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INTRODUGAO

O biodiesel é definido como um éster mono-alquilico de acidos graxos de cadeia longa
sintetizado pela transesterificagdo de um triglicerideo, em dleo vegetal ou gordura animal,
com alcool.

O biodiesel tem sido testado como fonte alternativa desde a crise energética na década
de 1970 por ser um biocombustivel ndo toxico, biodegradavel e fonte renovavel de energia
podendo ter um desenvolvimento sustentavel no futuro; além de trazer beneficios ao meio
ambiente que incluem a diminuigdo da emissdo de particulas e gases que contribuem para
o efeito estufa como CO, CO,, SO,.

Atualmente, o biodiesel tem sido produzido quimicamente usando dleo vegetal na
Europa e nos Estados Unidos. A necessidade de remogdo do catalisador e as excessivas
exigéncias energéticas sdo as principais desvantagens desse processo quimico.

O uso de lipase para a produgdo de biodiesel tem mostrado resultados promissores nos
ultimos anos, mas as pesquisas nesse campo ainda estdo em progresso por causa da
flexibilidade da enzima e do elevado custo para comercializagdo da mesma como
catalisadora. Na rota enzimatica, o subproduto glicerol pode ser facilmente removido sem
demandar qualquer processo complexo de separagdo. Além disso, acidos graxos livres
contidos em o6leos, que podem ser utilizados como matéria-prima, também sdo
completamente convertidos a alquil ésteres.

Este estudo descreve os experimentos e resultados obtidos, quanto a produgdo de
lipases pelos fungos Rhizopus sp., Geotrichum sp., Aspergillus sp. n°1068 e Aspergillus sp.
n°1099 e aplicagdo isolada dessas enzimas na alcodlise dos 6leos de soja, mamona e
pinhdo manso.

METODOLOGIA

Foram produzidas lipases microbianas a partir das linhagens Rhizopus sp., Geotrichum
sp., Aspergillus sp. n°1068 e Aspergillus sp. n°1099, pertencentes ao Laboratério de
Bioquimica de Alimentos da FEA. Para a produgdo destas lipases, os microrganismos
Rhizopus sp., Aspergillus sp. n°1068 e Aspergillus sp. n°1099 foram cultivados através de
fermentagdo sdlida utilizando farelo de trigo umedecido com agua como meio de cultura;
enquanto que o fungo Geotrichum sp. foi cultivado através de fermentagdo liquida em
meio de cultura composto de 13% de agua de milhocina; 2,3% de nitrato de aménio e
0,6% de oleo de soja. As enzimas obtidas foram concentradas por precipitagdo com
sulfato de amonio até 80% de saturagdo e, em seguida, liofilizadas.

Figura 1. Vegetais dos quais se extrairam os 6leos utilizados nas reagdes de hidrélise por lipases: (a) mamona;
(b) soja; (c) pinhdo manso

Foi estudada a aplicagdo dessas enzimas em reagdes de alcodlise dos Oleos de
mamona, soja e pinhdo manso. As reagdes foram conduzidas em frascos de vidro
contendo 1:1 moles de dleo e etanol e 1% de enzima em relagdo a massa total dos
reagentes. Os frascos foram incubados em banho-maria a 40°C por 72h, sendo que em 24
e 48h foi adicionado 0,5 mol de etanol em cada tempo. Foi preparado um branco (sem
adigdo da enzima) para cada 6leo estudado. Aliquotas de cada sistema foram aplicadas na
cromatografia em camada delgadarealizada em placas de silica gel, utilizando como fase
movel éter de petrdleo:éter etilico:acido férmico na proporgdo (210:90:0,4, v:v:v) a
temperatura de 25°C, e como revelador acido sulftrico (10%) em etanol, seguido de
aquecimento a 100°C. Os ésteres, produtos da reagdo de alcodlise, foram comparados
com o padréo palmitato de etila.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Producédo de lipases microbianas e atividade enzimatica

As atividades de lipases e a concentragdo de proteinas foram determinadas nas
preparagées enzimaticas brutas de lipases.

Tabela 1. Atividade Especifica das Lipases.

Geotrichum

Aspergillus sp. n°1099 159,39 6.694,77

*Atividade Especifica utilizada no experimento de hidrélise, correspondente a 1% de enzima em relagdo a massa total de
reagentes.

Estudo da reagdo de alcodlise dos 6leos de mamona, soja e pinhdo por
diferentes lipases

Neste experimento, foram detectados produtos obtidos da reagdo de alcodlise
catalisada pela enzima Rhizopus sp., tanto para o 6leo de soja (Figura 2) como para os
6leos de mamona (Figura 3) e pinhdo manso (Figura 4). Comparando-se as manchas dos
produtos de reagdo evidenciadas na cromatografia em camada delgada com um padrdo de
éster de acido graxo, a enzima parece ndo ter produzido biodiesel (éster de acido graxo)
por alcodlise utilizando dleos de soja, mamona e pinhdo manso (Figura 1, 2 e 3).

As enzimas de Aspergigillus sp. 1068, Aspergigillus sp. 1099 e Geotrichum sp. nédo
foram capazes de realizar reagbes de alcodlise nas condigdes experimentais e de avaliagéo
(Figura 1,2 e 3).

Figura 2. Cromatografia em camada delgada dos produtos
das reagdes de alcodlise do dleo de soja, na presenga de
etanol e lipases de diferentes fontes.

Figura 3. Cromatografia em camada delgada dos produtos das
reagbes de alcodlise do 6leo de mamona, na presenga de
etanol e lipases de diferentes fontes.

Figura 4. Cromatografia em camada delgada dos produtos das
reagbes de alcodlise do 6leo de pinhdo manso, na presenca de
etanol e lipases de diferentes fontes.

CONCLUSAO

Todos os fungos estudados produziram lipases, sendo que a linhagem de Rhizopus sp.
apresentou a maior atividade especifica apds concentragdo por precipitagdo com sulfato de
amonio 80% de saturagdo, seguido de dialise e liofilizagdo. Foram detectados produtos das
reagdes de alcodlise, apenas nas reagdes catalisadas pela enzima Rhizopus sp. para os
trés dleos estudados (soja, mamona e pinhdo manso). As enzimas de Aspergigillus sp.
1068, Aspergigillus sp. 1099 e Geotrichum sp. ndo foram capazes de realizar reages de
alcodlise nas condigBes experimentais e de avaliagdo.




