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Resumo

PRODUQAO E CARACTERIZA(;AO PARCIAL DE LIPASES DE Penicillium
verrucosum E Penicillium brevicompactum UTILIZANDO COMO
SUBSTRATOS TORTA DE BABACU E FARELO DE MAMONA

Marceli Fernandes Silva

Margo/2010

Orientadores: Helen Treichel

Débora de Oliveira

As enzimas lipoliticas constituem, atualmente, o mais importante grupo de
enzima com enorme potencial para aplica¢cdes biotecnologicas. As lipases (EC 3.1.1.3) e
as esterases (EC 3.1.1.1) fazem parte de um importante grupo de enzimas que estdo
associadas ao metabolismo e a hidrolise dos lipideos, amplamente distribuidos na
natureza. As lipases atuam preferencialmente em trigicerideos (TAGs) de cadeia média
e longa, enquanto as esterases em substratos de cadeia curta. O objetivo deste trabalho
foi investigar a producdo de lipase por Penicillium brevicompactum e Penicillium
verrucosum por fermentacdo em estado sélido. Os efeitos das variaveis de processo para
maximizacdo da producdo das enzimas foram investigados utilizando-se a técnica de
planejamento experimental. A condi¢do otimizada para a producao de lipase e esterase
foi em meio contendo 6leo de soja 2% m/m, umidade 70%, temperatura 30°C, tanto
para o farelo de mamona como para a torta de babacu. Na producdo de enzimas com as
cepas de Penicillium verrucosum, os resultados obtidos ndo se mostraram promissores.
Atividades maximas de hidrélise (48,6U/g e 87,7U/g) foram alcancadas utilizando-se o
fungo P. brevicompactum em torta de babagu e farelo de mamona, respectivamente.
Esta condicdo também produziu as maiores atividades de esterificacdo (244U/g), mas
somente utilizando a torta de babagu como substrato. A maior atividade de esterificagdo
do extrato pre-purificado com sulfato de aménio (60%) foi de 207U/g. O extrato

enzimatico obtido nesta condi¢do foi imobilizado em alginato de sédio e carvéo
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ativado. O extrato enzimatico imobilizado foi utilizado como catalisador em reacédo de
alcodlise usando como substrato 6leo de soja e etanol, em solvente orgéanico, atingindo
conversdes de 15%, mostrando que a enzima produzida neste trabalho pode ser um

catalisador potencial para aplicacdo na sintese de ésteres e transesterificacdo de 6leos.
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Abstract

PRODUCTION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF LIPASES BY

Penicillium verrucosum AND Penicillium brevicompactum USING

BABASSU CAKE AND CASTOR OIL MEAL AS SUBSTRATES

Marceli Fernandes Silva

March/2010

Advirsors: Helen Treichel

Débora de Oliveira

Hydrolases are considered currently one of the most important group of
enzymes, with high potential biotechnological applications. Lipases (EC 3.1.1.3) and
esterases (EC 3.1.1.1) are part of an important group of enzymes associated with the
metabolism and the hydrolysis of lipids, and are widely distributed in nature. The
lipases act preferentially on triglycerides of medium and long chain, while the esterases
in short chain substrates. The objective of this work was to investigate the lipase
production by Penicillium brevicompctum and Penicillium verrucosum by solid state
fermentation. The effects of process variables for maximization of enzyme production
were investigated by experimental design technique. The optimized condition for
hydrolitic and esterification activities using Penicillium brevicompactum was achieved
using soybean oil supplementation of 2wt%, moisture content 70%, temperature 30°C,
for both substrates. The enzyme activities obtained for Penicillium verrucosum were
considered unsatisfactory. Higher hydrolitic activities of 48.6U/g and 87.7U/g were
obtained by P. brevicompactum using babassu cake and castor oil meal, respectively.
This condition also conducted to the highest values for esterification activities (244U/g)
using babassu cake as substrate. The concentration of the enzymatic extract with

ammonium sulphate 60% led to esterification activities of 207U/g. The pre-purified
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enzymatic extract obtained in this step was immobilized both in sodium alginate and
activated coal. The imobilized extract was previously tested as catalyst in alcoholysis of
soybean oil and ethanol, in organic solvent, reaching a biodiesel conversion of about
15%, showing that the enzyme produced in this work can be a potential catalyst for

application in esters synthesis and transeterification of vegetal oils.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia enzimatica é hoje um dos campos mais promissores dentro das novas

tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado.

H& um amplo campo de aplica¢Bes industriais para lipases, que vem se expandindo
nas ultimas décadas. Por outro lado, percebe-se uma tendéncia atual de estudar os
processos biotecnologicos de uma forma mais ampla, tentando interrelacionar
estratégias e procedimentos adequados, desde as etapas de otimizacdo da producédo até
aplicacéo final da enzima, com intuito de reduzir custos e melhorar a qualidade final do
produto (Maldonado, 2006).

Lipases sdo biocatalisadores de importancia em diferentes areas, podendo catalisar
reacOes tanto em meio aquoso com em meio organico, com teor de agua restrito. Este
fendmeno é primariamente devido a sua capacidade de utilizacdo de uma ampla gama
de substratos bem como sua estabilidade frente a temperatura, pH e solventes organicos.
As lipases microbianas sdo mais utilizadas por sua relativa facilidade de producédo e
abundancia de micro-organismos capazes de sintetiza-las (Krieger et al., 1999; Pandey
et al., 1999; Saxena et al., 1999).

A aplicacdo de tortas residuais do processo de extracdo de 6leos vegetais, de soja,
cbco, gergelim e oliva, como fonte de nutrientes para varios processos biotecnoldgicos
pode contribuir para se encontrar combinacdes ideais para se obter lipases com altos

rendimentos (Ramachandran et al., 2007).

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas e aprimoradas para a obtencdo de maiores
rendimentos de producdo, além de lipases mais robustas e altamente especificas,
ampliando as possibilidades de aplicagdes industriais (Soccol e Vandenberghe, 2003).
Desta forma, torna-se interessante a exploragdo da biodiversidade buscando micro-
organismos habeis a produzir lipases, considerando que estas sdo enzimas que podem
ser secretadas por uma grande quantidade de micro-organismos, incluindo bactérias,
fungos e leveduras (Saxena et al., 2003), indicando assim, perspectiva promissora na

area cientifica e comercial.

