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RESUMO GERAL

A producdo de biocombustiveis, em especial o biodiesel, tornou-se uma das
formas mais eficientes de diversificar a matriz energética, contribuindo para a
conservagao do meio ambiente e o desenvolvimento econdmico, por meio da reducdo da
emissao de gases do efeito estufa. O uso de isolados flingicos para extracao de 6leo e a
geracdo de biodiesel tem despertado crescente interesse da comunidade cientifica
mundial. Os objetivos deste trabalho foram: 1) isolar microalgas, bactérias e fungos de
lagoa de estabilizacdo de dejetos de suinos, utilizando diversos meios de cultura; 2)
avaliar o potencial de producdo de dleo destes isolados microbianos; 3) realizar a
caracterizacdo quimica do 6leo extraido da biomassa de alguns isolados fingicos,
selecionados pelo seu alto potencial para a geracdo de biodiesel. Foram utilizados
quatro meios de cultura (GL, BDA, Agar nutritivo e Contagem padrio), duas faixas de
pH dos meios e trés dilui¢des para isolamento de bactérias, fungos e microalgas. Foi
utilizada a metodologia de dilui¢des sucessivas e contagem direta de unidades
formadoras de coldnias em placas, apds cinco e nove dias de incubacdo a 28°C, na
auséncia de luminosidade. Em todos os meios de cultura, foi possivel isolar mais
bactérias do que fungos e microalgas. O teor de 6leo foi determinado por extracdo em
Soxhlet. Foi realizada uma cromatografia de camada delgada para separacdo dos
diferentes constituintes do Oleo extraido. Fungos e microalgas foram detectados,
predominantemente, pelos meios GL e BDA, nas duas faixas de pH testadas. Os
isolados 4, 7, 9, 19, 22, 24, 25, 26, 29, 31, 32 e 33 apresentaram teor de lipidios acima
de 25% de sua biomassa seca, 0 que 0s caracteriza como microrganismos oleaginosos.
Os isolados 25, 26, 29, 31 e 33 apresentaram maior potencial para a geracdo de dleo
para a producgdo de biodiesel. Comparando-se esses cinco isolados, ndo houve diferenca
quanto ao seu rendimento de 6leo. No dleo extraido a partir da biomassa flingica, destes
cinco isolados, ndao foram observados triglicerideos e &4cidos graxos, porém, foram
detectados ésteres, o que confirma a reacdo de transesterificacdo do 6leo microbiano. A
maioria das amostras apresentou transesterificacdo incompleta, com a presenca de mono
e diacilgliceridios. Entretanto, a amostra do isolado 25 apresentou uma caracteristica

mais préxima da producao de biodiesel, com a transesterificacdo completa.

Palavras-chave: Biodiesel; microrganismos oleaginosos; fungos oleaginosos



GENERAL ABSTRACT

The production of biofuels, especially biodiesel, is one of the most effective
alternatives to change the energy sources. Consequently, it increases the environment
conservation and the economic development. The use of microalgae, bacteria and fungi
for oil production to biodiesel generation has attracted crescent interest from the
worldwide scientific community. This work aimed to isolate microorganisms from the
storage of pig slurry, using different culture media, in order to extract microbial oil for
biodiesel generation. Their oil production potential and oil characterization were also
evaluated. Four culture media (GL, PDA, Nutrient agar and Standard counting), two pH
ranges and three dilutions were used to isolate bacteria, fungi and microalgae. The
successive dilution method and direct counting of colony-forming units in plates were
used, after five and nine days of incubation at 28 °C in darkness. In all culture media
was possible to isolate more bacteria than fungi and microalgae. The oil from the fungi
isolates was determined by Soxhlet extraction. It was performed a thin layer
chromatography for separation of different constituents of the oil and microalgae
extracted . In all culture media more bacteria than fungi and microalgae isolates were
obtained. Fungi and microalgae isolates were detected predominantly in GL and PDA
media in both pH ranges. The isolates 4, 7, 9, 19, 22, 24, 25, 26, 29, 31, 32 and 33
showed lipid content up to 25% of their dry weight, characterizing them as oleaginous
microorganisms. The isolates 25, 26, 29, 31 and 33 showed the highest potential for oil
generation to biodiesel production. Comparing these five fungi isolates, there was no
difference in oil yield produced by them. In these oil samples triglycerides and fatty
acids were not verified. On the other hand, esters were detected which confirmed the
transesterification of fungi oil. The major of oil samples showed incomplete
transesterification, with the presence of mono-and diacilglycerides. However, for the oil
from the isolate 25 there was a complete transesterification showing the best

characteristics for biodiesel production.



INTRODUCAO GERAL

E crescente o interesse pelo uso racional de energia utilizada para atender as
necessidades da sociedade em geral: movimentar industrias, transporte, comércio e
demais setores econdmicos dos paises. Segundo projecdo da Energy Information
Administration (2008), o consumo de energia no mundo tende a aumentar cerca de 50%
de 2005 a 2030, sobretudo nos paises em desenvolvimento (GRISOLI et al., 2009).

A produgao de biocombustiveis, em especial o biodiesel, tornou-se uma das
formas mais eficientes para diversificar a matriz energética. Isto, consequentemente,
contribui para a conservacdo do meio ambiente e favorece o desenvolvimento
econdmico, por meio da reducdo da emissdo de gases do efeito estufa e a
descentralizacdo de investimentos, para a geracdo de emprego e renda no campo.
Entretanto, é necessario que sejam estabelecidos mecanismos de suporte a producio e
comercializacdo desses biocombustiveis. Isso é possivel pela otimizacdo de recursos e a
interacdo das institui¢des publicas, privadas e dos pequenos produtores rurais. Desta
forma, tornam-se essenciais, para a geracdo de informagdes confidveis, estudos que
demonstrem a viabilidade juridica, técnica, ambiental, social e comercial dos
biocombustiveis (LOFRANO, 2008).

Os biocombustiveis sdo fontes de energias renovaveis, derivadas de produtos
agricolas como actcar, plantas oleaginosas, biomassa florestal e outras fontes de
matéria organica. Em alguns casos, estes podem ser usados de forma isolada, como
adicionados aos combustiveis convencionais. Como exemplos, ha o biodiesel, o etanol,
o metanol, o gids metano e o carvdo vegetal (BIOCOMBUSTfVEIS, 2007). Diversas
matérias-primas podem ser utilizadas na producdo de biodiesel e podem ser divididas
nos seguintes grupos: 6leos vegetais, gordura animal e 6leos e gorduras residuais.

