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INTRODUCAO

Os biocombustiveis sao alternativas renovaveis e sustentaveis tao eficientes quanto os analogos de origem fossil, apresentando propriedades fisico-quimicas
semelhantes e caracteristicas superiores como a biodegradabilidade, baixa concentracdo de compostos toxicos e possibilidade de aplicacdo de uma grande gama de matérias-
primas na sua producéo (ANP 2016). Um biocombustivel que merece destague € o biodiesel. O mesmo € obtido por reacOes de esterificacédo/transesterificacao de o6leos e
gorduras com alcoois de cadeia curta como metanol e etanol, por catalise quimica ou enzimatica. A catalise enzimatica apresenta vantagens em relacdo a quimica, necessitando
de condicGes menos extremas nos parametros de reacdo. Além disso, as enzimas utilizadas podem ser recuperadas e reutilizadas e ndo necessitam de matérias-primas
purificadas para realizacédo da reacao, uma vez que o catalisador € seletivo ao seu substrato (Narwal et al., 2015).

Por sua vez, a lipase obtida da levedura Pseudozyma hubeiensis, se comparada a biocatalisadores comerciais, apresenta a vantagem de ser produzida em grandes
guantidades pelo microrganismo, sendo secretada pelas células, ndo necessitando de extracdo, e também demonstrando-se capaz de realizar a catalise sem purificacao,
reduzindo os custos do processo (Bussamara et al., 2009).

MATERIAIS E METODOS

Enzimas: Ensaios bioquimicos:
A lipase foi obtida da levedura Pseudozyma hubeiensis HB85A
cultivada em biorreator e plataforma rotatoria. - Proteinas totais (Bradford);
Lipase from Porcine Pancreas (Sigma — Aldrich) como controle comparativo. - Atividade enzimatica (transesterificacéo do éster PNPP)(Silva et al., 2005);

: ofilizaca - SDS-PAGE para resolucao dos produtos proteicos;
Tratamentos: Liotilizagao e

hidratacéo Zimograma (Silva et al., 2005).
Cultivo - Retirada > liofilizacs Caracterizacao proteica:
das células. Liofilizacdo completa ¢ao p :
Recuperacao do
sobrenadante Hidratacao residual Purificacéo: Colunas: Atividade Espectrometria
Parametros reacionais: HPLC = Qsepharose—— - insiica — de massas e
AKTA purifier SP sepharose analises in silico
- relacdo enzima substrato - possibilidade de solvéncia (GE life sciences) Superdex
- temperatura - razdo molar alcool/oleo
- tempo reacional - agitacao Analises dos produtos:

As reacOes ocorreram primeiramente em escala laboratorial (microtubo) e - qualitativa, cromatografia em camada delgada (Soham et al., 2011);
posteriormente em reatores com agitacado mecanica, simulando um escalonamento - quantitativa, cromatografia a gas (GC-FID) (metodo EN 14103, 2011)..
industrial (Ebrahimi et al., 2012).

RESULTADOS E CONCLUSOES
M 1 2 3 4 5

198 kDa — : Os resultados obtidos nos ensaios de atividade enzimatica revelam um alto
98kDa — > potencial para o biocatalisador de estudo. Como vemos na tabela 1, atingiu-se um valor
62kDa maximo de 11,41 U/mg de proteina no melhor resultado. Mesmo que tal valor seja inferior
——— ao da enzima comercial de controle, a maior facilidade de obtencdo e o menor valor

atrelado ao processo de producdo compensam uma possivel maior utilizacdo do
B — 5 catalisador, quando aplicado em reactes de sintese de biodiesel.
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Figura 1: Perfil proteico caracterizado via SDS-PAGE, M — marcador de peso molecular, 1- Comercial 2,2 0 0 Comercial 31 82 406
tratamento liofilizacdo e hidratacdo, 2 — tratamento liofilizacdo completa, 3 — tratamento (Porcine) (Porcine)
hidratacao residual, 4 — Lipase from porcine pancreas e 5 — tratamento de liofilizac&o da enzima : ,
produzida em biorreator. Biorreator 10,7 - - Biorreator 0,06 - 0,08
y o . | (Lioflizacao) (Liofiizago)

A analise dos resultados obtidos via SDS-PAGE (Figura 1) determinou que a  Tabela 2: Producdo de biodiesel obtida em Tabela 3: Producio de biodiesel obtida em
lipase de estudo, em todos os tratamentos utilizados, apresenta uma série de constituintes  microtubos, analise via cromatografia gasosa. reatores, analise via cromatografia gasosa.
proteicos em sua composicdo, o que era esperado de um extrato bruto ndo purificado. No Egrﬁmetro,laVal”adoj CO”fe”;’ri“?(‘N‘fI) egZimé‘_ti‘)?a- igfﬁmetro,fva':ad01~ Concle”t;a‘ié(o,Ienzéméti(?a)-

- . , . ~ . ;. oras, alCoOl razaO0 molar o. oleo de sQja) € oras, alCool razao molar o. oleo de SOja
entanto, tambéem demonstra que a enzima suina comercial ndo possui uma unica banda, 300RPM de agitacio. e 200RPM de agitacio.

esperada de um produto purificado, o que reforca a ideia de que se determinadas as
condicOes corretas de reacao, a lipase de P. hubeiensis pode ser uma alternativa, com alta
capacidade convertiva, mas com custos muito reduzidos, sem a necessidade das etapas
de purificacao, extracédo e expressao heterologa, das enzimas atualmente disponiveis.

As reacOes conduzidas tanto em microtubo, como em escala semi-industrial
demonstram-se promissoras. Como vemos na tabela 3, obteve-se uma converséo de
10,7% da matéria-prima em ésteres de biodiesel. Apesar do valor ainda ser muito
baixo, um uUnico parametro de reacao foi testado, apresentando resultados
consideraveis. Dada a otimizacdo dos demais parametros, espera-se que seja possivel

Tratamento Conversao Atividade  Proteinatotal Atividade L1 SN ~ ,
obter uma catalise de alta eficiéncia e um produto com alta concentracdo de esteres

(Mmol/mL) (U/mL) (mg/mL) especifica

(Ulmg) gue se encaixe nas normas de qualidade.
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