A fermentacdo em estado sélido (FES) tem se mostrado como uma alternativa na
producdo de enzimas microbianas, devido a possibilidade de utilizacdo de residuos e
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subprodutos da agroinddstria como fonte de nutrientes e suporte para o
desenvolvimento do micro-organismo (Castilho et al., 2000; Soccol e Vandenberghe,
2003; Pandey, 2003).

A utilizacdo de subprodutos agroindustriais como substrato na producédo de lipases,
além de agregar valor a materiais de baixo custo no mercado, pode vir a reduzir em
muito o preco final da enzima, sendo que a aplicacdo da fermentacdo em estado so6lido
em muitos casos diminui consideravelmente os custos do processo, quando comparada a

fermentacao submersa (Castilho et al., 2000).

O aumento no numero de aplicacbes de lipases em sinteses e biotransformacdes
impulsionaram o estudo de imobilizacdo desta enzima. A imobilizacdo, além de
possibilitar o reuso do biocatalisador, pode melhorar a estabilidade e a atividade da

enzima, principalmente na presenca de solventes organicos (Sharma et al., 2001).

Dentro desta perspectiva é que este trabalho foi realizado, visando o estudo da
otimizacdo do meio para producdo e caracterizacdo parcial da lipase bruta e preé-
concentrada de P. brevicompactum e P. verrucosum em dois diferentes substratos. Além
de buscar uma interrelacdo entre todas estas etapas, outros diferenciais deste trabalho
foram: utilizacdo de residuos agroindustriais como substrato, a escolha do melhor
suplemento, o estudo prévio das condicdes de imobilizacdo e aplicacdo da enzima

obtida na reacdo de alcoolise.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma revisdo sobre lipases incluindo definicéo,
aplicacdes, fontes e propriedades, consideracdes gerais sobre fermentacdo em estado
solido, bem como imobilizacdo e purificacdo de enzimas e utilizacdo destas, como

catalisadores para reacdes especificas.

2.1 ENZIMAS

As enzimas sdo biocatalisadores com propriedades que as tornam altamente
requisitadas. Além de serem ativas e versateis, elas catalisam uma série de
transformacdes de modo seletivo, rapido e em condic¢Bes brandas de reacdo, o que as
difere dos catalisadores convencionais. Outra vantagem na utilizacdo de enzimas é a
facilidade em se regular a atividade enzimatica, pois para isso basta modificar a
natureza do meio de reacdo, alterar pH ou adicionar suplementos. Além disso, toda
enzima catalisa as transformacGes moleculares sem ocorréncia de reacfes paralelas,
comuns em sinteses quimicas, devido a sua especificidade (Dziezak, 1991; Patel, 2002;
Pizarro e Park, 2003).

O estudo das acdes de enzimas em reacfes do metabolismo levou a identificacdo e
purificacdo de milhares delas, a elucidacdo de sua estrutura molecular e do seu
mecanismo quimico de acdo e a uma compreensdo geral de como elas funcionam
(Lehninger, 1970 apud Brigida, 2006). Tal descoberta promoveu a identificacdo de
potenciais aplicagdes tecnoldgicas, dentre as quais se destacaram as realizadas na
industria de alimentos e bebidas, sendo estas praticadas ha mais de cinquenta anos,
beneficiando tanto o processamento quanto a qualidade dos produtos (Faber, 1997;
Lehninger, 1970 apud Brigida, 2006).

A formagdo de um complexo, enzima-substrato (ES), é a primeira etapa na
catalise enzimatica. Os substratos sdo ligados a uma regido especifica chamada de
centro ativo, ou sitio ativo, contendo os residuos de amino&cidos que participam
diretamente na formacdo e quebra de ligagOes. Esses radicais sdo chamados

grupamentos cataliticos (Jodo, 1999).
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Entre as teorias e racionalizagfes que tém sido desenvolvidas para entender a
catélise enzimatica, o modelo mais ilustrativo € o mecanismo de chave e fechadura
desenvolvido por Emil Fischer em 1894, e o mecanismo do encaixe induzido de
Koshland Jr que sugeriu uma modificacdo ao modelo de chave-fechadura: uma vez que
as enzimas exibem estruturas flexiveis, os sitios ativos alteram a sua forma de maneira
continuada através de interacfes com o substrato, enquanto esse mesmo substrato vai
interagindo com a enzima. A Figura 1 mostra 0 modelo da catéalise enzimatica do
mecanismo da chave e fechadura proposto por Emil Fischer e modificado por Koshland
Jr (De Carli, 2006; Koshland Jr, 1958).

A enzima altera ligeiramente a sua
SUbStTato forma i medida que o substrato se liga

Produtos ‘
¢

f ﬁﬂr‘u activo

Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deizando o
centro active da enzima enzima'substrato enzimalproduto centro activo da enzim

Figura 1 — Modelo da catalise enziméatica do mecanismo chave e fechadura

proposto por Emil Fischer e modificado por Koshland Jr.

Em geral, as enzimas aceleram as reacées por um fator de ordem de 10° a 10*.
Um estudo estimou que a enzima acido orotico descarboxilase aumenta a velocidade

reacional em 10"’ vezes comparada & reacéo ndo catalitica (Ferreira, 2002).

2.2 ENZIMAS LIPOLITICAS

As lipases e as esterases constituem um importante grupo de enzimas que estao
associadas ao metabolismo e a hidrolise dos lipidios. S&o0 amplamente distribuidas na
natureza, sendo encontradas em organismos animais e vegetais e, também, em células

de micro-organismos (Reed, 1975 apud Gongalves, 2007; Oliveira, 2000). As enzimas
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lipoliticas, juntamente com as celulases constituem, atualmente, importantes grupos de

enzimas com enorme potencial para aplicagdes biotecnoldgicas (Jaeger e Eggert, 2002).

Ainda, existe certa confusédo em torno da definicdo exata dos termos lipases e
esterases. As lipases (EC 3.1.1.3), denominadas verdadeiras, sdo enzimas que catalisam
a hidrdlise total ou parcial do triacilglicerol a diacliglicerol, monoacilglicerol, glicerol e
acidos graxos livres, apresentando capacidade Unica de agir na interface 6leo/agua. As
esterases (EC 3.1.1.1) sdo as enzimas que agem em ésteres sollveis em agua ou que

hidrolisam outros lipidios (Carvalho et al., 2003).