Alguns microrganismos como microalgas, protozodrios e fungos acumulam
cerca de 30 a 80% de lipidios em sua biomassa (MURPHY et al., 2005). Vicente et al.
(2009) constataram 85% de lipidios na biomassa seca do fungo Mucor circinelloides, o
que demonstra alto potencial para a producao de biodiesel. Segundo Teixeira e Teixeira
(2006), Zhang e Ratledge (2008) e Angerbauer et al. (2008) algumas espécies

microbianas podem apresentar alto teor de lipidios (20 a 68% de sua massa seca).



O uso de microrganismos como fonte de lipidios tem sido investigado
extensivamente para a sua aplicagdo como aditivos alimentares, farmacéuticos e
ingredientes de alimentos para a aquicultura (RATLEDGE, 1991; RATLEDGE, 2004,
SZCZESNA-ANTCZAK, 2006). Os microrganismos sao fontes de 6leos comestiveis, ja
que apresentam a capacidade de produzir 6leos ricos em acidos graxos poli-insaturados,
que sdao muito visados como suplementos dietéticos e para a nutricdo infantil
(RATLEDGE, 2002). Recentemente, tem sido investigado o uso de microrganismos
oleaginosos para a produgdo de biodiesel, particularmente de microalgas que capturam
o diéxido de carbono para transformac¢do em lipidios, utilizando a luz solar. No entanto,
esses microrganismos fotossintéticos t€ém problemas relacionados ao seu crescimento
em sistemas de reator, em virtude da necessidade de fornecimento de luz e de grandes
areas para garantir sua multiplicacdo. Por outro lado, hd poucas informagdes sobre o
uso de lipidios a partir de fungos e bactérias para a producao de biodiesel.

A utilizagdo de microalgas, bactérias e fungos para a producdo de dleo e
geracdo de biodiesel tem despertado crescente interesse da comunidade cientifica
mundial (GRISOLI et al., 2009). Além disso, o processo de extracdo de dleo, utilizando
metodologias oficiais da Oil Chemist’s Society (AOCS, 1999), € relativamente simples
e estes organismos podem ser cultivados em ambientes indspitos para a maioria das
espécies vegetais, como dareas degradadas, desérticas, de mineragdo, lagoas de
estabilizacdo de dejetos de suinos etc. Entretanto, seu uso de forma comercial requer
mais estudos para comprovar a sua real eficicia, comparada as plantas
(ANGERBAUER et al., 2008).

O uso de microrganismos oleaginosos, para a geracdo de biodiesel, baseia-se
na capacidade que estes possuem de converter a energia quimica da biomassa em
energia util, sendo considerado um processo limpo de producdo de energia. Além disso,
esse tipo de energia ndo provoca impactos ambientais e tampouco envolve a produgdo
de materiais perigosos. Também, sua producdo pode ser realizada localmente, proxima
da regiao de demanda, o que minimiza os custos relacionados ao sistema de distribuicao
(BUCKLEY & WALL, 2006).

A producdo de suinos caracteriza-se por um sistema intensivo de
confinamento, tendo como consequéncia a produgdo de elevada quantidade de dejetos.
Esses contribuem para a degradacdo ambiental por meio da poluicdo e contaminagdo
das 4guas superficiais e subterraneas, poluicdo organica pelo nitrogénio, fonte de

microrganismos patogénicos, poluicio do ar e alta incidéncia de insetos



(ANGERBAUER et al., 2008). Entretanto, os dejetos de suinos podem traduzir-se em
excelente fonte de substrato para a multiplicacdo de microrganismos de interesse. Na
regido sudoeste Goiana, a suinocultura industrial gera alta quantidade de dejetos, o que
impacta negativamente o ambiente. Uma forma de mitigar tal problema consiste na
utilizacdo das lagoas de estabilizacdo de dejetos de suinos para multiplicacdo de

microalgas, bactérias e fungos oleaginosos para a geracdo de biodiesel.
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OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste trabalho foram: 1) isolar microalgas, bactérias e fungos de
lagoa de estabilizacdo de dejetos de suinos, utilizando diversos meios de cultura; 2)
avaliar o potencial de producdo de 6leo destes isolados microbianos; 3) realizar a
caracterizacdo quimica do 6leo extraido da biomassa de alguns isolados, selecionados

pelo seu alto potencial para a geragcao de biodiesel.



CAPITULO 1

MICRORGANISMOS DE LAGOA DE ESTABILIZACAO DE DEJETOS DE
SUINOS PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL



Microrganismos de lagoa de estabilizacio de dejetos de suinos para a

producao de biodiesel

Microorganisms from storage of swine manure for biodiesel production

Resumo - A utilizagdo de microalgas, bactérias e fungos para a producao de 6leo com
vistas a geracdo de biodiesel tem despertado crescente interesse da comunidade
cientifica mundial. Objetivou-se com este trabalho isolar microalgas, bactérias e fungos
de lagoa de estabilizacdo de dejetos de suinos, utilizando diversos meios de cultura,
visando a extracdo de Oleo e geracdo de biodiesel, além de avaliar o potencial de
producdo do 6leo destes isolados. Foram utilizados quatro meios de cultura (GL, BDA,
Agar nutritivo e Contagem padrdo), duas faixas de pH dos meios e trés diluicdes para
isolamento de bactérias, fungos e microalgas. Foi utilizada a metodologia de diluicdes
sucessivas e contagem direta de unidades formadoras de colonias em placas, apds cinco
e nove dias de incubagdo a 28°C, na auséncia de luminosidade. Em todos os meios de
cultura, foi possivel isolar mais bactérias do que fungos e microalgas. A determinagao
de rendimento de dleo foi realizada por extracdo em Soxhlet. Fungos e microalgas
foram detectados, predominantemente, pelos meios GL e BDA, nas duas faixas de pH
testadas. Os isolados 4, 7, 9, 19, 22, 24, 25, 26, 29, 31, 32 e 33 apresentaram teor de
lipideos acima de 25% de sua biomassa seca, 0 que 0s caracteriza como microrganismos
oleaginosos. Os isolados 25, 26, 29, 31 e 33 apresentaram maior potencial para a

geracdo de 6leo e producdo de biodiesel.

