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QUANTIDADE DE BIOCATALISADOR?
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RESUMO

O crescente interesse por fontes alternativas de energia tem impulsionado a busca por
processos mais sustentaveis de producdo de biocombustiveis. Entre eles, destaca-se a
utilizacdo de biocatalisadores microbianos, especialmente fungos filamentosos, como
estratégia promissora para superar limitagcdes dos catalisadores quimicos. Neste estudo,
avaliou-se o potencial do fungo Penicillium roqueforti na sintese enzimatica de biodiesel a
partir de éleo de soja. O cultivo foi conduzido em meio liquido suplementado com nutrientes
especificos, e a atividade lipolitica foi monitorada por titulacdo. Ensaios adicionais
investigaram a influéncia da concentracéo celular e da adicdo de metanol e etanol na
atividade enzimatica. Os resultados indicaram que 1 mL de células livres apresentou
desempenho satisfatério, sem ganhos proporcionais ao aumento da concentragéo.
Verificou-se ainda que ambos os &lcoois reduziram a atividade lipidica, sendo o metanol
mais prejudicial. Contudo, a adicdo fracionada em pequenas quantidades atenuou a
desativacdo enzimatica, sugerindo uma estratégia viavel para manter a estabilidade do
biocatalisador. Esses achados evidenciam o potencial de P. roqueforti como biocatalisador
microbiano, refor¢gando sua aplicabilidade em sistemas de produgé&o de biodiesel.

PALAVRAS-CHAVE: Biocombustiveis, Biodiesel, Fungos Filamentosos, Lipase,
Penicillium roqueforti

STUDY ON THE BEHAVIOR OF LIPOLYTIC ACTIVITY ON: MANIPULATION OF
ALCOHOL DOSAGE AND THE INFLUENCE OF THE AMOUNT OF BIOCATALYST

ABSTRACT

The growing interest in alternative energy sources has driven the search for more
sustainable biofuel production processes. Among these, the use of microbial biocatalysts,
especially filamentous fungi, stands out as a promising strategy to overcome the limitations
of chemical catalysts. This study evaluated the potential of the fungus Penicillium roqueforti
in the enzymatic synthesis of biodiesel from soybean oil. Cultivation was conducted in a
liquid medium supplemented with specific nutrients, and lipolytic activity was monitored by
titration. Additional tests investigated the influence of cell concentration and the addition of
methanol and ethanol on enzyme activity. The results indicated that 1 mL of free cells
showed satisfactory performance, with no gains proportional to increasing concentration. It
was also found that both alcohols reduced lipid activity, with methanol being the most
detrimental. However, fractional addition in small quantities attenuated enzymatic
deactivation, suggesting a viable strategy for maintaining biocatalyst stability. These
findings highlight the potential of P. roqueforti as a microbial biocatalyst, reinforcing its
applicability in biodiesel production systems.
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INTRODUCAO

A crescente demanda por fontes de energia renovaveis tem impulsionado a
busca por alternativas sustentaveis aos combustiveis fésseis. Nesse cenario, o biodiesel
destaca-se como uma opg¢ado promissora, sendo tradicionalmente obtido pela
transesterificagdo de 6leos vegetais ou gorduras animais com catalisadores quimicos
(MOTA, 2019; SUAREZ et al., 2007). Baseando na fontes alternativas para producao
futura de biodiesel o estudo da utilizacdo de catalisadores enzimaticos, em especial as
lipases, apresenta-se como alternativa viavel a catalise quimica, oferecendo vantagens
como condigbes brandas de operacdo (temperatura e pressdo), menor geragdo de
subprodutos e maior facilidade na recuperacdo do biodiesel e do glicerol (HAMA et al.,
2018). Esse processo pode empregar lipases purificadas, extratos enzimaticos ou
células microbianas inteiras produtoras de lipase, sendo esta Ultima abordagem
considerada economicamente mais viavel por eliminar etapas de extragéo e purificagdo
(MOTA, 2019).