2.2.1 Lipases

Embora a lipase mais estudada até hoje seja a lipase pancreatica, do ponto de
vista industrial, as lipases microbianas sdo interessantes por permitirem producdo em
maior escala. Além disso, podem mais facilmente ser expressas, via clonagem, em

outros organismos, o que facilita sua obtencdo e purificagdo (Palekar et al., 2000).

As lipases provenientes de micro-organismos constituem um grupo de valiosas
enzimas de aplicacdo biotecnoldgica, devido principalmente a versatilidade de suas
propriedades, no que se refere a atuacdo enzimaética e especificidade ao substrato e
facilidade de producdo em escala, sendo um dos grupos mais utilizados no segmento
industrial (Hasan et al., 2006).

As lipases sdo muito utilizadas em sintese organica principalmente por nédo
requererem cofatores, atuarem em uma faixa de pH relativamente amplo, serem muito
estdveis neste  meio, apresentarem  especificidade, regiosseletividade e
enanciosseletividade. As lipases tém sido extensivamente investigadas com relacdo as
suas propriedades bioquimicas e fisioldgicas e, mais recentemente, para aplicacfes
industriais (Pandey et al., 1999; Gandhi, 1997; Bilanicova et al., 2008).

Contudo, sob condi¢des microaquosas, elas sdo capazes de catalisar a sintese de
éster a partir de alcool e &cido carboxilico. Uma combinagdo destes dois processos
basicos em sequéncias logicas pode resultar em reagdes de interesterificacdo (acidolise,

alcodlise ou transesterificacdo a depender dos reagentes de partida) (Castro et al., 2004).

O processo de transesterificagdo, também chamado de alcodlise, consiste no

deslocamento do alcool e de um éster em um processo similar a hidrdlise, exceto pelo
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emprego de um alcool ao invés da agua. Alguns alcoois sdo empregados de modo
satisfatorio na reacdo, dentre estes pode-se citar, 0 metanol, etanol, propanol e o
butanol, sendo que o mais amplamente utilizado é o metanol devido ao baixo custo e as

vantagens fisicas e quimicas deste reagente (Fukuda et al., 2001).

As propriedades cataliticas das lipases como a seletividade e a
estereoespecificidade, dentre outras, podem ser de facil controle através da manipulacdo
nas condi¢des das reacdes. A dependéncia destas propriedades cataliticas com o0 meio
reacional pode ser uma consequéncia do complexo mecanismo de acéo das lipases, que

envolvem mudangas conformacionais em sua estrutura (Sabuquillo et al., 1998).

As lipases microbianas apresentam uma série de vantagens se comparadas as de
origem animal e vegetal, uma vez que sdo enzimas extracelulares em sua grande
maioria, sdo facilmente separadas do micélio por filtracdo ou centrifugacdo (Essamri et
al., 1998; Jesus et al., 1999), possuem alta velocidade de sintese e alto rendimento de

conversdo de substrato em produto (Leal, 2000).

Além disso, as lipases sdo enzimas estaveis (Corzo et al., 1999; Sharma et al.,
2001) e apresentam versatilidade e simplicidade na manipulacdo ambiental e genética

de sua capacidade produtiva (Sharma et al., 2001).

Diante da versatilidade das lipases frente as reacfes por elas catalisadas, a
aplicacdo industrial destas enzimas estende-se tanto ao setor alimenticio — producao de
laticinios, 6leos, bebidas, etc. — quanto ao setor quimico — producdo de detergentes,
farmacos e pesticidas, aplicacdo como biossensores, na protecdo ambiental, etc (Pandey
et al., 1999; Paiva et al., 2000; Sharma et al., 2001).

As lipases sdo utilizadas em diversos campos de aplicacdo, devido as suas
caracteristicas biocataliticas. A Tabela 1 sintetiza as principais aplica¢des das lipases em
diferentes segmentos (Martins et al., 2008; Hasan et al., 2006; Jaeger e Eggert, 2002;

Villeneuve et al., 2000), considerando as rea¢des de hidrolise e a esterificagéo.

Uma das limitacGes atuais para a utilizacdo industrial extensiva das lipases de
origem microbiana tem sido o custo de obtencéo, que é determinado pelo rendimento da
producdo, pelas condigdes do processo e pela estabilidade da enzima (Xu et al., 2008).
Portanto, é interessante que se procure aumentar a produtividade dos processos
fermentativos pelo emprego de novos micro-organismos melhores produtores e pela

otimizagdo das condigdes de cultivo. Como a matéria prima do meio de cultura
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contribui significativamente para o custo total da producédo, a reducdo das quantidades
de matéria prima e o emprego de matérias mais baratas ou residuos agroindustriais,
poderia ser, também, uma estratégia adequada para aumentar a produtividade do

processo (Dominguez et al., 2003).

Cabe ressaltar que as aplicacdes das lipases estdo em numero bastante reduzido
em relagdo as possibilidades de utilizagdo desta enzima no futuro. Sua utilizagdo esta
diretamente relacionada a reducé@o dos custos dos processos de producao e purificacao,
na busca por novas cepas produtoras e no melhoramento genético destas cepas, a fim de
que produzam maiores quantidades destas enzimas em tempos menores, com

caracteristicas desejaveis (Martins et al., 2001).

Até agora, a producdo de lipases microbianas para utilizacdo em reacdes de
esterificacdo e transesterificacdo tem sido feita majoritariamente por fermentacédo
submersa, que € um processo relativamente caro, pois também envolve recuperacdo da
enzima do meio de fermentacdo, e quase sempre, a imobilizacdo posterior da enzima.
Neste contexto, a producdo de lipases por fermentacdo em estado sélido (FES)
apresenta-se como uma possibilidade interessante, particularmente se o préprio sélido
fermentado contendo a enzima puder ser utilizado diretamente para catalise da reagédo
(Fernandes et al., 2007).
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Tabela 1 — Principais aplica¢Oes de lipases em diferentes segmentos

IndUstria Aplicacbes Produtos
Hidrdlise
Alimentos Hidrolise da gordura do leite Desenvolvimento de “Flavour” lacteos

