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APRESENTACAO

O Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e
Comunicagdes (MCTIC) possui papel fundamental no processo de
aprimoramento tecnoldgico do biodiesel brasileiro. No ambito do
Programa Nacional de Producao e Uso do Biodiesel (PNPB), o
modulo de Desenvolvimento Techoldgico é coordenado pelo MCTIC
e objetiva organizar e fomentar a base tecnoldgica existente no Pais e
nortea-la a gerarresultados que atendam asdemandas do PNPB.

Nesse sentido, foi implantada a Rede Brasileira de Tecnologia
de Biodiesel (RBTB), que articula os diversos atores envolvidos,
permitindo a convergéncia de esforcos e a otimizacao de
investimentos publicos na busca por solucoes para os desafios
tecnolégicos da cadeia produtiva, levando em consideracao
aspectos de sustentabilidade, geracao de empregos e
desenvolvimento regional.

Como ferramenta de avaliacao e divulgacao dos resultados
dos projetos fomentados, o MCTIC promove, desde 2006, o Congresso
da Rede Brasileira de Tecnologia de Biodiesel e a Universidade
Federal de Lavras promove, desde 2004, o Congresso Brasileiro de
Plantas Oleaginosas, Oleos, Gorduras e Biodiesel. Eventos que em
suas edicoes anteriores foram um sucesso, tanto em termos de
publico, como na divulgacao do conhecimento gerado por
pesquisadores de iniumeras universidades e institutos de pesquisa de
todo o pais. A partir de 2010 esses dois eventos foram realizados
simultaneamente constituindo o maior evento técnico cientifico em
biodiesel do mundo. Este evento é referéncia para as areas de
producao de plantas oleaginosas, 6leos, gorduras e biodiesel.



APRESENTACAO

E estratégico para o setor de biodiesel possuir féruns de
discussao para se debater temas ligados a pesquisa,
desenvolvimento e inovacao em Biodiesel, como também promover
encontros entre especialistas, estudantes, empresarios e a sociedade
civil para discutir meios para o desenvolvimento desse novo
combustivel.

Para o evento deste ano os organizadores receberam 884
trabalhos, dos quais 715 foram aprovados e serdao expostos nas
sessoes de apresentacao de poster. Foram destacados trabalhos que
também serao apresentados oralmente nas sessdes tematicas.
Busca-se atingir com a divulgacao dos Anais do evento a difusao do
conhecimento gerado, servindo como base para a continuidade das
acoes e como motivagao para que a inovagao tecnoldégica contribua
de forma efetiva para os objetivos do PNPB.

Cordialmente,

Professor Pedro Castro Neto Rafael Silva Menezes
Presidente do Congresso Coordenador de agdes de

L. desenvolvimento
Professor Anténio Carlos Fraga energético RBTB-MCTIC

Presidente da Comissao Técnico-Cientifica
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REALIZACAO

O Nucleo de Estudos em Plantas Oleaginosas, Oleos,
Gorduras e Biocombustiveis (G-Oleo) idealizado
pelos professores Anténio Carlos Fraga

do Departamento de Agricultura

0 e Pedro Castro Neto do
/‘l G-n lE“ Departamento de Engenharia
da Universidade Federal de

Lavras, desde 2006 promove a
producao cientifica e realiza eventos académicos voltados a
estudantes, pesquisadores e empreendedores que atuam nas
diversas etapas da cadeia produtiva do biodiesel, transferindo
ao produtor rural por meio de eventos de extensao, onde
inovagoes da pesquisa e industria sao levadas e apresentadas a
comunidade.

A diversidade das areas de atuacao do grupo torna os
projetos amplamente diversificados, englobando atividades
em fitotecnia, quimica, projetos e manutencao de maquinas
agricolas e industriais, geréncia e tecnologia de informacao,
administracao, extracao e purificacao de oleos e gorduras,
gestao de coprodutos e residuos, todas associadas a producao
cientifica visando inovacao para a industria e melhoria na
producao rural.




REALIZACAO

Com o objetivo de impulsionar o desenvolvimento
tecnoldgico e a inovacao do biodiesel no Brasil, o Ministério da
Ciéncia, Tecnologia, Inovacoes e Comunicacoes
(MCTIC) promove
diversas agodes, RedeBrasileira de Tecnologia de
principalmente por °
meio da Rede Brasileira DIESEI
de Tecnologia de
Biodiesel (RBTB), que envolve diversos atores da
cadeia produtiva. Isso permite a convergéncia de esforcos e a
otimizacao de investimentos publicos, buscando solugdes
para os desafios tecnholdégicos do setor. Desde 2006, a
Secretaria de Desenvolvimento Tecnoldégico e Inovacao
(SETEC/MCTIC) promove o Congresso da RBTB com objetivode
disseminar os conhecimentos tecnoldgicos gerados, a
divulgacao das potencialidades da Rede, as competéncias e os
trabalhos em andamento. A realizagdao do evento envolve a
comunidade cientifica e empresarial e abrange sete diferentes
areas tematicas: Matéria Prima; Armazenamento, Estabilidade
e Problemas Associados; Caracterizagcao e Controle da
Qualidade; Co-Produtos; Producao do Biocombustivel; Uso de
Biodiesel; e Politicas Publicas e Desenvolvimento Sustentavel.
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Producao de lipases bacterianas e sua utilizacio na sintese de biodiesel etilico