O desenvolvimento do catalisador depende do micro-organismo a ser utilizado
como fonte de lipase. Destacam-se fungos filamentosos e leveduras, cujas enzimas
geralmente sdo extracelulares, o que facilita sua recuperacdo e reduz custos de
producdo (GEOFFRY et al., 2018; MEHTA et al., 2017). Estratégias recentes incluem a
utilizacdo de lipases associadas ao micélio de fungos filamentosos (LIMA et al., 2019;
MAROTTI et al.,, 2017) e de células integras imobilizadas (ANDRADE et al., 2014;
BHARATHI et al., 2019; CARVALHO et al., 2015), buscando superar limitacdes técnicas
e econOmicas do processo enzimatico. Apesar disso, a presenca de alcoois de cadeia
curta, como metanol e etanol, pode inativar células imobilizadas, o que torna essencial
o desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo mais eficientes (MOTA, 2019).

Espécies pertencentes aos géneros Rhizopus, Aspergillus, Penicillium,
Geotrichum, Mucor e Rhizomucor sdo reconhecidas como importantes produtoras de
lipases com aplicagdes industriais (CORTEZ et al., 2017). Contudo, o género Penicillium
roqueforti, é tradicionalmente empregado na producdo de queijos azuis (LEISTNER,
1990), e se destaca pela capacidade de secretar enzimas extracelulares como lipases,
proteases e celulases (SILVA, 2022). No entanto, esse fungo filamentoso tem elevado
potencial biotecnolégico para ser usado na producdo de biocatalisador em 6leo vegetal
e representa uma alternativa promissora, tanto para reduzir os custos associados ao

uso de enzimas purificadas quanto para superar limitacdes dos processos quimicos.

Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial
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de P. roqueforti como biocatalisador microbiano na sintese enzimética de biodiesel a

partir de 6leo vegetal.

MATERIAIS E METODOS

O fungo filamentoso alimenticio Penicillium roqueforti foi cultivado em meio liquido
preparado de acordo com He et al. (2016), com modifica¢des, contendo 3% de 6leo de soja
refinado, 7% de extrato de levedura, 0,05% de MgSO,-7H,0, 0,1% de KH,PO, e 0,1% de
KNO, em 1 L de solucdo. A fermentacao foi conduzida em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL do meio esterilizado e inoculado com 102 esporos, incubados a 30 °C e
175 rpm.

A atividade lipolitica foi determinada por titulagdo, segundo o método adaptado de
Leal (2000). Para isso, 0,2 mL de amostra foram coletados diariamente e adicionados a
uma emulsao composta por 5% de goma arabica em tampao fosfato de sédio (0,1 mol/L)
e 10% de azeite de oliva virgem, emulsificada por 5 min. As reagfes foram conduzidas em
frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 18 mL da emulsdo e 0,2 mL da amostra,
incubados a 35 °C e 180 rpm por 20 min. Os controles (brancos) continham apenas a
emulsdo, sendo posteriormente acrescidos de 0,2 mL da amostra ap0s a incubacdo. A
reacao foi interrompida pela adicdo de 5 mL de solucéo etanol/acetona (1:1) e a titulacao
realizada com NaOH 0,04 mol/L, utilizando fenolftaleina 3% como indicador, cuja viragem
foi caracterizada pela coloracéo rosa (Mota, 2019).

Apos a identificacdo da condicdo de maior produgdo de biocatalisador, ensaios
foram conduzidos em reatores contendo 9,65 g de 6leo de soja e 5% de &agua,
suplementados com 1 mL de células livres. As reacdes de metandlise e etandlise foram
realizadas em triplicata por 72 h, a 30 °C e 175 rpm. Para avaliar a influéncia do
biocatalisador na auséncia de &lcoois, foram também testadas concentracdes de 2 e 3 mL
de células livres, mantendo-se as mesmas condi¢bes de incubacdo (Mota, 2019,
adaptado).

Posteriormente, novos experimentos foram realizados com a mesma composi¢cao
do meio reacional (9,65 g de 6leo de soja e 5% de 4gua), suplementada com 1 mL de
células livres, submetida & adigéo de &lcoois. As estratégias de adigdo de metanol ou etanol
foram: (i) adi¢cdo unica de 3 mol (1,32 mL de metanol e 1,59 mL de etanol) ou de 6 mol
(2,64 mL de metanol e 3,18 mL de etanol); (ii) trés adicbes sucessivas de 3 mol (0,44 mL
de metanol e 0,53 mL de etanol) ou de 6 mol (0,88 mL de metanol e 1,06 mL de etanol), a
cada 3 h; (iii) seis adicbes sucessivas de 3 mol (0,22 mL de metanol e 0,26 mL de etanol)
ou de 6 mol (0,44 mL de metanol e 0,53 mL de etanol), a cada 6 h (Mota, 2019, adaptado).
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A quantificacdo do biocatalisador foi realizada a partir da anadlise das médias e dos
desvios-padrao, sendo observadas a influéncia do biocatalizador com adicdo de varias