Palavras-chave: sustentabilidade, dejetos de suinos, O6leo microbiano, fungos

oleaginosos.

Abstract - The use of microalgae, bacteria and fungi for oil production to biodiesel
generation has attracted crescent interest from the worldwide scientific community. This
work aimed to isolate microorganisms from the storage of pig slurry, using different
culture media, in order to extract microbial oil for biodiesel generation. Their potential
of oil production was also quantified. Four culture media (GL, PDA, Nutrient agar and
Standard counting), two pH ranges and three dilutions were used to isolate bacteria,

fungi and microalgae. The successive dilution method and direct counting of colony-



forming units in plates were used, after five and nine days of incubation at 28 °C in
darkness. In all culture media more bacteria than fungi and microalgae isolates were
obtained. Fungi and microalgae isolates were detected predominantly in GL and PDA
media in both pH ranges. The isolates 4, 7, 9, 19, 22, 24, 25, 26, 29, 31, 32 and 33
showed lipid content up to 25% of their dry weight, characterizing them as oleaginous
microorganisms. The isolates 25, 26, 29, 31 and 33 showed the highest potential for oil
generation to biodiesel production.

Key words - Sustainability. Swine manure. Microbial oil. Oleaginous fungi.

Introducao

E crescente o interesse pelo uso racional de energia utilizada para atender as
necessidades da sociedade em geral: movimentar inddstrias, transporte, comércio e
demais setores econdmicos dos paises. Segundo projecdo da Energy Information
Administration (2008), o consumo de energia no mundo tende a aumentar cerca de 50%
de 2005 a 2030, sobretudo nos paises em desenvolvimento (GRISOLI et al., 2009).

A produgdo de biocombustiveis, em especial o biodiesel, tornou-se uma das
formas mais eficientes para diversificar a matriz energética. Isto, consequentemente,
contribui para a conservacdo do meio ambiente e favorece o desenvolvimento
econOmico, por meio da redugcdo da emissdo de gases do efeito estufa e a
descentralizacdo de investimentos, para a geracdo de emprego e renda no campo.
Entretanto, € necessario estabelecer mecanismos de suporte a producdo e
comercializacdo desses biocombustiveis. Isso € possivel pela otimizacdo de recursos e a
interacdo das instituicdes publicas, privadas e dos pequenos produtores rurais. Desta
forma, tornam-se essenciais para a geracdo de informacdes confidveis, estudos que
demonstrem a viabilidade juridica, técnica, ambiental, social e comercial dos
biocombustiveis (LOFRANO, 2008).

Diversas matérias-primas podem ser utilizadas na produgdo de biodiesel e
serem divididas nos seguintes grupos: 6leos vegetais, gordura animal e 6leos e gorduras
residuais. Especificamente, os biocombustiveis sdo fontes de energias renovaveis,
derivadas de produtos agricolas como agucar, plantas oleaginosas, biomassa florestal e
outras fontes de matéria organica. Em alguns casos, estes podem ser usados de forma

isolada, como adicionados aos combustiveis convencionais. Como exemplos, hd o



biodiesel, o etanol, o metanol, o gds metano e o carvao vegetal (BIOCOMBUSTfVEIS,
2007).

Alguns microrganismos, como microalgas, protozodrios, fungos e bactérias
acumulam cerca de 30 a 80% de lipidios em sua biomassa (MURPHY, 2005). Para um
microrganismo ser classificado como oleaginoso € necessédrio um teor acima de 25% de
lipidios em sua biomassa seca (RATLEDGE, 2004). Geralmente, o O6leo destes
microrganismos estd na forma de triglicérides, que se traduz no principal componente
dos Oleos vegetais e gorduras animais. Portanto, os lipidios microbianos podem
potencialmente ser usados como matéria-prima para a producdo de biodiesel, por meio
da reacdo de transesterificacio com metanol, na presenca de um catalisador bésico.
Segundo Teixeira e Teixeira (2006), Zhang e Ratledge (2008) e Angerbauer et al.
(2008) algumas espécies microbianas podem apresentar potencial de producdo de
biodiesel, em razdo de seu alto teor de lipidios, que podem alcancar de 20 a 68% de sua
massa seca. Vicente et al. (2009) constataram 85% de lipideos na biomassa seca de
Mucor circinelloides, que demonstrou alto potencial para a producao de biodiesel.

O uso de microrganismos como fonte de lipidios tem sido investigado
extensivamente para a sua aplicagdo como aditivos alimentares, farmacéuticos e
ingredientes de alimentos para a aquicultura (RATLEDGE, 1991; RATLEDGE, 2004,
SZCZESNA-ANTCZAK, 2006). Os microrganismos sao fontes de 6leos comestiveis, ja
que apresentam a capacidade de produzir 6leos ricos em acidos graxos poli-insaturados,
que sdao muito visados como suplementos dietéticos e para a nutricdo infantil
(RATLEDGE, 2002). Recentemente, tem sido investigado o uso de microrganismos
oleaginosos para a produgao de biodiesel, particularmente de microalgas que capturam
o diéxido de carbono para transformagdo em energia, utilizando a luz solar. No entanto,
esses microrganismos fotossintéticos t€ém problemas relacionados ao seu crescimento
em sistemas de reator, por causa da necessidade de fornecimento de luz e de grandes
dreas para sua garantir sua multiplicacao. Por outro lado, ha poucas informacdes sobre o
uso de lipidios a partir de fungos e bactérias para a producao de biodiesel.

A utilizagdo de microalgas, bactérias e fungos para a producdo de 6leo para a
geracdo de biodiesel tem despertado crescente interesse da comunidade cientifica
mundial (GRISOLI et al., 2009). Entretanto, até o presente, hd escassez de informagdes
em relacdo as espécies de leveduras, fungos e bactérias que potencialmente podem ser
recomendadas para este fim. Contrariamente, o processo de extracao de 6leo, utilizando

metodologias oficiais da Oil Chemist’s Society (American Oil Chemists' Society, 1999),
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¢ relativamente simples e estes organismos podem ser cultivados em ambientes
indspitos para a maioria das espécies vegetais, como dreas degradadas, desérticas, de
mineragdo, lagoas de estabilizacdo de dejetos de suinos, dentre outros. Além disso, a
producdo desses microrganismos nao compete com a produgdo de alimentos e residuos
de biomassa podem ser utilizados como substrato microbiano. Estes microrganismos
superam consideravelmente o potencial de produgcdo de Oleo de espécies vegetais
oleaginosas. Entretanto, seu uso, de forma comercial, requer ainda mais estudos para
comprovar a sua real eficicia, comparada as plantas (ANGERBAUER et al., 2008).

