
Enzimas:

A lipase foi obtida da levedura Pseudozyma hubeiensis HB85A

cultivada em biorreator e plataforma rotatória.

Lipase from Porcine Pancreas (Sigma – Aldrich) como controle comparativo.

.

Tratamentos:

Parâmetros reacionais:

- relação enzima substrato - possibilidade de solvência

- temperatura - razão molar álcool/óleo

- tempo reacional - agitação

As reações ocorreram primeiramente em escala laboratorial (microtubo) e

posteriormente em reatores com agitação mecânica, simulando um escalonamento

industrial (Ebrahimi et al., 2012).

Ensaios bioquímicos:

- Proteínas totais (Bradford);

- Atividade enzimática (transesterificação do éster PNPP)(Silva et al., 2005);

- SDS-PAGE para resolução dos produtos proteicos;

- Zimograma (Silva et al., 2005).

Caracterização proteica:

Análises dos produtos:

- qualitativa, cromatografia em camada delgada (Soham et al., 2011);

- quantitativa, cromatografia a gás (GC-FID) (método EN 14103, 2011)..
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A análise dos resultados obtidos via SDS-PAGE (Figura 1) determinou que a

lipase de estudo, em todos os tratamentos utilizados, apresenta uma série de constituintes

proteicos em sua composição, o que era esperado de um extrato bruto não purificado. No

entanto, também demonstra que a enzima suína comercial não possui uma única banda,

esperada de um produto purificado, o que reforça a ideia de que se determinadas as

condições corretas de reação, a lipase de P. hubeiensis pode ser uma alternativa, com alta

capacidade convertiva, mas com custos muito reduzidos, sem a necessidade das etapas

de purificação, extração e expressão heteróloga, das enzimas atualmente disponíveis.

As reações conduzidas tanto em microtubo, como em escala semi-industrial

demonstram-se promissoras. Como vemos na tabela 3, obteve-se uma conversão de

10,7% da matéria-prima em ésteres de biodiesel. Apesar do valor ainda ser muito

baixo, um único parâmetro de reação foi testado, apresentando resultados

consideráveis. Dada a otimização dos demais parâmetros, espera-se que seja possível

obter uma catálise de alta eficiência e um produto com alta concentração de ésteres

que se encaixe nas normas de qualidade.

Os resultados obtidos nos ensaios de atividade enzimática revelam um alto

potencial para o biocatalisador de estudo. Como vemos na tabela 1, atingiu-se um valor

máximo de 11,41 U/mg de proteína no melhor resultado. Mesmo que tal valor seja inferior

ao da enzima comercial de controle, a maior facilidade de obtenção e o menor valor

atrelado ao processo de produção compensam uma possível maior utilização do

catalisador, quando aplicado em reações de síntese de biodiesel.
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Tabela 2: Produção de biodiesel obtida em

microtubos, análise via cromatografia gasosa.

Parâmetro avaliado: concentração enzimática.

19 horas, álcool razão molar 3:1 (óleo de soja) e

300RPM de agitação.

Figura 1: Perfil proteico caracterizado via SDS-PAGE, M – marcador de peso molecular, 1-

tratamento liofilização e hidratação, 2 – tratamento liofilização completa, 3 – tratamento

hidratação residual, 4 – Lipase from porcine pancreas e 5 – tratamento de liofilização da enzima

produzida em biorreator.

Tabela 1: Atividade enzimática dos diferentes tratamentos da lipase de P. hubeiensis. Uma unidade

enzimática é definida como a quantidade de enzima necessária pra converter 1 µmol do substrato em 1

min. Atividade específica descrita pelo fabricante de lipase from porcine pancreas = 31 U/mg.

Tabela 3: Produção de biodiesel obtida em

reatores, análise via cromatografia gasosa.

Parâmetro avaliado: concentração enzimática.

19 horas, álcool razão molar 3:1 (óleo de soja)

e 200RPM de agitação.


