticamente significativo e a Eq. (3) apresenta o modelo

de primeira ordem e a Tabela 18 apresenta a ANOVA para esses coeficientes.

Atividade enzimatica (U/mL) = 10,61* + 3,84 AMM* + 3,69.Soro +
2,68.AMM.Soro 3)

*estatisticamente significativo a 95 % de confianga

Tabela 18 - Andlise de variancia da producao de lipase obtida de soro de queijo tipo mugarela

(fatorial completo 27).

Graus de

Fator SQ Liberdade QM Feaic Ftap p-valor
R 26,56 4 6,64 3,70 4,95 0,12
r 7,18 4 1,79

Total 33,74
R? 0,79

SQ — Soma dos quadrados; QM — Quadrado médio; F,. — F calculado; Fi,,-F tabelado
RZ:SQR/SQ,; valores estatisticamente significativos a 95% de confianca

Fonte: Autoria prépria.

Nota-se que conforme a Tabela 18 da ANOVA, que o modelo de

primeira ordem (Eq. (3)) nao foi estatisticamente significativa a 95% do limite de
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confianga dentro da faixa utilizada. Foi entdo realizada a analise de modelo de
segunda ordem para 2 variaveis. A partir do DCCR (Tabela 16) foi obtida os

coeficientes de regresséao, apresentados na Eq. (4)

Atividade enzimatica (U/mL) = 10,86* + 0,61.AMM + 0,52.AMM? +0,24.Soro
+0,18.Soro” +1,09.AMM.Soro (4)

*estatisticamente significativo a 95 % de confianca

Conforme a analise de variancia (ANOVA) (Tabela 19) da Eq. (4)
verificou-se que a mesma ndo é estatisticamente significativa a 95% do limite

de confianca, o valor de F calculado é menor que F tabelado e R? é baixo.

Tabela 19 - Analise de variancia para a atividade da lipase obtida soro de leite do tipo mucarela
(DCCR).

Graus de

Fator SQ Liberdade QM Fearc Fian p-valor
Regressao 9,94 6 1,66 0,31 4,95 0,91
residuo 32,11 6 5,35

Total 42,04

R? 0,24

SQ — Soma dos quadrados; QM — Quadrado médio; F.,c — F calculado; Fi,p-F tabelado
R’=SQg/SQ;; valores estatisticamente significativos a 95% de confianca
Fonte: Autoria prépria.

Pode-se observar que para o soro de leite da producéo de queijo minas
frescal, a melhor atividade foi nas condi¢cdes do ensaio 16 com AMM 10%
(m/v), soro 80% (m/v) e pH 6. Nessas condi¢bes, os valores de atividade
nessas condicfes, atingidas no ensaio 16, em 24 e 48 horas foram de 19,87
U/mL e 17,31 U/mL, respectivamente. J& para o soro de leite da producédo de
gueijo tipo mucarela, o melhor resultado foi obtido no ensaio 4 com valor de
atividade de 16,71 U/mL utilizando 13,6% de AMM e 37,1% de soro de leite de
mucarela. Tais condicdes vdo de encontro a proposta desta pesquisa, que foi
utilizar residuos da industria de alimentos para producdo de lipase néo
comercial de Geotrichum candidum.

Ribeiro et al. (2015) estudaram a producgéo de lipase de Geotrichum
candidum em fermentacdo submersa utilizando 4gua de maceracédo de milho

na proporcdo de 6% m/v e 6leo de milho na propor¢cdo de 0,5% miv. A
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atividade enzimética foi avaliada ao longo de 72 horas com uma atividade
maxima igual a 30,39 U/mL nas primeiras 24 horas

J& De Morais et al. (2016) estudaram a influéncia da temperatura e do
pH na atividade enzimatica da Candida rugosa e do Geotrichum candidum
utiizando melago de soja como fonte de nitrogénio. O experimento foi
conduzida em fermentacao submersa e a maior atividade enzimatica, com valor

de 11,48 U/mL, foi atingida em pH 3 e temperatura igual a 30°C.

5.2. Reacdao de esterificacdo em pressdo atmosférica

A reacdo de esterificacdo estudada foi a reacdo do acido oleico com
metanol utilizando as lipases produzidas em laboratério como catalisador.
Inicialmente foram realizadas reacdes de esterificagdo em meio isento de
solvente e utilizando hexano como solvente organico na pressao atmosférica.

A resposta obtida através da titulacdo com NaOH 0,1M foi o teor de
acido restante no meio reacional e por meio dessa resposta foi calculada
estequiometricamente a quantidade e oleato de metila (ester) formado e o
rendimento.

Foi realizado um planejamento fatorial completo para 3 variaveis para a
avaliacdo da influéncia da razdo molar acido:alcool, da concentracdo de lipase
no meio reacional e da temperatura no rendimento da reacao de esterificacao.
A Tabela 20 mostra o planejamento experimental e o rendimento das reacfes
de esterificacdo em meio isento de solvente utilizando a lipase produzida com
soro de leite tipo minas frescal.