Hidrdlise de 6leos e gorduras . o
) L Acidos graxos, mono diglicerideos;
o Biorremediagdo .
Quimica Biossurfactantes
Tratamento efluente gorduroso L
. . Redugéo solidos
Anélise de 4cidos graxos de TGC

Remogdo de manchas de

Quimica (detergentes) Detergentes (roupas e superficies)
gorduras
o Anélise de triglicérides do ) o
Médica Kits de diagndstico
sangue
Farmacéutica, agroguimica Hidrdlise estéreo-especifica Resolucdo misturas racémicas

Esterificacéo

Compostos quirais intermediarios:
Quimica (quimica fina) Sintese de ésteres terapéutico; Esteres e emulsificantes;

“Flavour”, Fragrancia para cosméticos;

Alimentos, Quimica, Transesterificacdo (6leos Oleos e gorduras: analagos de manteiga
Farmacéutica naturais) de cacau, Biodiesel
Téxtil Sintese de poliésteres Poliésteres biodegradaveis, aromaticos,
Alimentos Sintese de ésteres Aromas para alimentos e bebidas

Fonte: Rigo, 20009.

2.2.2 Producdo de lipases

As lipases podem ser encontradas em celulas de tecidos animais e vegetais, e
podem ainda ser produzidas por micro-organismos como bactérias, fungos e leveduras
(Sharma et al., 2001; Pastore et al., 2003), sendo que as lipases fungicas sdo preferidas
por produzirem geralmente enzimas extracelulares, o que facilita a recuperacdo da

enzima do caldo de fermentacao (Dai et al., 2005).

Na busca da elevacdo dos niveis de producdo da enzima, varias técnicas de
clonagem de micro-organismos podem ser empregadas buscando uma lipase especifica

a aplicacOes de interesse comercial (Burkert et al., 2004).
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As lipases propiciam a quebra de emulsdes de ésteres, glicerinas e acidos
graxos de cadeia longa, como a trioleina e a tripalmitina (Sharma et al., 2001).

Ambas lipases e esterases sdo capazes de catalisar a hidrolise de ésteres,
embora apenas as lipases atuem sobre ésteres insollveis em agua como os triglicerideos
(Freire et al., 1997a).

A atividade hidrolitica de lipases é significativamente aumentada pela presenca
de uma interface oleo-agua, um fenémeno chamado ativacéo interfacial. Em meio nao-
aquoso esta reacdo € invertida devido a um dominio hidrofébico que cobre o local ativo
da lipase (Sun et al., 2008).

As lipases apresentam um modo de acdo semelhante ao das esterases, porém
sua atividade aumenta em muito quando situadas na interface polar/apolar. Talvez isto
ocorra devido ao fato de uma parte da superficie da enzima se encontrar em melhor
equilibrio termodindmico quando inserida na interface polar/apolar, colocando o sitio
ativo da enzima em posicao favoravel para a catalise (Pastore et al., 2003).

Como as lipases atuam na interface Oleo/agua, ndo obedecem, portanto, as
equacbes de Michaelis-Menten para a cinética enzimatica, uma vez que essas Sdo
validas para reagdes cataliticas que ocorrem numa fase homogénea. Assim, as reacdes
catalisadas por lipases sdo analisadas em geral, utilizando-se o substrato lipidico sob a
forma de emulsdo. Por outro lado, a medida que a reacdo se desenvolve (formacdo de
produto e degradacdo do substrato), a composicao da interface da emulsdo varia (Jaeger
e Reetz, 1998; Oliveira, 2000).

Entre os fungos, o género Penicillium se destaca por abranger muitos
produtores: P. expansum (Stocklein et al., 1993), P. citrinum (Miranda et al., 1999), P.
wortmanii (Costa e Peralta, 1999), P. chrysogenum (Manuel et al., 2000), P.
aurantiogriseum (Lima et al., 2004) e P. expansum (Dai et al., 2005).

Muitos autores reportam os procedimentos de isolamento, purificagdo de
lipases e a influéncia da composi¢do do meio de cultura na produgdo da enzima. Em
particular, a incorporacao de diferentes substancias lipidicas pode resultar na producgao

de diferentes isoenzimas (Zarevucka et al., 2005; Saxena et al., 2003).

Lipases provenientes de distintas fontes microbianas normalmente apresentam
uma ampla faixa de propriedades dependentes da fonte produtora, relacionada ainda

com a especificidade posicional, especificidade ao substrato, termoestabilidade, pH
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Otimo entre outros. A temperatura de estabilidade é uma das mais relevantes
caracteristicas para aplicacdo industrial dos biocatalisadores (Treichel et al., 2009),
assim 0s micro-organismos adaptados, por exemplo, a baixas temperaturas, apresentam
potencial produtivo de lipases psicrofilas. Lipases psicréfilas normalmente possuem
grande flexibilidade de sua estrutura, o que permite sua aplicacdo em sistemas com
baixo contetdo de agua, diferente comportamento pode ser apresentado pelas enzimas
mesofilas ou termdfilas, devido a rigidez de suas propriedades cataliticas (Joseph et al.,
2008).

Enzimas extracelulares podem ser produzidas em meio solido ou liquido, que se
diferenciam pela quantidade de &gua livre (aw). A producdo de lipase microbiana pode
ser obtida no processo de Fermentacdo em Substrato Sélido (FES) ou no processo de
Substrato Liquido (FS). Em qualquer situacdo deve-se empregar meio de cultura que

tenha um baixo custo (Lin et al., 2006).

Para que a producdo de enzimas seja maximizada é de fundamental importancia
levar em consideracdo o meio fermentativo, este devendo proporcionar nutrientes
necessarios ao crescimento da cepa e producdo de metabolitos, além de suprir a energia
utilizada para biossintese de manutencéao da célula (Smits et al., 1996).

O meio deve ser composto basicamente por fonte de carbono, fonte de
nitrogénio (seja ela organica ou inorganica), sais organicos, vitaminas e indutores,
qguando necessarios para a producdo de lipase, visto que existem lipases induziveis e
constitutivas (Alonso, 2001). Segundo Dalmau et al., (2000) a presenca de substratos
lipidicos (e seus metabolitos, como acidos graxos) pode estimular a produgéo de lipases.

