INTRODUCAO

O biodiesel tem se destacado dentre os bicombustiveis por apresentar
propriedades fisico-quimicas similares a de seu equivalente fossil, alem de
apresentar vantagens como ponto de fulgor elevado, menor presenca de
Impurezas, entre outras. O mesmo é obtido industrialmente via catalise
guimica ou enzimatica, sendo que a segunda se mostra mais sustentavel,
com eficiéncia similar e menor demanda energética (Narwal et al., 2015). A
levedura Pseudozyma hubeiensis produz uma lipase capaz de realizar a
catalise com competéncia (Bussamara et al., 2009), sendo vantajosa frente
as demais enzimas por ser secretada pelas ceélulas e nao precisar de
processos de purificacdo ou producao heterdloga, além disso, produz uma
boa eficiéncia de reacao, reduzindo custos e etapas.

MATERIAIS E METODOS

Enzimas: A lipase fol obtida da levedura Pseudozyma hubeiensis HB85A
cultivada em biorreator e plataforma rotatoria. Lipase from Porcine
Pancreas (Sigma — Aldrich) como controle comparativo.
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Atividade Enzimatica (transesterificacao do ester PNPP) (Silva et al., 2005)
SDS-PAGE para resolucao dos produtos proteicos

Parametros reacionais: (i) relacao enzima substrato, (ii) temperatura, (i)
possibilidade de solvéncia, (iv) razdo molar alcool/dleo, (v) tempo reacional
e (vi) agitacao foram avaliados. As reacdes ocorreram primeiramente em
escala laboratorial (microtubo) e posteriormente em reatores com agitacao
mecanica, simulando um escalonamento industrial (Ebrahimi et al, 2012).

Analises dos produtos: (i) qualitativa, via cromatografia em camada
delgada (Soham et al., 2011) e (ii) quantitativa, através de cromatografia a
gas (GC-FID), via método EN 14103, (2011).

Fig. 1:.. Estruturas 3D conhecidas de lipases comerciails bem caracterizadas, mostrando a
diversidade das enzimas que compde a classe das triacilhidrolases. A) lipase Pseudomonas
aereuginosa (Nardini et al., 2000). B) lipase de pancreas suino (Hermoso et al., 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises de atividade enzimatica, proteina total e atividade

198 kDa

08 kDy —3 especifica revelaram que nas condigoes teste, todos os tratamentos
20s apresentam potencial de utilizacao para a _catéllse (Tabela 1),_d_eV|do aos
valores elevados em todos os testes. Existe uma menor atividade dos
49kDa —> tratamentos em relacao a enzima comercial, mas os custos de tratamento
da lipase de estudo a tornam mais competitiva.
38kDa ——>
Tratamento 5% 15% 25% Tratamento 5% 15% 25%
28kDa —> Liofilizacgdoe 0,07/ 0,07 04 Liofilizagdoe 0 0 0
hidratacao hidratacao
Comercial 31 82 406 Comercial 2,2 0 0
(Porcine) (Porcine)
Fig. 2 : Perfil proteico caracterizado via SDS-PAGE, M — marcador de peso molecular, 1- Biorreator 0,06 ) 0,08 Biorreator 10,7 : _

tratamento liofilizacao e hidratacao, 2 — tratamento liofilizacdo completa, 3 — tratamento hidratacao
residual, 4 — Lipase from porcine pancreas e 5 — tratamento de liofilizacao da enzima produzida em
biorreator.

A analise via SDS-PAGE dos tratamentos revelou a presenca de
diversas proteinas, como esperado, uma vez que nao ha purificacado nos
produtos do cultivo (Fig.2). No entanto, notou-se que a enzima comercial
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Tabela 2: Comparacao da producao de
biodiesel obtida em reacdes de microtubos,
analise via cromatografia gasosa. Parametro
avaliado: concentracao enzimatica.
Condicdes: 19 horas, alcool razdo molar 3:1
(6leo de soja) e 300RPM de agitacao.
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Tabela 3: Comparacao da producao de
biodiesel obtida em reacdoes de reatores,
analise via cromatografia gasosa. Parametro
avaliado concentracdo enzimatica. Condicoes:
19 horas, alcool razao molar 3:1 (0leo de soja)
e 200RPM de agitacéo.

purificada, também nao apresenta uma unica banda, que seria
caracteristico de um produto purificado. Esse resultado demonstra que se
determinadas as condicbes oOtimas da lipase P. hubeiensis, a mesma
apresenta-se como uma alternativa a catalise, com custos reduzidos e
gualidade de reacao semelhante, uma vez que nao necessita de
purificacao.

A lipase da levedura P. hubeiensis fol capaz de realizar a conversao de
10,7% de 6leo em esteres (biodiesel), em reatores (Tabela 3). O percentual
ainda é baixo, porém demonstra um grande potencial dos tratamentos de
estudo, visto que ainda ha parametros a serem avaliados. A lipase de P.
hubeiensis apresenta-se, como agqui demonstrado, capaz de realizar a

Tratamento Conversao  Atividade  Proteina total ~ Atividade catélise de biodiesel a baixo custo, sendo uma alternativa sustentavel ao
(umolimlL) — (UimL) (mg/ml) 99(’370'f')°a processo quimico, porém mais testes precisam ser realizados para que a
mg ., . .
S mesma possa demonstrar-se viavel industrialmente.
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Tabela 1: Atividade enzimatica dos diferentes tratamentos da lipase de P. hubeiensis. Uma
unidade enzimatica é definida como a quantidade de enzima necessaria pra converter 1 umol do
substrato em 1 min. Atividade especifica descrita pelo fabricante de lipase from porcine pancreas
= 31 U/mg.