Pode-se notar que o rendimento foi maior nos ensaios que a proporcao
molar acido:alcool era maior (ensaios 2, 4, 6 e 8) e comparando-se 0s
resultados destes ensaios especificos, percebe-se que ha uma um aumento no
rendimento conforme se aumenta a temperatura e a concentracdo de lipase,
sendo que o maior rendimento em meio isento de solvente utilizando lipase de
soro de leite minas frescal foi com razdo molar acido:alcool 1:3, concentracao
de lipase 7,5 U/g de lipase liofilizada e temperatura de 50 °C, chegando a um
rendimento de 12,65%. A Tabela 21 apresenta os efeitos da analise das

variaveis neste experimento.
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solvente organico utilizando lipase de soro de minas frescal.
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em meio isento de

) Razéo Molar Lipase Temperatura Rendimento
Ensaio Loz
(&cido:élcool) (U/g) (°C) (%)
1 1:1(-1) 2,5(-1) 30 (-1) 3,89
2 1:3 (+1) 2,5(-1) 30 (-1) 11,49
3 1:1(-1) 7,5 (+1) 30 (-1) 2,03
4 1:3 (+1) 7,5 (+1) 30 (-1) 11,20
5 1:1(-1) 2,5(-1) 50 (+1) 2,50
6 1:3 (+1) 2,5(-1) 50 (+1) 11,72
7 1:1(-1) 7,5 (+1) 50 (+1) 1,57
8 1:3 (+1) 7,5 (+1) 50 (+1) 12,65
9 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 7,74
10 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 4,57
11 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 4,72
12 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 3,99

Fonte: Autoria propria.

Tabela 21 - Efeitos estimados das variaveis na reacao de

solvente utilizando lipase obtida de soro de minas frescal.

esterificacdo em meio isento de

Estimativa por
intervalo (95%)

Fatores Efeito  Erro padrdo t(7) p-valor .lel.te L|m|t.e
inferior  superior

Média * 6,51 0,55 11,90 0,00 5,10 7,91

Razao molar* 9,27 1,34 6,92 0,00 5,83 12,71

Lipase -0,54 1,34 -0,40 0,71 -3,98 2,91
Temperatura -0,04 1,34 -0,03 0,98 -3,49 3,40

Razdo molar e Lipase 0,86 1,34 0,64 0,55 -2,59 4,30
Razdo molar e temperatura 0,88 1,34 0,66 0,54 -2,56 4,33
Lipase e temperatura 0,54 1,34 0,40 0,71 -2,91 3,98

R“=0,91 * valores estatisticamente significativos a 95% de confianca

Pode-se notar que a razdo molar foi o efeito estatisticamente

significativo dentre as variaveis analisadas nos experimentos e a Figura 11

mostra o Diagrama de Pareto para os efeitos estimados na reacdo de

esterificacdo utilizando a lipase produzida com soro de leite do tipo Minas

Frescal.

Foi utilizado a lipase produzida com soro de leite proveniente da

producéo de queijo do Tipo mucarela para a reacao de esterificacdo em meio

isento de solvente para a comparagcao com a mesma reacao utilizando a lipase



54

de soro minas frescal. A Tabela 22 mostra o planejamento experimental

utilizado para a reagcdo em meio isento de solvente.

Figura 11 - Diagrama de Pareto dos efeitos na reacdo de esterificagdo em meio isento de

solvente utilizando lipase obtida de soro de leite minas frescal.

Razé&o Molar -6,9229
Raz&o molar e temperatura ,6603272
Razao molar e lipase ,6386771
Lipase -,400526
Lipase e temperatura ,4005263
Temperatura -,032475
p=,05

Efeitos estimados padronizados (valores absolutos) Fonte: Autoria

prépria.

Tabela 22 - Planejamento experimental2® da reacdo de esterificacdo em meio isento de

solvente orgénico utilizando lipase produzida com soro queijo mucarela.

Ensaio Razao Molar Lipase Temperatura Rendimento
(acido:élcool) (Ulg) (°C) (%)
1 1:1(-1) 2,5(-1) 30 (-1) 3,08
2 1:3 (+1) 2,5(-1) 30 (-1) 9,75
3 1:1(-1) 7,5 (+1) 30 (-1) 1,72
4 1:3 (+1) 7,5 (+1) 30 (-1) 10,51
5 1:1 (-1) 2,5(-1) 50 (+1) 1,03
6 1:3 (+1) 2,5(-1) 50 (+1) 10,33
7 1:1(-1) 7,5 (+1) 50 (+1) 0,49
8 1:3 (+1) 7,5 (+1) 50 (+1) 8,71
9 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 7,58
10 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 5,46
11 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 5,42
12 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 5,57