maneiras e sem a presenca de alcool.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A andlise foi realizada para determinar a producao de lipase correlacionada com a

influéncia da quantidade de biocatalisador, conforme indicado na (Figura 1).

Figura 1: Influéncia da Quantidade de Biocatalisador na Atividade Lipolitica
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Fonte: (Oliveira, 2025)

Na andlise do efeito da concentracéo de biocatalisador, verificou-se que a adicao
de 1 mL de células livres promoveu resultados satisfatérios em relagéo a atividade lipolitica.
Contudo, ao duplicar a concentragdo para 2 mL, ndo foi observada uma duplicacdo
proporcional na atividade, sugerindo que a resposta ndo seguiu uma relacéo linear entre a
guantidade de biocatalisador e a atividade da lipase. Quando a concentracgéao foi triplicada,
houve incremento da atividade, porém acompanhado de elevado desvio-padrao. Este fato
indica maior variabilidade nos resultados, comprometendo a confiabilidade e a
reprodutibilidade do processo. Assim, a utilizacdo de volumes superiores a 1 mL de
biocatalisador ndo se mostrou vantajosa, uma vez que aumentaria 0 consumo do recurso

sem ganhos significativos de eficiéncia.

Figura 2: Efeito da Adigdo de Metanol e Etanol na Atividade da Lipase
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Influéncia do Alcool na Atividade da Lipase
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Fonte: (Oliveira, 2025)

Quanto a influéncia dos alcoois (Figura 2), verificou-se que tanto o metanol quanto
o etanol provocaram reducdo da atividade lipidica, independentemente da estratégia de
adicdo. Esse efeito pode ser atribuido a toxicidade desses solventes para 0s
microrganismos e a elevada sensibilidade das lipases a presenca de alcoois, 0 que pode
resultar em rapida desativacdo do biocatalisador (Chen et al.,, 2001). Entretanto, a
magnitude da reducdo variou de acordo com o modo de adi¢édo. A aplicacdo sucessiva dos
alcoois em pequenas quantidades reduziu a intensidade da inibicAo enzimatica,
corroborando os achados de (Kaieda et al. 1999), que destacam a importancia do
fracionamento das adi¢des para mitigar a desativacao da lipase.

Em especial, observou-se que concentracdes mais elevadas de metanol exerceram
maior impacto negativo sobre a atividade lipidica em comparagdo ao etanol. Tal
comportamento pode estar relacionado ao efeito desnaturante do metanol, que promove a
perda de estabilidade estrutural da enzima. Apesar disso, mesmo na presenca de alcoois,
a atividade da lipase foi mantida em niveis detectaveis, sugerindo que a estratégia de
adicdo sucessiva pode ser considerada promissora para preservar a funcionalidade do

biocatalisador em sistemas de metandélise e etandlise.

CONCLUSOES/CONSIDERACOES

A avaliagdo do fungo filamentoso Penicillium roqueforti evidenciou seu potencial
como biocatalisador na producéo de biodiesel, especialmente pela capacidade de secretar
lipases ativas em meio oleoso. A concentracdo de 1 mL de células livres apresentou melhor
desempenho, demonstrando que o aumento do volume celular ndo resulta,
necessariamente, em maior eficiéncia catalitica. Observou-se ainda que a presenca de
metanol e etanol interfere negativamente na atividade lipolitica, sendo o metanol mais
agressivo a estabilidade enzimatica. Entretanto, a adicdo gradual dos &lcoois mostrou-se

uma estratégia eficaz para reduzir os efeitos inibitérios, permitindo maior preservacéo da
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atividade da lipase. Esses resultados reforcam a viabilidade do uso de P. roqueforti em

processos biotecnoldgicos, apontando caminhos para o desenvolvimento de sistemas

enzimaticos mais robustos e sustentaveis na producao de biodiesel.
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