O uso de microrganismos oleaginosos, para a geracdo de biodiesel, baseia-se
na capacidade que estes possuem de converter a energia quimica da biomassa em
energia util, sendo considerado um processo limpo de producdo de energia. Além disso,
esse tipo de energia ndo provoca impactos ambientais negativos e, tampouco, envolve a
producdo de materiais perigosos. Também, sua produgdo pode ser realizada localmente,
proxima da regido de demanda, o que minimiza os custos relacionados ao sistema de
distribuicdo (BUCKLEY & WALL, 2006).

A producdo de suinos caracteriza-se por um sistema intensivo de confinamento,
tendo como consequéncia a producdo de elevada quantidade de dejetos. Esses
contribuem para a degradacdo ambiental por meio da poluicdo e contaminagdo das
dguas superficiais e subterraneas, polui¢cdo organica pelo nitrogénio, fonte de
microrganismos patogénicos, poluicdlo do ar e alta incidéncia de insetos
(ANGERBAUER et al., 2008). Entretanto, os dejetos de suinos podem traduzir-se em
excelente fonte de substrato para a multiplicacdo de microrganismos de interesse. Na
regido sudoeste Goiana, a suinocultura industrial gera alta quantidade de dejetos, o que
tem impactado negativamente o ambiente. Uma forma de mitigar tal problema consiste
na utilizagdo das lagoas de estabilizacdo de dejetos de suinos para a multiplicacdo de
microalgas, bactérias e fungos oleaginosos e geracao de biodiesel.

Os objetivos deste trabalho foram: 1) isolar microalgas, bactérias e fungos de
lagoa de estabilizacdo de dejetos de suinos, utilizando diversos meios de cultura; 2)
avaliar o potencial de producdo de 6leo destes isolados microbianos, visando a geracao

de biodiesel.
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Material e Métodos

Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Microbiologia Agricola do
Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde, entre agosto e novembro de 2009. Os
isolados de microalgas, bactérias e fungos foram obtidos de lagoa de estabilizacdo de
dejetos de suinos, localizada no Setor de Suinocultura da institui¢ao. Para isto, amostras
de 10 mL de dejetos de suinos foram misturadas em 90 mL de solug¢do salina (0,85%) e,
em seguida, diluidas serialmente até 10~. De cada dilui¢do, foram transferidas aliquotas
de 200 pL para placas de Petri esterilizadas, acrescentando-se, em seguida, os meios,
conforme Tabela 1, a 45°C. As dilui¢des 107, 10% e 107 foram utilizadas para
isolamento e contagem dos microrganismos. Especificamente, o ndmero destes
microrganismos foi determinado a partir de contagem direta em placas (triplicata), apos

cinco e nove dias de incubacdo ( 28°C), na auséncia de luminosidade.

Tabela 1. Meios de cultura e valores de pH para isolamento de microalgas, bactérias e
fungos de lagoa de estabilizacdo de dejetos de suinos.

Tratamentos
Meio de cultura pH meio' pH amostra
GL 6,20 8,71
BDA 5,40 8,70
Agar nutritivo 6,80 8,73
Contagem padrao 7,00 8,73

'valor ajustado seguindo a recomendagio dos autores do meio de cultivo.

*valor ajustado para atingir a média dos valores detectada na lagoa de estabilizacio de dejetos de suinos.

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial 4 x 3 x
2 (quatro meios de cultura, trés diluicdes para plaqueamento e duas faixas de pH), em
triplicata. Foram utilizadas duas faixas de pH, uma recomendada para cada meio de
cultura e outra similar aos valores de pH detectados na lagoa de estabilizacdo de dejetos
de suinos.
A quantificacdo do potencial de produgdo de 6leo foi feita unicamente para os
i1solados fungicos. Isto porque ndo foi possivel atingir a quantidade minima de biomassa
bacteriana e de microalgas, necessdria para esta andlise. Foram escolhidos 26 isolados

fingicos, aparentemente de espécies distintas, baseando-se em sua morfologia e o seu
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teor de 6leo foi determinado por metodologia especifica (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008). Para isso, cerca de 10 g de biomassa seca fungica de cada isolado, foram
macerados, separados e transferidos para um aparelho de extracdo, tipo Soxhlet. Foram
adicionados cerca de 250 mL de hexano (razdo massa:volume de 1:25) e mantidos sob
aquecimento constante a 40°C, durante 8h. O solvente foi destilado sob pressdao
reduzida em um evaporador rotativo e o teor percentual de 6leo determinado em relacdo
a biomassa. Os isolados obtidos foram estocados em laboratério (tubos de ensaio
contendo o mesmo meio de isolamento) a temperatura ambiente. Os cinco isolados
fingicos com maior teor de 6leo foram identificados por caracteristicas morfoldgicas de
estruturas vegetativas e reprodutivas observadas no microcultivo, com auxilio de
microscopio. As caracteristicas foram utilizadas em chaves de identificacio (BARNET
& HUNTER, 1972; CARMICHAEL, 1980; SUTTON, 1980; ALEXOPOULOS et al.,
1996)

Resultados e Discussao

Foi detectada a presenca de bactérias em todos os meios testados, em ambas as
faixas de pH (Tabela 2). Resultados similares foram obtidos por Uliana et al. (2009),
que isolaram microrganismos autdctones (bactérias, bolores e leveduras) de dejetos de

suinos em Santa Catarina, utilizando os meios MCP e BDA.
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Tabela 2. Presenca (+) e auséncia (-) de fungos, bactérias e microalgas em lagoa de
estabilizacdo de dejetos de suinos em Rio Verde - GO, isolados com quatro meios de
cultura, em duas faixas de pH.

Meio de cultivo pH Fungos Bactérias Microalgas

Meio + + +

GL Amostra + + +

Meio + + +

BDA Amostra + + +
Meio - + -

MAN Amostra - + -
Meio - + -

MCP Amostra + + -

Ja fungos e microalgas foram isolados nos meios GL e BDA, em ambas as
faixas de pH (Tabela 2). Similarmente, Serrano-Garcia et al. (2008) obtiveram quatro
géneros fungicos distintos (Absidia spp., Aspergillus spp., Penicillium spp., Rhizopus
spp.) a partir de dejetos de suinos. Sylvester-Bradley et al. (1982) detectaram, no meio
GL, maior densidade de microrganismos totais por grama de solo, em duas faixas de
pH. Em pH neutro, detectaram cerca de 95.000 UFC e, em pH acido, cerca de 450 UFC.