Fonte: Autoria propria.
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Nota-se que, da mesma maneira que ocorreu com a reacao utilizando
lipase de soro de leite minas frescal, a lipase produzida com soro de leite do
Tipo mucgarela promoveu um aumento do rendimento em condigdes em que a
razdo molar &cido:alcool era maior (1:3). E dentre esses resultados 0s ensaios
gue tiveram o maior rendimento foram o ensaio 4 e 6, que tiveram rendimento
de 10,51% e 10,33%, respectivamente Os resultados da andlise dos efeitos
estimados para a reacdo de esterificacdo utilizando a lipase produzida com
soro de mucarela em meio isento de solvente estdo presentes na Tabela 23 e
verifica-se que a razdo molar foi o Unico efeito significativo encontrado na
andlise. A Figura 12 apresenta o Diagrama de Pareto para os efeitos estimados
nessa reagédo de esterificagéo.

Tabela 23 - Efeitos estimados das varidaveis na reacdo de esterificacdo em meio isento de

solvente utilizando Lipase SM.

Estimativa por
intervalo (95%)

Fatores Efeito  Erro padrdo t(7) p-valor .lel.te L|m|t.e
inferior  superior

Média * 5,80 0,28 20,43 0,00 5,07 6,53

Razao molar* 8,25 0,70 11,85 0,00 6,46 10,03

Lipase -0,69 0,70 -0,99 0,37 -2,48 1,10
Temperatura -1,13 0,70 -1,62 0,17 -2,91 0,66

Razdo molar e lipase 0,26 0,70 0,37 0,73 -1,53 2,04
Razdo molar e temperatura 0,52 0,70 0,74 0,49 -1,27 2,31
Lipase e temperatura -0,39 0,70 -0,56 0,60 -2,18 1,40

R*=0,97

* valores estatisticamente significativos a 95% de confianga
Fonte: Autoria prépria.

Comparando-se o rendimento da reacéo de esterificacdo utilizando as
lipases produzidas com os dois diferentes tipos de soro de leite, nota-se que a
lipase produzida com soro de leite tipo minas frescal teve um rendimento
levemente superior ao da lipase produzida com soro de leite de mucarela e que
em ambas as reacfes, a razdo molar teve efeito positivo fazendo com que

houvesse um aumento no rendimento a medida que se aumentava a razao

molar acido:alcool.
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Figura 12 - Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados estimados das varidveis na reagao
de esterificagdo em meio isento de solvente utilizando lipase obtida de soro de mugarela.

Razao molar 11,85028
Temperatura -1,6179
Lipase -,992963
Raz&o molar e temperatura , 7429862
Lipase e temperatura -,562447
Razdo molar e lipase ,3680212
p=,05

Efeitos estimados padronizados (valores absolutos).

Fonte: Autoria propria.

Foram realizados ensaios nas mesmas condicdes dos ensaios
anteriores com a adicdo de hexano na proporcédo 10% v/v em relacéo ao alcool.
A Tabela 24 mostra o planejamento experimental para a reacdo de
esterificacdo do acido oleico com o metanol utilizando a lipase produzida com
soro de leite minas frescal como catalisador, assim como o rendimento da
reacao.

Pode-se notar que o rendimento da reacdo de esterificacdo aumentou
em condi¢cdes em que a razdo molar acido:alcool era maior e, portanto, pode-
se concluir que o hexano nédo teve interferéncia direta no rendimento da

reacao.
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Tabela 24 - Planejamento experimental da reacédo de esterificacdo em meio contendo hexano

utilizando lipase obtida de soro minas frescal.

) Razéo Molar Lipase Temperatura Rendimento
Ensaio Loz
(&cido:élcool) (U/g) (°C) (%)
1 1:1 (-1) 25(-1) 30 (-1) 1,96
2 1:3 (+1) 25(-1) 30 (-1) 10,04
3 1:1 (-1) 7,5 (+1) 30 (-1) 1,55
4 1:3 (+1) 7,5 (+1) 30 (-1) 11,20
5 1:1 (-1) 25(-1) 50 (+1) 1,34
6 1:3 (+1) 2,5(-1) 50 (+1) 10,39
7 1:1 (-1) 7,5 (+1) 50 (+1) 1,69
8 1:3 (+1) 7,5 (+1) 50 (+1) 9,69
9 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 7,08
10 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 5,34
11 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 5,73
12 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 4,92

Fonte: Autoria prépria

O maior rendimento (11,20%) foi alcancado nas condicdes
experimentais de razdo molar acido:alcool 1:3, concentracdo de lipase 7,5
U/Qiipase liofiizada € temperatura de 30°C. Foi feita a analise dos efeitos estimados
das variaveis para a reacao de esterificacdo em meio contendo hexano e a
Tabela 25 mostra que a razdo molar foi o efeito significativo apontado pelos

resultados.