2.2.3 Micro-organismo

Apesar de todos os avancos obtidos atualmente, objetivando maximizar a sintese
de lipases através do uso das cepas microbianas ja conhecidas, é fundamental buscar
ferramentas como melhoramentos genéticos, tecnologia de DNA recombinante, analise
genbmicas, de forma a tornar estes micro-organismos apropriados para o uso comercial
(Bennet, 1998 apud Vargas, 2004; Fungaro e Maccheroni Jr., 2002).

No entanto, a selecdo de cepas selvagens hiperprodutoras ainda é uma técnica de
grande importancia, principalmente em paises que apresentam uma grande

biodiversidade como o Brasil (Freire e Castilho, 2000).
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Atualmente, na literatura, existe uma grande variedade de micro-organismos
utilizados como produtores de lipases, contudo, do ponto de vista industrial os fungos
sdo os preferidos, por possuirem a capacidade de se adaptar bem ao meio com baixas
quantidades de &gua, o que facilita a utilizacdo de residuos agroindustriais, diminuindo

assim os custos em sua produgao.

Véarios métodos podem ser usados para selecdo de micro-organismos através da
determinacdo da presenca de lipase extracelular. Dentre estas, inclui-se a utilizacdo de
meio solido com presenca de substratos indutores como 6leos vegetais, triglicerideos
padrdo (tributirina, trioleina, etc), Tween 80, e corantes que possibilitam a maior
visualizacdo da reacdo de hidrolise (Damaso et al., 2008; Ko et al., 2005; Cardenas et
al., 2001; Wang et al., 1995).

Micro-organismos produtores de lipases apresentam uma ampla faixa de
temperatura de crescimento. Em geral, fungos e leveduras tém uma temperatura
Otima entre 22 e 30°C (Toida et al., 1995). A Tabela 2 apresenta alguns micro-

organismos produtores de lipases.

Tabela 2 — Micro-organismos produtores de lipases

Micro-organismo Autor/ Referéncia
P. aeruginosa Tan et al. (2003)
Fusarium oxysporum Prazeres et al. (2006)

Bacillus sp. Intracelular
Ertrugrul et al. (2007)
Extracelular

Yarrowia lipolytica Fickers et al. (2006)
Aspergillus Niger Mahadik et al. (2002)
Geotrichum sp. Ginalska et al. (2004)
Geobacillus thermolevorans* Soliman et al. (2007)
Rhizopus chinesis Sun et al. (2008)
Penicillium restrictum Freire et al. (1997)

*cepa modificada geneticamente

Alguns processos industriais, nos quais enzimas lipoliticas sdo empregadas,

requerem condicdes severas, por exemplo, temperatura alta. A instabilidade de enzimas

11
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em condic¢es extremas incitou a procura por enzimas novas que pudessem ser mais

resistentes (Tirawongsaroj et al. 2008).

Geralmente lipases termofilicas ou termotolerantes sdo isoladas do solo de
regidbes quentes como: México (Rhizopus homothallicus), Egito (Geobacillus

thermoleovorans) e Sul da Poldnia (Geotrichum sp.).

O crescimento deste tipo de fungo pode ser realizado tanto em FS como em FES.
Porém, muitos autores defendem as vantagens da FES, pois em estudos de producao de
tanase, exopectinases e invertase os rendimentos obtidos com FES foram superiores aos
obtidos com FS. Isso se deu devido as altas taxas de crescimento de biomassa e baixa

atividade de protease no meio.

No caso especifico da producdo de lipase via FES, muitas pesquisas séo
realizadas utilizando culturas fungicas para fermentacdo, como Penicillium restrictum
(Azeredo et al., 2007; Palma et al., 2000; Castilho et al., 2000; Gombert et al., 1999),
Penicillium simplicissimum (Vargas et al., 2008; Gutarra et al., 2007; 2005; Cavalcanti
et al., 2005; Di Luccio et al., 2004), Penicillium verrucosum (Kempka et al., 2008),
Penicillium sp. (Wolski et al., 2009a; 2009b), Aspergillus oryzae (Rahardjo et al.,
2005), Rhizopus oligosporous (Ul-Haq et al., 2002), Rhizopus homothallicus (Diaz et
al., 2006; Rodriguez et al., 2006), Rhizopus rhizopodiformis (Cordova et al., 1998),
Aspergillus niger MTCC 2594 (Mala et al., 2007).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando de 20 a
75kDa, atividade em pH entre 4 a 9 e em temperaturas variando desde a ambiente até
70°C. Séo geralmente estaveis em solugBes aquosas neutras a temperatura ambiente
apresentando, em sua maioria, uma atividade 6tima na faixa de temperatura entre 30 e
40°C. Contudo, sua termoestabilidade varia consideravelmente em funcdo da origem,
sendo as lipases microbianas as que possuem maior estabilidade térmica (Castro et al.,
2004).

2.3 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

A fermentagdo em estado solido (FES) é definida como a fermentagédo
envolvendo s6lidos em auséncia ou quase auséncia de agua livre, sendo que o substrato

deve possuir umidade suficiente para proporcionar o desenvolvimento do metabolismo
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dos micro-organismos. O desenvolvimento deste sistema envolve aspectos de
Engenharia Bioquimica, incluindo a cinética, modelagem matemética, design de
biorreatores e sistemas de controle avangado (Couto e Sanroman, 2005; Holker e Lenz,
2005; Pandey, 2003).

Dentre as vantagens apresentadas por esta técnica pode-se citar a simplicidade
dos meios de fermentacdo e os equipamentos utilizados para a fermentagdo sdo simples
e podem promover altos rendimentos de producdo, menor demanda de energia, entre
outras (Mahadik et al., 2002).

As condigdes de crescimento da FES aproximam-se do habitat natural de fungos
filamentosos, o que facilita o crescimento deste no substrato sélido e a producdo de
grandes quantidades de enzimas. Os residuos gerados nos processos agroindustriais
podem ser usados como substrato para o crescimento celular. A matéria organica
presente neste material é usada como fonte de energia para o crescimento e o carbono
para a sintese de biomassa celular e dos produtos do metabolismo microbiano (Silva et
al., 2005).

A selecdo de um substrato prdprio € outro aspecto chave da fermentacdo em
estado solido. O material sélido ndo sollvel pode atuar apenas como suporte fisico ou
ainda exercer a funcdo de fonte de nutrientes (substrato) para a cepa. O s6lido pode ser
de origem natural, como produtos agricolas, residuos agroindustriais ou ser constituido
por um suporte inerte suplementado com os nutrientes necessarios a FES (Christen et
al., 1997; Pintado et al., 1998; Dominguez et al., 2003; Pandey, 2003).