Neste trabalho, o pH nao influenciou na capacidade de isolamento dos meios
de cultura, fato que também foi constatado por Vermeulen et al. (2007) e Miller et al.
(2009). Foram obtidos 40, 26 e 10 isolados de bactérias, fungos e microalgas,
respectivamente. E possivel que este maior nimero de isolados bacterianos seja em
virtude da excrecdo de substincias, produtos de seu metabolismo, que inibiram o
crescimento de microalgas e de fungos em placas (antagonismo). Por outro lado, esta
maior densidade pode ser simplesmente explicada pela predominéncia natural deste tipo
de microrganismo, neste substrato, comparando-se as populacdes fungicas e de
microalgas.

Os isolados que apresentaram teor de 6leo que os caracteriza como oleaginosos,

isto é, acima de 25% de sua biomassa seca, foram os isolados 4, 7, 9, 22, 24, 25, 26, 29,
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31, 32 e 33 (Tabela 3). Dentre os isolados, os cinco que apresentaram maior teor de
lipidios em sua biomassa foram os isolados 25 e 26 do género Mucor spp.; 31 e 33 do
género Rhizopus spp.; € o isolado 29 do género Aspergillus spp. Os isolados 25, 26, 31 e
33 pertencem ao filo Zygomycota pelas caracteristicas das hifas (cenocitica) e da
diferenciacdo de esporos assexuados enddégenos (esporangidsporos). Também
possuem hifas cenociticas hialinas e esporangiéforo com esporangio bem desenvolvido,
com alguns evidenciando os esporangidsporos e columela. Certik e Shimizu (1999),
Wynn et al. (2001), Ratledge (2004) e Vicente et al. (2009) também relatam Mucor spp.
como uma espécie com potencial para producdo de biomassa e teor de lipidios acima de
25%. Certik e Shimizu (1999) verificaram teor de lipidios equivalente a 20% em
Rhizopus spp. Similarmente, Chattopadhyay et al. (1985a, 1985b, 1987) constataram em
Aspergillus spp. niveis de lipidios em torno de 20%. Similarmente, de acordo com Kosa
e Ragauskas (2011), este gé€nero apresentou teor lipidico de 18,15% e taxa de
crescimento em torno de seis dias de cultivo. Também, Hui et al. (2010) detectaram teor
de o6leo (18,16%), apds seis dias de cultivo deste género. Em estudos de Kosa e
Ragauskas (2011), Mucor spp. apresentou teor lipidico de 27,57% e taxa de crescimento
de dois dias de cultivo, o que se torna interessante para a producdo de biomassa. Ja

Meng et al. (2009) detectaram niveis mais altos de 6leo em Aspergillus spp. (57%).
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Tabela 3. Massa e teor de 6leo de isolados fuingicos, obtidos de lagoa de estabilizacao

de dejetos de suinos em Rio Verde — GO, para a geragdo de Oleo e producdo de

biodiesel
Isolado Biomassa fungica (g) Massa de 6leo (g) Teor de 6leo (%)

1 2,49 0,06 2,4

2 2,84 0,19 6,7

3 2,11 0,26 12,33
4 0,45 0,21 47,13
5 0,68 0,13 19,04
6 1,36 0,15 11,06
7 1,18 0,3 25,41
8 0,78 0,02 2,57
9 0,67 0,23 34,48
10 9,10 0,02 0,22
11 1,34 0,24 17,85
19 1,99 0,4 20,09
20 1,76 0,1 5,69
21 2,03 0,163 8,02
22 1,80 0,55 30,51
23 1,11 0,15 13,54
24 1,42 0,46 32,3
25 1,08 0,48 44,41
26 0,89 0,65 73,04
27 17,94 0,04 0,22
28 13,14 0,22 1,67
29 0,48 0,3 62,54
31 1,21 0,56 46,14
32 1,56 0,62 39,79
33 1,02 0,44 42,76
34 1,58 0,33 20,93

A producdo de biodiesel a partir de fungos apresenta vantagens em relagdao ao
produzido por microalgas, ja que, para estas ultimas, é necessaria a presenca de luz solar
(BETZ, 2009). Além disso, uma das técnicas para o cultivo de microalgas, visando a
geracdo de 6leo para biodiesel, consiste em encerrd-las em tubos, sendo necessario o
fornecimento de energia para agitar o meio de cultivo e assegurar sua exposicdo a luz
solar. Se produzir biodiesel a partir de microalgas encerradas em biorreatores tubulares,
sob o ponto de vista ambiental, ndo € interessante, o cultivo de microalgas em lagos
abertos também nao € a solucdo. Apesar da producdo de gases de efeito de estufa ser

menor, a dgua dos lagos tende a evaporar, o que implica em alto consumo de 4dgua e a
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quantidade de biodiesel produzida é baixa. Comparativamente, a quantidade de gases de
efeito de estufa gerados na producgdo deste tipo de biodiesel, € cerca de quatro vezes
superior a quantidade de gases produzidos pela producdo de diesel (STEPHENSON et
al., 2010). Futuros estudos sdo necessdrios para avaliar a qualidade do 6leo produzido

por estes isolados flingicos.

Conclusoes

1 — Em todos os meios de cultura foi possivel o isolamento de bactérias.

2 — Fungos e microalgas foram detectados, predominantemente, pelos meios GL e
BDA, em ambas as faixas de pH testadas.

3 — Os isolados fungicos 4, 7, 9, 22, 24, 25, 26, 29, 31, 32 e 33 apresentaram teor de
lipideos acima de 25% de sua biomassa seca, 0 que os caracteriza como microrganismos
oleaginosos.