Tabela 25 - Efeitos estimados para a reacdo de esterificagdo em meio contendo hexano

utilizando lipase obtida de soro minas frescal.

Estimativa por
intervalo (95%)

Fatores Efeito Erro padrdo t(7) p-valor i|r_1ifr:ri;c§r sti;;r;i:i?)r
Média * 5,91 0,25 24,11 0,00 5,28 6,54
Raz&o molar* 8,70 0,60 14,49 0,00 7,16 10,24
Lipase 0,10 0,60 0,17 0,87 -1,44 1,65
Temperatura -0,41 0,60 -0,68 0,52 -1,95 1,13
Razdo molar e lipase 0,13 0,60 0,22 0,84 -1,41 1,67
Razdo molar e temperatura -0,17 0,60 -0,28 0,79 -1,71 1,37
Lipase e temperatura -0,28 0,60 -0,46 0,67 -1,82 1,27

R°=0,98; * valores estatisticamente significativos a 95% de confianca
Fonte: Autoria propria.
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Nota-se que a Unica variavel estatisticamente significativa foi a razdo
molar &cido:&lcool e que essa variavel tem efeito positivo, mostrando que um
aumento da razdo molar promove um aumento do rendimento da reacdo de
esterificacdo utilizando a lipase de soro de leite minas frescal na presenca de
hexano como solvente organico. A Figura 13 apresenta o grafico de Pareto
para os resultados dos ensaios analisados.

Figura 13 - Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados estimados das variaveis na reacao

de esterificagdo em meio contendo hexano utilizando lipase obtida de soro de leite minas

frescal.
Raz&o molar ! 14,484

Temperatura -,683843

Lipase e temperatura -,458577
Raz&o molar e temperatura -,281583
Raz&o molar e lipase ,2172208
Lipase ,1689495

.p: ,05

Efeitos estimados padronizados (valores absolutos)

Fonte: Autoria propria.

Utilizou-se também a lipase produzida com soro de leite da producéo
do queijo tipo mucarela nas mesmas condi¢des anteriormente descritas para a
realizacdo da reacdo de esterificacdo do acido oléico com o metanol na
presenca de hexano para que se pudesse comparar as respostas com aquelas
obtidas com a lipase produzida com soro de leite da producéo de queijo minas
fresca. A Tabela 26 apresenta o planejamento e o rendimento utilizando a

lipase de soro de mucarela como catalisador.
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Tabela 26 - Planejamento experimental da reacdo de esterificacdo em meio hexano utilizando

lipase obtida de soro de mugarela.

) Razéo Molar Lipase Temperatura Rendimento
Ensaio Loz
(&cido:élcool) (U/g) (°C) (%)

1 1:1 (-1) 25(-1) 30 (-1) 1,84

1:3 (+1) 25(-1) 30 (-1) 10,10
3 1:1(-1) 7,5 (+1) 30 (-1) 1,65
4 1:3 (+1) 7,5 (+1) 30 (-1) 9,17
5 1:1 (-1) 25(-1) 50 (+1) 0,85
6 1:3 (+1) 2,5(-1) 50 (+1) 7,72
7 1:1 (-1) 7,5 (+1) 50 (+1) 0,56
8 1:3 (+1) 7,5 (+1) 50 (+1) 6,22
9 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 6,42
10 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 5,65
11 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 6,46
12 1:2 (0) 5,0 (0) 40 (0) 6,42

Fonte: Autoria prépria.

Com a utilizacdo do hexano como co-solvente no meio reacional pode-

se notar que, utilizando a lipase produzida com soro de leite da producédo do

gueijo tipo mucarela, houve um maior rendimento em ensaios nos quais a

razdo molar acido:alcool é maior tendo o maior rendimento no ensaio 2, que

em condi¢cOes de razdo molar acido:alcool 1:3, concentracdo de lipase 2,5 U/g

de lipase liofilizada e temperatura a 30°C, teve rendimento de 10,10%.

A Tabela 27 mostra os efeitos estimados para esse experimento

enquanto que a Figura 14 apresenta o Diagrama de Pareto correspondente.

Tabela 27 - Efeitos estimados para as varidveis na reacdo de esterificacdo contendo hexano

utilizando lipase obtida de soro de minas frescal.

Estimativa por
intervalo (90%)

Fatores Efeito  Erro padrao t(7) p-valor .lel.te L|m|t.e
inferior  superior

Média * 5,26 0,32 16,22 0,00 4,60 5,91
Razao molar* 7,08 0,79 8,91 0,00 5,48 8,68
Lipase -0,73 0,79 -0,92 0,40 -2,33 0,87
Temperatura* -1,85 0,799 -2,33 0,07 -3,45 -0,25
Razdo molar e lipase -0,49 0,799 -0,61 0,57 -2,09 1,11
Razdo molar e temperatura -0,82 0,79 -1,03 0,35 -2,42 0,78
Lipase e temperatura -0,17 0,79 -0,21 0,84 -1,77 1,43

R°=0,90

* valores estatisticamente significativos a 90% de confianca

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 14 - Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados estimados das varidveis na reacéo
de esterificacdo em meio contendo hexano lipase obtida de soro de mucarela.