Karoline Costa Almeida (Embrapa Agroenergia, karolx121@hotmail.com), Patricia Pinto Kalil Gon¢alves Costa

(Embrapa Agroenergia, patricia.costa@embrapa.br),

Itania Pinheiro Soares (Embrapa Agroenergia,

itania.soares@embrapa.br), Léia Cecilia de Lima Fiavaro (Embrapa Agroenergia, leia.favaro@embrapa.br), Thais
Fabiana Chan Salum (Embrapa Agroenergia, thais.salum@embrapa.br)

Palavras Chave: lipase, biodiesel, bactéria

1 - Introducio

Atualmente, praticamente todo o biodiesel
comercialmente produzido no mundo ¢ obtido por processo
alcalino. Entretanto, a catalise alcalina possui diversos
problemas: o consumo de energia ¢ muito alto, a
recuperagdo do glicerol ¢ dificil e o catalisador alcalino
solavel precisa ser removido do produto'. Assim, a
necessidade de tratamento do efluente alcalino gerado e o
alto consumo de agua durante a lavagem nos passos de
purificagdo, faz com que o processo alcalino tenha um
impacto significativo no meio ambiente. Além disso, se o
6leo contém acidos graxos livres, como o 6leo de dendé e o
6leo de fritura, por exemplo, ha a formagao de saboes (sais
de acidos graxos), o que leva a uma redugdo no rendimento
da reago, além de dificultar o processo de purificagio’.

A transesterificacdo enzimatica utilizando lipases
tem potencial para superar os problemas da catalise
alcalina: ndo ocorrem reagdes de saponificacdo durante a
reacdo, as lipases esterificam os acidos graxos livres, o
glicerol pode ser facilmente recuperado sem tratamento
complexo, o consumo de energia no processo ¢ mais baixo,
ha uma drastica reducdo na quantidade de efluentes e as
enzimas podem ser reutilizadas'.

Neste trabalho foram avaliadas 15 linhagens de
bactérias isoladas de frutos de dendé para a produgdo de
lipases por fermentagdo no estado solido. A lipase com a
maior atividade lipolitica foi utilizada em reacdo de
transesterificacdo para a sintese de biodiesel etilico.

2 - Material e Métodos

Microrganismos

As 16 linhagens bacterianas utilizadas neste
trabalho foram previamente isolados de frutos de dendé
(Bioma Cerrado) e selecionadas por meio de dois testes
qualitativos em placas de Petri com meios de cultura
contendo: a) d6leo de oliva ¢ Rodamina B e b) trioleina e
Azul de Nilo A”.

Fermentacdo no estado solido

Para a fermentacdo no estado solido utilizou-se
Erlenmeyers de 250mL, contendo 4g de farelo de trigo
como substrato e 5% de 6leo de oliva como indutor, 65% de
umidade (tampao fosfato de sodio 100 mmol/L pH 7,0). Os
meios de cultura foram autoclavados por 30 min a 121°C
para esterilizagdo antes de serem inoculados. Os frascos
foram mantidos em estufa a 30°C, por 96 h.

Extracdo da lipase e determinagdo da atividade enzimatica

Apds a fermentagdo, a extrag@o foi feita com uma
solucdo de tampdo fosfato de sddio 50 mmol/L, pH 7,0,
Triton X-100 (4,44 g/L) e goma arabica (1,11 g/L). A
incubagdo foi realizada a 25°C e 150 rpm, por 1 h. O
extrato foi centrifugado por 10 min, 10.000 rpm a 4°C.

A atividade lipolitica do extrato foi determinada
pelo método pNPP (palmitato de p-nitrofenila). O método
foi inicialmente descrito por Winkler e Stuckmann® sendo
modificado por Krieger’.

O ensaio foi realizado a 37°C e a atividade
enzimatica foi expressa em U.gSS™ (unidades por grama de
substrato seco), onde U ¢ definido como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 umol de p-nitrofenol por
minuto sob as condigdes de ensaio.