4 — Os isolados 25, 26, 29, 31 e 33 apresentaram maior potencial para a geracio de 6leo

e producao de biodiesel.
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Caracterizacio de d6leo de biomassa fiingica para a geracao de biodiesel

Characterization of fungal biomass oil for biodiesel generation
Resumo - A producdo de biocombustiveis, em especial o biodiesel se tornou uma das
formas mais eficientes para diversificar a matriz energética, contribuindo tanto para a
conservacao do meio ambiente, por meio da reducdo da emissdo de gases do efeito
estufa, como para o desenvolvimento econdmico. O uso de isolados flingicos para
extracdo de Oleo e geracdo de biodiesel tem despertado crescente interesse da
comunidade cientifica mundial. O teor de 6leo da biomassa de cinco isolados fungicos,
obtidos a partir de lagoa de estabilizagdo de dejetos de suinos, foi determinado por
extragdo em Soxhlet. Foi realizada uma cromatografia de camada delgada para
separacdo dos diferentes constituintes do 6leo extraido. Comparando-se esses cinco
isolados, ndo houve diferenca quanto ao seu rendimento de 6leo. No 6leo extraido a
partir da biomassa flingica, destes cinco isolados, ndo foram observados triglicerideos e
acidos graxos, porém foram detectados ésteres, o que confirma a reacdo de
transesterificagdo do oOleo microbiano. A maioria das amostras apresentou
transesterificacdo incompleta, com a presenca de mono e diacilgliceridios. Entretanto, a
amostra do isolado 25 apresentou uma caracteristica mais préxima da producdo de
biodiesel, com a transesterificagdo completa.

Palavras -chave: fungos oleaginosos, CCD, transesterificagao.

Abstract - The production of biofuels, especially biodiesel, is one of the most effective
alternatives to change the energy sources. Consequently, it increases the environment
conservation and the economic development. The use of microalgae, bacteria and fungi
for oil production to biodiesel generation has attracted crescent interest from the
worldwide scientific community. The oil content, of five fungi isolates obtained from
the storage of pig slurry, was determined by Soxhlet extraction. A thin layer
chromatography for separation of different oil constituents was performed. Comparing
these five fungi isolates, there was no difference in oil yield produced by them. In these
oil samples triglycerides and fatty acids were not verified. On the other hand, esters
were detected which confirmed the transesterification of fungi oil. The major of oil
samples showed incomplete transesterification, with the presence of mono-and
diacilglycerides. However, for the oil from the isolate 25 there was a complete

transesterification showing the best characteristics for biodiesel production.
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Introducao

A producdo de biocombustiveis, em especial o biodiesel se tornouuma das
formas mais eficientes para diversificar a matriz energética, contribuindo tanto para a
conservacdo do meio ambiente, por meio da reducdo da emissdo de gases do efeito
estufa, como para o desenvolvimento econdmico. A producdo de biocombustiveis tem
favorecido o aprimoramento e a descentraliza¢ao de investimentos, por meio da geragao
de emprego e renda no campo. Entretanto, € necessdrio estabelecer mecanismos de
suporte a producdo e comercializacdo desses biocombustiveis. Isso é possivel pela
otimizacgdo de recursos e a intera¢do das instituicdes publicas, privadas e dos pequenos
produtores rurais. Desta forma, tornam-se essenciais para a geracdo de informacdes
confidveis, estudos que demonstrem a viabilidade juridica, técnica, ambiental, social e
comercial dos biocombustiveis (LOFRANO, 2008).

Os biocombustiveis sdo fontes de energias renovdveis, derivadas de produtos
agricolas como acucar, plantas oleaginosas, biomassa florestal e outras fontes de
matéria organica. Em alguns casos, estes podem ser usados de forma isolada, como
adicionados aos combustiveis convencionais. Como exemplos, ha o biodiesel, o etanol,
0 metanol, o gas metano e o carvao vegetal (BIOCOMBUSTIVEIS, 2007).

O biodiesel é um éster de 4cido graxo, renovdvel e biodegraddvel, obtido
comumente a partir da reacdo quimica de 6leos ou gorduras, de origem animal ou
vegetal, com um dlcool, na presenca de um catalisador (reacdo conhecida como
transesterificacio). Nessa reacdo € utilizado um catalisador alcalino que converte leos
vegetais ou gorduras animais e metanol em ésteres metilicos de acidos graxos. Como
catalisadores alcalinos, sdo utilizados, principalmente, o hidréxido de sédio e potdssio,
em razdo de seu baixo custo (KRAWCZYK, 1996).

O biodiesel constitui um combustivel compativel com os atuais motores diesel,
utilizados comercialmente, e apresenta diversas vantagens em relacdo ao combustivel
f6ssil, que inclui biodegradacdo avangada, toxicidade reduzida e uma menor emissao
ativa de CO, (MINISTERIO DE CIENCIA E TECNOLOGIA, 2005). Diversas
matérias-primas podem ser utilizadas na produgdo de biodiesel e agrupadas em Oleos
vegetais, gordura animal e 6leos e gorduras residuais.

As principais espécies microbianas oleaginosas sdao as microalgas, bactérias e
fungos (GRISOLI et al., 2009). O uso de microrganismos como fonte de lipidios tem

sido investigado extensivamente para a sua aplicacdo como aditivos alimentares,
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farmacéuticos e ingredientes de alimentos para a aquicultura (RATLEDGE, 1991;
RATLEDGE, 2004, SZCZESNA-ANTCZAK, 2006). Os microrganismos sao fontes de
6leos comestiveis, ja que apresentam a capacidade de produzir 6leos ricos em acidos
graxos poli-insaturados, que sdo muito visados como suplementos dietéticos e para a
nutricdo infantil (RATLEDGE, 2002). Recentemente, tem sido investigado o uso de
microrganismos oleaginosos para a produ¢do de biodiesel, particularmente de
microalgas que capturam o diéxido de carbono para transformacdo em lipidios,
utilizando a luz solar. No entanto, esses microrganismos fotossintéticos t€ém problemas
relacionados ao seu crescimento em sistemas de reator, pela necessidade de
fornecimento de luz e de grandes dreas para garantir sua multiplicacdo. Por outro lado,
ha poucas informacdes sobre o uso de lipidios a partir de fungos para a producdo de
biodiesel.