Razéo molar - 8,9124
Temperatura -2,33078
Razdo molar e temperatura -1,02847
Lipase -,9189p5
Raz&o molar e lipase -,614645
Lipase e Temperatura -,212996

p=1

Efeitos estimados padronizados (v alores absolutos)

Fonte: Autoria prépria.

A andlise dos efeitos mostrou que a razdo molar e a temperatura sao
os efeitos estatisticamente significativos para as condi¢cdes testadas com 90%
de confianca e que o efeito com relagcédo a razdo molar é positivo, promovendo
um aumento do rendimento conforme aumenta-se a razdo molar acido:alcool e
o efeito com relacéo a temperatura € negativo, em que percebe-se um aumento
no rendimento conforme a temperatura € menor.

Comparando-se apenas a influéncia do hexano nas reacdes, nota-se
gue tanto para as reacdes catalisadas com lipase de soro de leite minas frescal
guanto para a lipase de soro de leite tipo mucarela ndo houve diferenca
significativa em relacdo aos catalisadores utilizados e nota-se também que a
utilizacdo do hexano como co-solvente ndo demonstrou efeito positivo no
rendimento das reacfes de esterificacdo, portanto a utilizacdo deste co-
solvente organico poderia ser mantido na menor concentracdo nas condi¢cdes
deste estudo. A Tabela 28 mostra as equacdes obtidas para os modelos de
primeira ordem das condi¢cdes de meio isento de solvente e com solvente
organico hexano tanto para a lipase obtida de soro de minas frescal quanto
para a lipase obtida de soro de mucarela, enquanto que a Tabela 29 apresenta

as analises de variancia (ANOVA) para as mesmas condi¢des
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Tabela 28 - Equacdes para cada tipo de reacdo de esterificacdo em pressao atmosférica.

Fonte da lipase e meio

reacional

Equacéo***

Soro minas frescal em meio Y (%) = 6,51** + 4,63. X; — 0,27. X, — 0,02 X5 + 0,43. X;. X;

isento de solvente
Soro mucarela em meio

isento de solvente

+0,44. X;. X3+ 0,27. X,. X3
Y (%) = 5,80** + 4,12. X; — 0,35. X; — 0,56 X3 + 0,13. X;. X,
+0,26. X;. X3 -0,20. Xz. X3

Soro frescal com hexano Y (%) = 5,91** + 4,35. X; + 0,05. X; — 0,21 X3 + 0,07. X3. X; -

0,08. X;. X3-0,14. Xz. X3

Soro mucarela com hexano Y (%) = 5,26* + 3,54. X; - 0,36. X; — 0,93 X3 — 0,24. X;. X, -0,41.
X1. X3 - 0,08. X,. X3

*estatisticamente significativo a ¥*90% e **95% do limite de confiancga.

***Y — Rendimento; X; — Razdo Molar (M/M); X, — Lipase(U/8iipase liofilizada); X3 — Temperatura(°C);

Fonte: Autoria propria.

Tabela 29 - Andlise de variancia para as reacdes de esterificagdo em presséo atmosférica.

Fator SQ I_Ci;tgzlrjja?jz QM Feaic Ftan p-valor
Soro minas frescal em meio isento de solvente**

R 176,03 6 (p-1) 29,34 8,18 4,95 0,02
r 17,93 5(n-p) 3,59

Total 193,95

R 0,91

Soro de mucarela em meio isento de solvente**

R 140,43 6 (p-1) 23,40 24,17 4,95 0,00
r 4,84 5 (n-p) 0,97

Total 145,27

R 0,97

Soro de frescal com hexano**

R 151,96 6 (p-1) 25,33 35,11 4,95 0,00
r 3,61 5 (n-p) 0,72

Total 155,56

R 0,98

Soro de mugarela com hexano*

R 109,92 6 (p-1) 18,32 14,53 4,95 0,00
r 6,30 5 (n-p) 1,26

Total 116,22

R 0,95

R — Regressao; r — residuo; SQ — Soma dos quadrados; QM — Quadrado médio; Feye — F

calculado; Fp-F tabelado; p-nimero de parédmetros da equacéo; n-nimero de ensaios do

fatorial mais pontos centrais; RZ:SQR/SQr valores estatisticamente significativos a *90% e

**95% de confianca

Fonte: Autoria prépria.
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5.3. Reacgdo de esterificacdo em meio utilizando diéxido de carbono
supercritico (SC-CO,) como solvente.