Reacgdo de transesterificacao para sintese de biodiesel

A reagdo foi conduzida em Erlenmeyers. O meio
reacional consistiu de 6leo de soja (2 mmol), etanol P.A. (6
mmol) previamente seco com sulfato de soédio anidro, 0,5%
de 4gua e n-heptano como solvente (q.s.p. 10 mL). Os dois
diferentes preparados enzimaticos testados foram: o extrato
enzimatico liofilizado e o s6lido fermentado (sem extragao)
liofilizado. Para o so6lido fermentado, a quantidade
adicionada ao meio reacional foi 1 g. Para a amostra de
extrato enzimatico liofilizado, adicionou-se o equivalente a
10 mL do extrato inicial. O controle negativo da reacdo
consistiu de um meio reacional sem a adi¢do da enzima. Os
frascos foram incubados a 37°C e 120 rpm, por 144 h. O
solvente ¢ o etanol remanescente foram evaporados e a
amostra foi diluida em isopropanol:hexano (5:4 v/v) para a
analise do teor de ésteres.

Analise do teor de ésteres

Para analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, utilizou-se um cromatografo modelo Agilent
1290 com detector de arranjo de fotodiodos no
comprimento de onda 205 nm equipado com uma coluna
C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um). As condi¢cdes de analise
foram: temperatura da coluna 40°C, volume de injeg¢ao 10
mL, fluxo da fase moével 1 mL/min, com gradiente de
elui¢do. Foram utilizadas duas fases moveis: fase A (50%
metanol: 50% isopropanol:hexano 5:4 v/v) e fase B 100%
metanol. O tempo de corrida foi de 25 min. Utilizou-se
padrao FAME (ésteres metilicos).

NATAL - RIO GRANDE DO NORTE
22 a 25 DE NOVEMBRO DE 2016
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3 - Resultados e Discussao

Dentre 0s microrganismos selecionados
qualitativamente por testes com corantes, escolheu-se 15
cepas para o teste de produgdo de lipases em fermentagdo
no estado sélido. Das 15 cepas avaliadas, somente os
extratos das cepas CNPAE 97 (418) C10, CNPAE 97 (385)
Al e CNPAE 99 (579) A3 apresentaram atividade lipolitica
nas condigoes testadas (Figura 1).
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Figura 1. Atividade lipolitica do extrato das cepas
bacterianas CNPAE 97 (385), CNPAE 97 (418) C10, Al e
CNPAE 99 (579) A3.

Dentre as bactérias que apresentaram atividade
lipolitica, a bactéria CNPAE 99 (579) A3 teve a maior
producdo de lipases (1298 + 99 U.gSS™), sendo essa
produgdo cerca de 650 vezes maior do que a obtida para as
outras bactérias avaliadas. Esta atividade ¢ bastante alta se
comparada as atividades lipoliticas reportadas na literatura
obtidas por cepas bacterianas utilizando fermentagdo no
estado sélido. Por exemplo, Salum ez al.® obtiveram uma
atividade frente ao pNPP de 234 U.gSS™ quando cultivaram
uma cepa de Burkholderia cepacia em uma mistura de
farelo de semente de girassol e bagaco de cana-de-acucar.
Mahanta et al’” quando cultivaram uma cepa de
Pseudomonas aeruginosa em torta de pinhdo-manso
obtiveram uma atividade lipolitica ()NPP) de 625 U.gSS™

Assim, a lipase produzida pela bactéria CNPAE 99
(579) A3 foi testada para a sintese de biodiesel, de duas
formas: extrato o e solido fermentado liofilizado. Os teores
de ésteres obtidos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Teor de ésteres obtidos nas reagdes de
transesterificag@o utilizando o extrato lipolitico liofilizado e
o solido fermentado pela cepa CNPAE 99 (579) A3.

Amostra Teor de ésteres (%)
Extrato liofilizado 77,5
Solido fermentado 95,1

O solido fermentado apresentou maior atividade de
transesterificacdo do que o extrato lipolitico liofilizado,
apresentando um teor de ésteres ao final da reacdo, de
95,1%, enquanto a reacdo utilizando o extrato apresentou

um teor de ésteres de 77,5%. Uma possivel explicagdo para
este resultado, ¢ que a enzima deve estar adsorvida no
solido fermentado em uma posicdo que facilite a catalise ou
estabilize a conformagdo tridimensional da enzima,
protegendo-a da ag@o desnaturante do alcool.

A bactéria CNPAE 99 (579) A3, isolada de frutos
de dendé, apresentou uma atividade lipolitica muito alta
quando cultivada por fermentagdo no estado solido
utilizando farelo de trigo como substrato.

A lipase produzida pela bactéria se mostrou muito
promissora para sua utilizagdio em reagdo de
transesterifica¢do, sendo capaz de produzir biodiesel etilico
de 6leo de soja.

Testes futuros serdo realizados sem a utilizagdo de
solvente na reagdo de transesterificacdo para a producao de
biodiesel.
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