O uso de isolados fingicos para a extracdo de 6leo e geracdo de biodiesel tem
despertado crescente interesse da comunidade cientifica mundial. Estes microrganismos
podem acumular elevado teor de lipidios e ndo necessitam de terras ardveis. Além disso,
a produgdo desses microrganismos ndo compete com a produgdo de alimentos e estes
superam consideravelmente o potencial de produgcdo de Oleo de espécies vegetais
oleaginosas. Além disso, o processo de extracdo de dleo € relativamente simples e estes
organismos podem ser cultivados em ambientes indspitos para a maioria das espécies
vegetais, como dareas degradadas, desérticas, dreas de mineracdo, dentre outras.
Entretanto, seu uso, de forma comercial, requer ainda mais estudos para comprovar a
sua real eficdcia, comparada as plantas (ANGERBAUER et al., 2008)

No sudoeste Goiano, em escala industrial, hd a producdo de suinos.
Consequentemente, alto € o impacto ambiental ocasionado pelos dejetos produzidos
pelas granjas suinicolas. O tratamento e a destinagdo correta de tais dejetos é um
problema atual que desafia os especialistas das dreas agrondmica, zootécnica e
ambiental. Entretanto, tais dejetos podem constituir-se num excelente substrato para a
multiplicacdo de espécies flingicas oleaginosas, utilizadas para a geracao de biodiesel.
Todavia, ainda sdo escassos os estudos que, efetivamente, validam tal hipotese.

Objetivou-se com este trabalho avaliar o potencial de produgdo e a qualidade do
Oleo extraido da biomassa fungica de isolados obtidos de lagoa de estabilizacdo de

dejetos de suinos, na regido sudoeste Goiana, visando a geracdo de biodiesel.



25

Material e Métodos

As etapas do isolamento de fungos e quantificacdo do teor de 6leo em sua
biomassa foram realizadas nos Laboratérios de Microbiologia Agricola e de Quimica
Tecnoldgica, respectivamente, do Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde, entre
agosto e novembro de 2009. O teor de 6leo da biomassa flingica dos isolados, obtidos
de lagoa de estabilizacdo de dejetos de suinos da instituicdo, foi determinado pela
metodologia oficial (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008), com quatro repeti¢des.
Especificamente, cerca de 10 g de biomassa flingica, secados em estufa com circulagdo
forcada de ar, a 40°C, até massa constante, separados e transferidos para um aparelho
de extracdo tipo Soxhlet. Foram adicionados cerca de 250 mL de hexano (razdo
massa:volume de 1:25) e mantidos sob aquecimento constante de 40°C, durante 8h. O
solvente foi destilado sob pressdo reduzida em um evaporador rotativo e o teor
percentual de 6leo determinado em relagdo a biomassa.

A fase movel da Cromatografia de Camada Delgada (CCD) dos 6leos dos
isolados fungicos foi constituida por solventes diversos. Esta técnica € utilizada na
separacdo dos diferentes constituintes de uma amostra, empregando um solvente ou
uma mistura de solventes adequados. Para a execugdo das andlises, utilizou-se uma
mistura de solventes eficientes na caracterizacdo de 6leos e seus ésteres (RODRIGUES,
2007). Essa mistura consiste em hexano:acetato de etila:dcido acético na propor¢cdao
volumétrica 100:5,5:2,8. Foi utilizada uma placa de silica comercial Alugram® SIL G
20 x 20 cm x 0,20 mm (marca Macherey-Nagel), da qual se retiraram placas menores de
aproximadamente 10 x 4 cm x 0,20 mm. Essas placas foram impregnadas utilizando um
capilar de vidro, para conseguir minimas adi¢cdes de amostras a cerca de 1 cm da base
22 da placa em linha horizontal, com espacamento aproximado de 0,75 cm. Apds a
aplicacdo das amostras, a placa foi transferida para uma cuba de base quadrada de lado
4 cm, contendo cerca de 3 mL da mistura do solvente de arraste, onde ocorreu a
percolacdo do solvente pela placa até a distancia aproximada de 1 cm da borda superior.
Percolado o solvente, a placa foi retirada da cuba para que ocorresse a secagem da placa
e posterior verificacdo dos resultados, na placa de silica, utilizando uma cuba contendo
cristais de iodo, sendo revelados os diferentes constituintes em razdo da presenca de
sinais cromatograficos de colorac@o escura nas placas, conforme a Figura 6. Os cinco
isolados fungicos com maior teor de 6leo foram identificados, em nivel de género, pelo

método de microcultivo.
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Figura 1: Regides da CCD de amostras de diferentes 6leos de isolados fungicos,

obtidos de lagoa de estabilizacdo de dejetos de suinos, em Rio Verde - GO.
Resultados e Discussao

Dentre os 34 isolados flingicos obtidos, os cinco que apresentaram maior teor de
lipidios em sua biomassa foram os isolados 25 e 26, pertencentes ao género Mucor spp.
(Figura 1 e 2); o isolado 29, do género Aspergillus spp. (Figura 3) e os isolados 31 e 33,
do género Rhizopus spp. (Figura 4 e 5) (Tabela 1).

Os teores de dleo dos isolados fungicos foram estatisticamente similares (Tukey,
5%). Certik e Shimizu (1999), Wynn et al. (2001), Ratledge (2004) e Vicente et al.
(2009) também relatam Mucor spp. como uma espécie com potencial para producgdo de
biomassa e teor de lipidios acima de 25%. Certik e Shimizu (1999) observaram teor de
lipidios equivalente a 20%, em Rhizopus spp. Similarmente, Chattopadhyay et al.
(1985a, 1985b, 1987) constataram, em Aspergillus spp., niveis de lipidios em torno de
20%. Similarmente, de acordo com Kosa e Ragauskas (2011), este género apresentou
teor lipidico de 18,15% e taxa de crescimento em torno de seis dias de cultivo.
Também, Hui et al. (2010) detectaram teor de 6leo (18,16%), apds seis dias de cultivo
deste género. Em estudos de Kosa e Ragauskas (2011), Mucor spp. apresentou teor

lipidico de 27,57% e alta taxa de crescimento de dois dias de cultivo, o que o torna
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estratégico para a producdo de biomassa. Ja Meng et al. (2009) detectaram niveis mais

altos de 6leo em Aspergillus spp. (57%).

2l 1

Figura 2. Isolado fingico 25 (Mucor spp.), obtido de lagoa de estabilizacdo de

dejetos de suinos, em Rio Verde — GO.
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Figura 3. Isolado fingico 26 (Mucor spp.), obtido de lagoa de estabilizacdo de

dejetos de suinos, em Rio Verde — GO.
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Figura 4. Isolado fungico 29 (Aspergillus spp.), obtido de lagoa de estabilizacdo

de dejetos de suinos, em Rio Verde — GO.

A

Figura 5. Isolado fungico 31 (Rhizopus spp.), obtido de lagoa de estabilizacdo

de dejetos de suinos, em Rio Verde — GO.