A reacdo de esterificacdo foi realizada em meio utilizando dioxido de
carbono supercritico como solvente para a compara¢do com a reagao realizada
com o0s meios isento de solvente organico e contendo hexano como solvente.
Foram feitos experimentos em que foi analisado a influéncia da razdo molar
acido:alcool, a concentracdo de lipase utilizada, a pressao e a temperatura do
meio utilizando a lipase produzida com soro de leite minas fresca ou a lipase
produzida com soro de leite mucarela como catalisadores. A resposta obtida
para analise foi a concentracao residual de acido oleico no meio reacional por
titulagdo com NaOH 0,1M e o rendimento foi calculado por estequiometria.

A Tabela 30 apresenta o planejamento experimental fatorial fracionario
2% para a reacdo de esterificacdo em meio com didxido de carbono
supercritico como solvente e utilizando lipase produzida com soro de leite da

producédo do queijo minas frescal como catalisador.

Tabela 30 - Planejamento fatorial fracionario 2** para a reacéo de esterificacdo em meio SC-

CO, utilizando lipase do soro do leite minas frescal.

Ensaio Razéo Molar Lipase Presséo Temperatura Rendimento
(acido:élcool) (U/g) (MPa) (°C) (%)
1 1:1(-1) 2,5(-1) 10 (-1) 30 (-1) 12,16
2 1:3 (+1) 2,5(-1) 10 (-1) 50 (+1) 37,73
3 1:1(-1) 7,5 (+1) 10 (-1) 50 (+1) 17,45
4 1:3 (+1) 7,5 (+1) 10 (-1) 30 (-1) 33,12
5 1:1(-1) 2,5(-1) 30 (+1) 50 (+1) 13,18
6 1:3 (+1) 2,5(-1) 30 (+1) 30 (-1) 32,91
7 1:1(-1) 75(+1) 30 (+1) 30 (-1) 15,57
8 1:3 (+1) 7,5 (+1) 30 (+1) 50 (+1) 37,31
9 1:2 (0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0) 23,03
10 1:2 (0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0) 25,32
11 1:2 (0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0) 27,98
12 1:2 (0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0) 26,65

Fonte: Autoria prépria.

Nota-se que, igualmente encontrado nos ensaios em ambiente nao
pressurizado, nas condi¢cdes em que a razdo molar acido:alcool 1:3 houve um
maior rendimento, sendo que o maior rendimento ocorreu no ensaio 8, em que

houve um rendimento de 37,31% em meio com razdo molar 1:3, concentracao
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de lipase de 7,5 Ul/g de lipase liofilizada, pressao de 30 MPa e temperatura
igual a 50°C.

A Tabela 31 apresenta os efeitos estimados das variaveis para a
reacdo de esterificacdo utilizando SC-CO, como solvente e lipase de soro da

producéo de queijo minas frescal como catalisador.

Tabela 31 - Efeitos estimados das variaveis para a reacédo de esterificagcdo em meio SC-CO,

utilizando lipase obtida de soro de minas frescal

Estimativa por
intervalo (90%)

Fatores Efeito Erro padrao t(7) p-valor .lel.te L|m|t.e
inferior superior
Média* 25,20 0,57 44,02 0,00 24,12 26,29
Razdo molar* 20,68 1,40 14,75 0,00 18,02 23,34
Lipase 1,87 1,40 1,33 0,22 -0,79 4,53
Pressdo -0,37 1,40 -0,26 0,80 -3,03 2,29
Temperatura™ 2,98 1,40 2,12 0,07 0,32 5,63
R’=0,97

* valores estatisticamente significativos a 90% do limite de confianca

Fonte: Autoria propria

Pode-se notar que com o aumento da razdo molar acido:alcool e da
temperatura ha um aumento no rendimento da reacéo de esterificacdo, o que
configura um efeito positivo para essas variaveis. A Figura 15 apresenta o
Diagrama de Pareto que demonstra esses efeitos

Foi analisado também como a lipase de Geotrichum candidum
produzida com soro de leite de mucarela é afetada pela razdo molar,
guantidade de lipase, pressdo e temperatura utilizando dioxido de carbono
supercritico como solvente na reacdo de esterificacao.

A Tabela 32 apresenta o planejamento fatorial fracionario 2** para a
reacdo de esterificacdo em meio SC-CO, utilizando lipase produzida com soro

de queijo mucarela e o rendimento da reacéo.
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Figura 15 - Diagrama de Pareto para os efeitos padronizados estimados na reacdo de
esterificacdo em meio SC-CO, utilizando lipase produzida com soro de leite minas frescal.

Raz&o molar 14,74845
Temperatura 2,122586
Lipase 1,332383
Presséo -,264177
p=,1

Efeitos estimados padronizados (valores absolutos)

Fonte: Autoria propria.

Tabela 32 - Planejamento fatorial fracionario 2** para a reacédo de esterificacdo em meio SC-

CO, utilizando lipase de soro de queijo tipo mucarela.