Na formulacdo do meio de fermentacdo varias fontes de carbono (substrato
principal) sdo utilizadas, entre elas cita-se (Alonso, 2001): Farelo de trigo (Silva et al.,
2000; Ellaiah et al., 2004), farelo de arroz (Ellaiah et al., 2004), farelo de cevada
(Dominguez et al., 2003), bagaco de cana-de-aclcar (Cordova et al., 1998; Ellaiah et
al., 2004), torta de c6co (Benjamin e Pandey, 2000), torta de soja (Vargas, 2004), torta
de babagu (Palma et al., 2000; Gombert et al., 1999; Castilho et al., 2000), entre outros,
além da incorporagéo opcional de alguma fonte de carbono indutora para a producédo de
lipases (6leos, acidos graxos, detergentes). Em alguns casos, fontes de nitrogénio
complementar sdo utilizadas: 4gua de maceracdo de milho, extrato de levedura, uréia,
sais de amonio e outros. Sais metélicos e micro-elementos podem ser suplementados

para suprir as necessidades do micro-organismo (Alonso, 2001).
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As tortas residuais de processos de extracdo de Oleos sdo bastante usadas na
indUstria de alimentos para animais, por possuirem boas quantidades de proteina.
Muitos estudos tém avaliado o uso das tortas de oleaginosas em bioprocessos.
Aplicacdo biotecnoldgica de torta de girassol, soja, coco, mostarda, palma, algodao,
canola, oliva entre outras, podem ser utilizadas para obtencéo de enzimas, antibioticos,
biopesticidas, vitaminas etc. Na produgdo de enzimas as tortas sé@o usadas como
substratos para FES ou como suplemento do meio de producdo, em termos de fonte
carbono e nitrogénio (Ramachandran et al., 2007). A Tabela 3 apresenta alguns residuos

(substratos) utilizados para producdo de lipases utilizando fermentacdo em estado

solido.
Tabela 3 — Residuos utilizados para producao de lipase em FES
Residuo Autor Micro-organismo
Farelo de Babacu Azeredo et al., 2007 P. restrictum
Farelo de trigo Mahadik et al., 2002 A.niger
Farelo de soja Agrawal et al., 2004 Penicillium sp.
Farelo de babagu Cavalcantti et al., 2005 P. simplicissimum
Bagaco de cana Diaz et al., 2006 R. homothallicus
Farelo de casca de trigo Meira et al., 2005 Burkholderia cepacia
Farelo de semente de girassol Monteiro et al., 2007 P. aerugionosa DAUPE 614
Farelo de trigo Dutra et al., 2008 A. niger

Porém, a FES geralmente é lenta, em funcdo da barreira a transferéncia de massa
gerada durante a fermentacdo. Entretanto, os processos metabolicos dos micro-
organismos s@o influenciados pela mudanca de temperatura, de pH, de substrato, do
indice de umidade, do fornecimento de ar, da concentracdo de inéculo, etc., sendo que
estas circunstancias variam extensamente de espécie para espécie. Assim, torna-se
muito importante saber as condi¢fes ambientais dos micro-organismos para a maxima
producdo (Ellaiah et al., 2004).

Outro problema encontrado em FES esta na dificil remoc¢éo do calor produzido
devido a atividade metabolica microbiana. Isto ocorre devido a dificuldade de
homogeneizacdo do meio reacional, além dos problemas difusionais caracteristicos de
processos envolvendo meios sélidos (Pandey e Soccol, 2001; Sato e Sudo, 1999; Palma
et al., 2000; Germano, 2000; Bianchi et al., 2001; Von Meien e Mitchell, 2002;
Mitchell et al., 2003).
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Embora a FS seja amplamente utilizada na industria para producdo de enzimas
por possuir vantagens que controlem o rendimento e produto, este tipo de processo pode
gerar volumes altos de efluentes. Como uma alternativa, A FES foi desenvolvido para
provar que € um modo econémico para produzir varias enzimas inclusive lipases e
esterases. A FES ¢é uma ferramenta promissora para a producdo de metabdlitos

microbianos, por fazer uso de um meio barato, ja que pode utilizar residuo.

2.3.1 Suplementacédo do meio fermentativo

O estudo de meios fermentativos para obtencdo de produtos biotecnoldgicos de
alto valor tem sido de grande importancia. A busca por composicdes que levem a uma
maior producdo enzimatica é um dos principais objetivos. No entanto se faz necessario,
a obtencdo de meios completos, mas com o menor nimero de suplementos, 0 que nos

reporta a escolha inicial do residuo agroindustrial, no caso da FES.

A escolha do suplemento de um meio fermentativo deve levar em conta a
relacdo de carbono/nitrogénio, quantidade de agua e concentracdo de minerais (Rigo,
2009).

A producdo de lipase é necessariamente afetada pela fonte de carbono no meio
de cultura. Como substrato para producéo de lipase, e crescimento microbiano, as fontes
de carbono mais usuais sdo os carboidratos, os acidos organicos, os glicerois, outros

alcoois e acidos graxos (Hadeball, 1991 apud Gongalves, 2007).

Substratos lipidicos e seus metabdlitos (acidos graxos de cadeia longa)
participam da sintese de lipases. Outros substratos, ndo relacionados a gordura e 6leos,
propiciam bom crescimento celular, mas ndo sdo bons para sintese, enquanto 0s
substratos lipidicos, principalmente os acidos graxos, sao excelentes indutores de lipase
(Lotti et al., 1998; Dalmau et al., 2000).

Quando o oleo de oliva é a unica fonte de carbono, 0 micro-organismo utiliza-o
de forma sequencial. Inicialmente o 6leo de oliva é hidrolisado por uma pequena
quantidade de lipase proveniente do proprio indculo em glicerol e &cidos graxos . Em
seguida o micro-organismo consome o glicerol liberado, ainda sem a producdo de
lipase. Finalmente, os acidos graxos sdo consumidos com a inducédo da producdo de

uma quantidade significativa de lipases (Montesino et al., 1996).
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A producdo de lipase extra e intracelular de Geotrichum candidum foi estudada
por Jacobsen et al. (1989). A lipase extracelular foi produzida em meio de cultivo
contendo peptona e a adicdo de Oleo de oliva ou Tween 80 ao meio aumentando
significativamente a producdo. A producdo de lipase intracelular no meio contendo 6leo
de oliva foi superior a de lipase extracelular, na fase inicial de crescimento celular. No
entanto, a producdo total de lipase extracelular foi maior do que a de lipase intracelular,
com ambos os indutores da producéo.