29

2l=Hk3l

Figura 6. Isolado fungico 33 (Rhizopus spp.), obtido de lagoa de estabilizacio
de dejetos de suinos, em Rio Verde — GO.
Tabela 1. Teor de dleo de isolados fiingicos, obtidos de lagoa de estabilizacdo de

dejetos de suinos em Rio Verde — GO, para a gera¢do de 6leo e produgdo de biodiesel

Isolado Género Teor de lipidios (%)
25 Mucor spp. 17,82 a
26 Mucor spp. 17,79 a
29 Aspergillus spp. 10,43 a
31 Rhizopus spp. 15,50 a
33 Rhizopus spp. 23,51 a

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (Tukey, 5%)

Através da CCD do biodiesel produzido de o6leo microbiano (Figura 7),
comparado a CCD do 6leo de soja, pode-se observar que, para este tltimo, detectou-se
um grande sinal cromatogréfico, referente aos triglicerideos e sinais menores, pela

presenca de mono e diglicerideos (Figura 6).
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Figura 7: CCD de amostras de diferentes 6leos de isolados fingicos, obtidos de lagoa

de estabilizacdo de dejetos de suinos, em Rio Verde-GO.

A catdlise alcalina, se realizada na presenca de acidos graxos (AG), proporciona
uma perda no rendimento proporcional, por meio da saponificacdo. Contudo, é
responsavel por uma excelente conversao em €steres, em um curto periodo de tempo, se
comparada a catélise 4cida. Ja por via dcida, a esterificacdo favorece a conversao em
ésteres, porém, promove uma lenta conversdo dos triglicerideos (RODRIGUES, 2007;
PORTELA, 2011). Durante a producdo do biodiesel, por todas as rotas cataliticas, os
AG se convertem em algum produto, sendo, na catélise 4cida e dupla, em ésteres
metilicos e, na alcalina, em produtos de saponificagdo.

Pela CCD, as amostras apresentaram transesterificagdes incompletas, com a
presenca de mono e diacilgliceridios, o que € esperado em processos de saponificacao.
Contudo, a amostra de 6leo do isolado flingico 25 apresentou uma caracteristica mais
proxima da producdo de biodiesel, com a transesterificacdo completa, ndo sendo
observado o sinal referente aos produtos saponificados (AG). No 6leo extraido a partir
da biomassa fungica, destes cinco isolados, ndo foram observados triglicerideos e dcidos
graxos, porém, foram detectados ésteres, o que confirma a reacdo de transesterificacdao
do 6leo microbiano.

A Figura 8 apresenta o cromatrograma do biodiesel produzido a partir do 6leo

extraido do isolado 25 (Mucor spp.)
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Figura 8: Cromatograma do biodiesel produzido a partir do isolado 25 (Mucor spp.),

obtido de lagoa de estabilizacdo de dejetos de suinos, em Rio Verde-GO

A Tabela 2 mostra o perfil de 4cidos graxos extraidos do isolado 25. Resultados
similares foram encontrados por Vicente (2009), com a espécie Mucor circinelloides.
Oleos microbianos diferem geralmente da maioria dos 6leos vegetais por serem mais
ricos em dcidos graxos poli-insaturados (CHISTI, 2007). O alto grau de instauragao
destes dcidos graxos demonstra uma menor estabilidade oxidativa, que € caracteristica
de um excelente combustivel sob baixas temperaturas, o que € vantajoso em locais frios

(VICENTE, 2004).
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Tabela 2. Andlise de composicao em &cidos graxos do isolado 25 (Mucor spp.), obtido

de lagoa de estabilizacdo de dejetos de suinos, em Rio Verde-GO

Acido graxo Concentragdo (%)
Acido Laurico 12:00 n.c.*
Acido Miristico 14:00 n.c.
Acido Miristoleico 14:01 n.c.
Acido Pentadecanéico 15:00 n.c.
Acido Palmitico 16:00 14,8
Acido Palmitoleico 16:01 0,9
Acido Estedrico 18:00 18,5
Acido Oleico 18:01 39,5
Acido Linoleico 18:02 16,6
Acido Linolénico 18:03 3,6
Acido Arachidico 20:00 1,3
Acido Gadoleico 20:01 0,3
Acido Behenico 22:00 1,8
Acido Erucico 22:01 0,3
Acido Lignocérico 24:00 n.c.
Acido Nervénico 24:01 2,3

Total 99,9

*nao consta

Conclusoes

1. Nao houve diferenca no rendimento de 6leo produzido por isolados flingicos de
lagoa de estabilizac¢do de dejetos de suinos.

2. Foi notada auséncia de triglicerideos e acidos graxos e a presenga de ésteres,
confirmando a reagdo de transesterificacdo dos 6leos de isolados fungicos de lagoa de
estabilizacdo de dejetos de suinos.

3. As amostras de 6leo fuingico apresentaram transesterificagdes incompletas, com
a presenc¢a de mono e diacilgliceridios;

4. A amostra de 6leo do isolado 25 apresentou uma caracteristica mais proxima da

producdo de biodiesel, com a transesterificagdo completa.
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CONCLUSOES GERAIS

1 — Nos quatro meios de cultura testados foi possivel o isolamento de bactérias.

2 — Fungos e microalgas foram detectados, predominantemente, nos meios GL e BDA,
em ambas as faixas de pH testadas.

3 — Os isolados fungicos 4, 7, 9, 22, 24, 25, 26, 29, 31, 32 e 33 apresentaram teor de
lipideos acima de 25% de sua biomassa seca, 0 que os caracteriza como microrganismos
oleaginosos.

4 — Os isolados 25, 26, 29, 31 e 33 apresentaram maior potencial para a geracio de 6leo
para a producao de biodiesel.

5- Nao houve diferenca no rendimento de 6leo produzido por isolados fingicos de lagoa
de estabilizacao de dejetos de suinos.

6- Foi observada a auséncia de triglicerideos e 4cidos graxos e a presenca de ésteres,
confirmando a reagdo de transesterificacdo dos 6leos de isolados fungicos de lagoa de
estabilizacao de dejetos de suinos.

7- As amostras apresentaram transesterificacdes incompletas, com a presenca de mono e
diacilgliceridios.

8 - A amostra de 6leo do isolado 25 apresentou uma caracteristica mais proxima da

producdo de biodiesel, com a transesterificagdo completa.