Ensaio Raz&o Molar Lipase Presséo Temperatura Rendimento
(acido:alcool) (Ulg) (MPa) (°C) (%)
1 1:1(-1) 2,5(-1) 10 (-1) 30 (-1) 10,11
2 1:3 (+1) 2,5 (-1) 10 (-1) 50 (+1) 39,41
3 1:1(-1) 7,5 (+1) 10 (-1) 50 (+1) 18,13
4 1:3 (+1) 7,5 (+1) 10 (-1) 30 (-1) 35,64
S 1:1(-1) 2,5(-1) 30 (+1) 50 (+1) 21,89
6 1:3 (+1) 2,5(-1) 30 (+1) 30 (-1) 24,96
7 1:1(-1) 75(+1) 30 (+1) 30 (-1) 19,84
8 1:3 (+1) 75(+1) 30 (+1) 50 (+1) 20,77
9 1:2 (0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0) 24,36
10 1:2(0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0) 23,22
11 1:2(0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0) 23,60
12 1:2 (0) 5,0 (0) 20 (0) 40 (0) 24,17

Fonte: Autoria prépria.
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Pode-se verificar que em condicfes em que a razdo molar acido:alcool
é de 1:3 apresenta os maiores valores de rendimento, sendo que 0 maior
rendimento, com valor de 39,41%, ocorreu em condi¢cdes onde a razdo molar é
de 1:3, a concentracao de lipase € de 2,5 U/g de lipase liofilizada, a presséo é
de 10MPa e a temperatura € de 50°C. A Tabela 33 apresenta os efeitos
estimados das variaveis para a reacao de esterificacdo em meio SC-CO;

utilizando a lipase produzida com soro de leite da producéo de queijo mucarela.

Tabela 33 - Efeitos estimados para a reacdo de esterificacdo em meio SC-CO, utilizando a

lipase obtida de soro de mugarela.

Estimativa por
intervalo (95%)

Fatores Efeito Erro padrao t(7) p-valor .leljce lelt.e
inferior superior
Média* 23,84 1,79 13,35 0,00 19,62 28,06
Razdo molar* 12,70 4,37 2,90 0,02 2,36 23,04
Lipase -0,50 4,37 -0,11 0,91 -10,84 9,85
Pressdo -3,96 4,37 -0,90 0,40 -14,30 6,39
Temperatura 2,41 4,37 0,55 0,60 -7,93 12,76
R°=0,58

* valores estatisticamente significativos a 95% de confianca
Fonte: Autoria prépria.

Nota-se que a razdo molar acido:alcool foi o Unico efeito
estatisticamente significativo e demonstra um efeito positivo pois com o
aumento da razao molar houve também um aumento do rendimento da reacao.

A Figura 16 apresenta o Diagrama de Pareto que mostra esses efeitos

graficamente.
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Figura 16 - Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados estimados das varidveis na reacao
de esterificacdo em meio SC-CO, utilizando lipase obtida de soro de mucgarela.

Razao molar 2,903919

Presséo -,904551

Temperatura ,551812

Lipase -,113225

p=,05

Efeitos estimados padronizados (valores absolutos)

Fonte: Autoria propria.

Por meio dos experimentos, pode-se notar, de forma geral, que a
utilizacdo do didxido de carbono supercritico como solvente teve um efeito
bastante significativo no rendimento da reacdo de esterificacdo do acido oleico
com o metanol. Com relacéo a lipase produzida com soro de leite do tipo minas
frescal os rendimentos foram de 12,65 % em meio isento de solvente, 11,20%
em meio com hexano como solvente orgéanico e de 37,73% em meio utilizando
dioxido de carbono supercritico como solvente. Ja a lipase produzida com soro
de leite do tipo mucarela, os rendimentos foram de 10,51% em meio isento de
solvente, 10,10% em meio utilizando hexano como solvente e 39,41% em meio
com diéxido de carbono supercritico. O que mostra que o diéxido de carbono
supercritico influencia positivamente no rendimento da reacéo de esterificacao.
A Figura 17 apresenta um grafico com os rendimentos das duas lipases nos

trés meios reacionais estudados.
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Figura 17 - Grafico de comparagédo de rendimentos.

40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00 -
5,00 -
0,00 -

M Lipase obtida de soro de
minas frescal

Rendimento (%)

M Lipase obtida de soro de
mugarela

Isento de Hexano SC-CO2
solvente

Meio reacional

Fonte: Autoria propria.

Nota-se também que para as pressdes de 10, 20 e 30 MPa utilizadas
nos ensaios nao houve efeito significativo, mas a mudanca de pressao
ambiente (0,101 MPa) para ambientes pressurizados fez com que o rendimento
aumentasse.