Na FES o micro-organismo nédo cresce somente na superficie do material sélido,
mas também penetra nos espacos entre as particulas do suporte estabelecendo contato
ou associagdo com este. Por esta razdo é que os residuos agroindustriais sdo empregados
ndo somente como suporte da fermentacdo, mas também como fonte de nutrientes para
0 micro-organismo (Dominguez et al., 2003).

Estudando a producéo de lipases por fermentagcdo em estado solido, Palma et al.
(2000) utilizaram o fungo Penicillium restrictum e torta de babagu como meio basal. O
meio foi enriquecido com peptona, Tween 80 e dleo de oliva verificando-se que a maior
atividade lipasica (27,8 U/g em 25 horas de fermentacdo) foi obtida quando se utilizou a

peptona como suplemento.

Cordova et al. (1998) investigaram 0 uso de bagaco de cana de acUcar e torta de
oliva (residuo da industria de 6leo de oliva) para a producdo de lipases por Rhizopus
rhizopodiformis e Rhizomucor pusillus. As maiores atividades enziméticas obtidas
foram de 79,6 U/g com R. rhizopodiformis e 20,2 U/g com R. pusillus respectivamente,

quando se utilizou uma mistura de 50:50 dos substratos estudados.

A producdo de lipases por Penicillium simplicissimum em meio sélido usando
torta de soja como substrato foi estudado por Vargas (2004). Foi constatado que a maior
producdo da enzima (30 U/g em 80 horas de fermentagédo) ocorreu sob as condicdes de
27,5°C e 55% de umidade do meio levando em consideracdo que a torta de soja € rica
em nutrientes e ndo necessita de adicdo de fontes suplementares de carbono e nitrogénio

para aumentar a producéo de lipases.

Conforme mostrado por Gombert et al. (1999), que estudaram a producéo de
lipase por Penicillium restrictum em torta de babacu suplementada com peptona e 6leo
de oliva as maiores atividades foram obtidas em meio com 6leo de oliva (30,3 U/g) e

peptona (27,8 U/g) em 24 horas.
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O uso de fontes ndo convencionais de carbono e nitrogénio vem crescendo nos
Gltimos anos, como mostram os trabalhos a seguir. Aguas de maceracdo de milho,
hidrolisados proteicos, residuos ricos em agucares, proteinas ou material oleoso estdo
entre 0s que mais frequentemente sdo utilizados na producéo de lipases.

O bagaco de cana de agucar foi o substrato usado na pesquisa para producéo de
lipase termoestavel por FES por Rhizopus homothallicus. A pesquisa revelou que 0 uso
de uréia bem como, dos Gleos vegetais avaliados, foram eficientes suplementos para
producdo de lipase através da FES, sendo o Oleo de oliva, uréia e micronutrientes a
composi¢do do meio selecionado que resultou em atividade hidrolitica de 826U/g
(Rodriguez et al., 2006). Comportamento contrario foi verificado com a cultura de
Aspergillus niger MTCC 2594 em torta de gergelim suplementado com ureia (5%m/m),
extrato de carne e peptona, glicose e sacarose e alguns 6leos vegetais ndo foram
eficientes para aumento da producéo da lipase, quando comparados ao ensaio controle
(363,0U/g) (Kamini et al., 1998).

Dominguez et al. (2003) investigaram a producdo de lipases por Yarrowia
lipolytica por fermentacdo em estado sélido. Observou-se que o uso de materiais
organicos como suporte para a producdo de lipases além de diminuir os custos de
producédo da enzima proporciona maiores atividades lipasicas quando comparado ao uso
de suportes sintéticos. Concluiu-se que a utilizacdo de nozes trituradas como substrato
gerou cerca de 69 U/g de atividade enzimatica em 10 dias de fermentacdo, superando 0s
resultados obtidos com farelo de cevada suplementado com 6leo de girassol, milho e
oliva. A Tabela 4 mostra alguns suplementos utilizados para maximizar a producédo de

lipase em FES.

Tabela 4 — Suplementos utilizados para producéo de lipase em FES e FS.

Suplemento Fermentacéo Autor Micro-organismo
5% (m/m) 6leo de oliva FES Meira et al., 2005 B. cepacia
20% de trigo
FS Ertrugrul et al., 2007 Bacillus sp.

1% de trioleina
Oleo de oliva 40 g/L

) FES Rodriguez et al., 2006 R. homothallicus
Uréia 4 g/L,lactose 5 g/L

Sacarose e trioleina FS Ginalska et al., 2004 Geotrichum sp.

17



7 Revisso EﬁHiosrﬁﬁca

Segundo Deive et al., (2003) meios de cultura que continham acido oléico e
tributirina propiciam bom crescimento de Kluyveromyces marxianus. O &cido oléico
demonstrou ser uma boa fonte de carbono para a levedura, embora propiciasse aumento
da biomassa, ndo promoveu a secrecdo da lipase, apesar de ter promovido o
aparecimento de outras atividades enzimaticas. A tributirina, entretanto, apesar de ndo
promover o crescimento do fungo, mostrou-se um indutor de producgdo de lipase. Isto
foi explicado como possivel preferéncia da enzima pra triacilglicerois formados com
acidos graxos de cadeia curta.

Miranda et al. (1999) estudaram a producéo de lipase por Penicillium citrinum
utilizando um residuo do refinamento de 6leo vegetal como indutor na producdo. Foi
utilizado meio de cultura com 1,0% de 6leo de oliva e 0,75% de (NH,4),SO, e outro com
1,6% do residuo industrial e 0,75% de (NH4),SO4. Os resultados obtidos foram
comparados, sendo a atividade maxima obtida com a utilizagdo do 6leo de oliva de 2,63
U/mL e com o residuo industrial, de 5,79 U/mL. Foi avaliada ainda a influéncia da fonte
de nitrogénio e do pH inicial no meio utilizando o residuo industrial. O sulfato de
amonio na concentracdo de 0,75% mostrou-se como a melhor fonte de nitrogénio
obtendo-se uma atividade enzimatica de 6,74 U/mL, com 1,6% de residuo industrial no
meio. O pH inicial do meio de 5,5 propiciou uma maior atividade enzimética de 5,26
U/mL, utilizando meio de cultura com 1,6% de residuo industrial e 0,75% de
(NH,) 2SO,.

