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As lipases (triacilglicerol acilidrolases EC 3.1.1.3) sdo enzimas muito conhecidas por
preconizarem reacBes em interface Oleo/dgua ou em solventes ndo aquosos, portanto, sao
biocatalisadores de vasta aplicacdo industrial, altamente versateis e eficazes (Sharma et al., 2001). A
esterificacdo realizada por lipases € uma das suas aplicac@es e trata-se de uma alternativa importante
na producdo de ésteres que compdem diversos produtos como: bicombustiveis, aromas, etc. (BAJA] et
al., 2010). Diferentes compostos podem ser empregados como substrato biocatalitico na esterificacéo,
como o &cido oleico por exemplo, e na maioria dos processos relatados na literatura empregam lipases
comerciais, com alto grau de pureza e/ou imobilizadas sendo relatadas conversdes de até 80-90%
(Pang et al., 2016).

Em comparacdo com a esterificacdo quimica, a esterificacdo enzimatica é conduzida sob
condicBes mais amenas (temperatura proxima a ambiente e pH neutro), o éster obtido é facilmente
recuperado e purificado e praticamente ndo ha geracdo de residuos (Fjerbaek et al., 2009).
Adicionalmente, processos enzimaticos industriais podem tornar-se ainda mais vantajosos e viaveis
guando se trata de lipases produzidas por fermentacdo em estado sélido (FES), pois assim, promove-
se 0 emprego de fontes alternativas de energia que podem reduzir o custo do processo e seu impacto
ambiental . (BAJA] et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do tempo de agitacdo e da temperatura sobre a
reacdo de esterificacdo, utilizando a enzima lipase produzida pela fermentacdo sélida do farelo de
cacau, com o fungo filamentoso Penicillium roqueforti. A metodologia de superficie de resposta e o
modelo experimental foram utilizados para verificar a influéncia dos parametros (variaveis
independentes). A fim de reduzir o nimero de experimentos, foi usado a matriz Doehlert.

As reacOes de esterificagdo foram realizadas em tubos cilindricos de 10 cm de comprimento e 3
cm de didmetro com tampa de rosca, selados com Parafilme. O sistema padrdo para os testes foi
composto por alcool metilico e &cido oleico (6:1), e adi¢do de 1% de enzima purificada em relacao a
massa dos reagentes. Os frascos foram incubados por diferentes tempos e temperaturas, em banho de
oleo, sob agitacdo de 100 rpm.

Apos o tempo de incubacdo, a solucéo é colocada em funil de decantagéo e € lavado com uma
solucgéo contendo 20 mL éter — agua (1:1 ), misturando-se lentamente e deixando em repouso para a
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separacdo das fases. Em seguida descarta a fase inferior e a superior deixa sob agitacdo para
evaporacdo do solvente. A otimizacdo das variaveis independentes (fatores): tempo de reacdo (t) de
75 a 210 min e temperatura (T) de 17 a 37°C, das reacdes de esterificacdo foram analisadas por meio
da metodologia de planejamento experimental, com uma matriz de Doehlert contendo 3 pontos
centrais e 6 experimentos em diferentes niveis (Tabela 1).

Tabela 1. Designer experimental.

Experimentos Variaveis
Tempo de agitacédo Temperatura (°C) Conversdo (%)
(min)

1 120 (0) 27 (0) 63,9
2 120 (0) 27 (0) 55,2
3 120 (0) 27 (0) 49,1
4 210 (1) 27 (0) 29,8
5 165 (0,5) 37 (0,866) 0

6 30 (-1) 27 (0) 8,3
7 75 (-0,5) 17 (-0,866) 12,1
8 165 (0,5) 17 (-0,866) 53
9 75 (-0,5) 37 (0,866) 1,8

Poucos estudos descrevem a aplicacdo direta do extrato bruto de lipase em reacGes de
esterificacdo, um estudo apresentado por Zhong et al. 2013 utilizando lipase de Candida sp. 99-125
demonstrou uma conversdo de 96% de acido oleico, utilizando a enzima pura livre. Outro estudo de
esterificacdo utilizando lipase de P. sumatrense 12 horas apresentou cerca de 70% de conversdo, e
lipase estudada, em 8 horas de reacdo ja& apresentava aproximadamente 90% de conversdo
(OLIVEIRA et al., 2015).

A enzima lipase em estudo se mostra superior (tabela 1) aos trabalhos ja& documentados na
literatura, uma vez que a mesma € produzida por fermentacdo em estado solido, que diminui 0s
custos, além de ser utilizado um microrganismo com classificagdo GRAS (Generally Recognized as
Safe) do FDA (Food and Drug Administration) sendo um processo seguro e que os produtos finais
(enzima e substrato fermentado) sdo perfeitamente possiveis de serem direcionado a alimentacéo.
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