O maior rendimento pode ser explicado pelo fato que conforme se
diminuem a viscosidade e a densidade do SC-CO? ocorre um aumento no
coeficiente de difusdo do substrato no meio reacional. Além do fato que altas
pressdes promovem uma melhor distribuicdo desse substrato no meio, fazendo
com que haja uma maior interacdo entre esse substrato e os sitios da lipase,
aumentando assim a conversdo da reacdo de esterificacdo (ESCANDELL et
al., 2015; DOS SANTOS et al., 2016)

Rosa et al. (2017) estudaram a reacao de esterificacdo do acetato de
vinila com o geraniol na sintese do acetato de geranila na presenca de solvente
organico hexano utilizando a lipase de Candida rugosa (NRRL Y-17506) como
catalisador. As varidveis analisadas foram a temperatura, concentracdo
massica de lipase e a razdo molar acetato de vinila:geraniol. Os autores
detectaram um aumento na conversao do processo com a temperatura de 45°C
em relacdo a 30°C, também demonstraram que a formagdo de acetato de

geranila aumenta conforme o tempo de relacdo se prolonga.
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Em outro estudo Escandell et al. (2015) estudaram a sintese de acetato
de butila utilizando lipase de Candida antartica em meios reacionais com dois
solventes diferentes: solvente organico hexano e dioxido de carbono
supercritico. Os autores descreveram um aumento na producao do acetato em
condi¢cdes supercriticas de 76,2% quando a pressdo se encontrava em 12
MPa, mostrando que a condi¢do supercritica é favoravel a reacdo de producao
do acetato de butila.

Ja Dos Santos et al. (2016) estudaram a sintese do acetato de eugenila
em meio SC-CO, supercritico como solvente utilizando dois tipos de enzimas
comerciais como catalisadores: Lipozyme 435 e Novozym 435. Foi estudada a
reacdo de esterificacdo do anidrido acético com o eugenol em diferentes
condi¢cbes concentragcdo massica de enzima (1-10% m/m), razdo molar de
substrato (1:1 e 1:5), diferentes temperaturas (40-60°C) e pressbes (10-
30MPa). O estudo demonstrou que em pressdes menores e temperaturas mais
elevadas houve um maior rendimento da reacdo sendo que a temperatura e
pressao otimas foram identificadas em 50 e 60°C a 10MPa.

A razao molar foi a Unica variavel com efeito significativo em todas as
reacdes de esterificacdo estudadas neste estudo. Isto pode ser justificado pelo
fato de uma maior quantidade de alcool, que € o substrato limitante da reacéo,
favorecer a reacdo no sentido de formacdo de éster, aumentando assim o
rendimento das reacoes.

Este resultado corrobora com Anschau et al. (2011) que encontraram
uma conversao de 94% na sintese do butirato de isoamila com razdo molar
acido:alcool de 1:3 em reacao catalisada com Lipozyme TL IM. A razdo molar
se mostrou efetiva também no trabalho desenvolvido por Macedo, Pastore &
Rodrigues (2004), que realizaram a sintese do butirato de isoamila com lipase
de Rhizopus sp. como catalisador e obtiveram 75% de conversdo com razao

molar acido:alcool igual a 1:1,5.
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6. CONCLUSOES

A produgédo da lipase de Geotrichum candidum se mostrou eficaz
guando se utiliza soro de leite da producdo de queijo nos dois casos
estudados, sendo que a lipase produzida com soro de leite de minas frescal
apresentou 19,87U/mL em 24 horas (produtividade igual 0,83U/mL.h),
enquanto que a lipase produzida com soro de leite mugarela apresentou
atividade de 16,71U/mL em 24 horas de fermentagédo (produtividade igual
0,70U/mL.h).

Ambas as lipases se mostraram pouco eficientes na reacdo de
esterificacdo em meio isento de solvente ou com hexano como solvente em
pressao atmosférica. A lipase produzida com soro de leite da producéo de
gueijo minas frescal apresentou rendimentos de 12,65% em meio isento de
solvente e 11,20% em meio utilizando hexano, ja a lipase produzida com soro
de leite da producéo de queijo tipo mucarela apresentou rendimento de 10,51%
em meio isento de solvente e 10,10% em meio com hexano.

Na reacdo de esterificacdo em meio utilizando dioxido de carbono
supercritico as lipases produzidas tanto com soro de leite do tipo minas frescal
guanto com o soro de leite do tipo mucarela apresentaram resultados
semelhantes entre si, mas melhores que os apresentados nos outros meios
reacionais utilizados. A lipase de soro de queijo minas frescal teve um
rendimento de 37,73% enquanto que a lipase de soro de mucarela teve
rendimento de 39,41%.

Interessante observar que houve um aumento no rendimento da reacéo
de esterificacdo em meio utilizando diéxido de carbono supercritico como
solvente em comparacdo com a reacao de esterificacdo em meio isento de
solvente ou com solvente organico hexano o que mostra que a utilizacdo do
dioxido de carbono supercritico como solvente e meio reacional favoreceu a
reacdo de esterificacdo e se apresentou promissor para a lipase de Geotrichum

candidum.
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