No entanto, os trabalhos de Ginalska et al., (2004) e Shirazi et al., (1998)
mostraram que fontes inorganicas de nitrogénio tais como nitrato de amonio e sulfato de
amonio apresentou efeito inibitorio para producdo de lipases.

As fontes de nitrogénio mineral ndo demonstraram efeito significativo tanto no
crescimento da levedura quanto na producdo de lipase. No entanto, observou-se um
aumento da producdo de lipase em meios contendo determinadas fontes de nitrogénio
organico. Maior producdo de lipase foi obtida na presenca de hidrolisado de caseina,
mais especificamente com triptona N1 (um hidrolisado triptico de caseina, rico em
aminoacidos livres e peptideos pequenos), que se sobressaiu em relacdo aos outros
substratos de nitrogénio organico mineral, a utilizacdo desse suplemento pode ser
interessante do ponto de vista tecnoldgico, mas possui um alto custo (Fickers et al.,
2004).

Um meio balanceado pode conter dez vezes mais carbono do que nitrogénio.

Essa relacdo 10:1 garante um alto conteddo protéico, enquanto uma relacdo maior,
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como 50:1, favorece o acumulo de alcool, metabolitos secundarios derivados do acetato,
lipidios ou polissacarideos extracelulares. Dessa maneira, deve-se tomar o devido
cuidado e atencdo com a relacdo C/N durante o processo fermentativo (Carlile e
Watkinson, 1997 apud Gongalves, 2007).

Burkert et al., (2002) e Maldonado et al., (2002) investigaram a producdo de
lipase por Geotrichum candidum NRRLY-552 em frascos agitados utilizando meio de
cultivo contendo peptona como fonte de nitrogénio e 6leo de soja como indutor da
producdo e também as condicdes de pH inicial do meio de fermentacdo e a temperatura
de producdo da enzima. As condic¢des otimizadas de producdo da enzima foram 3,58%
de peptona e 0,64% de dleo de soja, pH inicial do meio de fermentacdo igual a 7,0,
temperatura de producédo de 30°C, agitacdo de 250 rpm.

A adicdo de diferentes substratos lipidicos (6leo de girassol, de milho e de oliva)
ao meio de cultura aumentou a producédo de lipase em quantidades que variaram de
acordo com o substrato empregado (Dominguez et al., 2003).

O carbono e o oxigénio sdo fornecidos sob a forma de compostos organicos, de
diéxido de carbono, de oxigénio molecular e de agua. Ja o nitrogénio sob a forma
adequada (organica ou inorganica). Os outros elementos (S, P, Mg e K) séo fornecidos
sob a forma de sais (Colen, 2006 apud Gongalves , 2007).

O acompanhamento da producdo de protease durante o processo de biosintese da
lipase em FES é um fator importante. Em média, o aumento do pH apds algumas horas
de fermentagdo é acompanhado com o aumento dos niveis de protease, comportamento
provavel devido a degradacdo de aminoacidos que liberam am6nia no meio. Assim, 0
tipo de suplemento esta diretamente correlacionado a producéo e a estrutura da proteina
(Palma et al., 2000). A Tabela 5 apresenta alguns substratos naturais envolvidos na

fermentacdo em estado sélido para producdo de lipases.
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Tabela 5 — Substratos naturais e micro-organismos envolvidos na fermentagdo em

estado solido para producéo de lipases

Substrato

Atividade

(U/g)

Micro-organismo

Referéncias

Farelo de soja
Farelo de Soja
Farelo de Soja
Farelo de Soja
Torta de babacu
Torta de babacu
Torta de babacu
Torta de babacu
Torta de soja
Torta de babacu
Torta de babacu
Farelo de trigo
Torta de gergelim
Farelo de trigo (FT)
Torta de gergelim+(FT)
Torta de oliva
Torta améndoas
Bagaco de cana
Bagaco de cana
Casca de arroz

Farelo de trigo

19,2
15,2
40,0
30,0
30,0
17,4
26,4
26,4
21,0
30,3
27,8
630,0
363,6
271,6
384,3
79,6
48,0
826,0
1500,0
23,3
69,0

Penicillium sp.
Penicillium sp.
P. verrucosum
P. simplicissimum
P. simplicissimum
P. simplicissimum
P. simplicissimum
P. simplicissimum
P. simplicissimum
P. restrictum
P. restrictum
A. niger NCIM1207
A. niger MTCC2594
A. niger MTCC2594
A. niger MTCC2594
R. rhizopodiformis
R. oligosporus
R. homothallicus
R. homothallicus
C. gloesporioides

Y. lipolytica

Griebeler et al. (2009)
Wolski et al. (2009b)
Kempka et al. (2008)
Vargas et al. (2008)
Gutarra et al. (2007)
Azeredo et al. (2007)
Gutarra et al. (2005)
Cavalcante et al. (2005)
Di Luccio et al. (2002)
Gombert et al. (1999)
Palma et al. (2000)
Mahadik et al. (2002)
Kamini et al. (1998)
Mala et al. (2007)
Mala et al. (2007)
Cordova et al. (1998)
Ul-Hag et al. (2002)
Rodriguez et al. (2006)
Diaz et al. (2006)
Colen et al. (2005)
Dominguez et al. (2003)

Fonte: Rigo, 20009.

2.3.2 Variaveis que afetam o processo fermentativo

O processo fermentativo em estado solido pode ser conduzido em escala

laboratorial, industrial e piloto, e possui as mesmas dificuldades de controle de

transferéncia de calor e massa, causados pela compactagdo do meio, criagdo de

caminhos preferenciais, que por sua vez levam a uma aeracdo deficiente. No entanto,
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estes problemas podem ser minimizados atraves de estratégias como a circulacdo de ar
ao redor do leito do substrato e uma possivel agitacdo moderada do leito. Cabe ressaltar,
a questdo da agitacdo deve ser examinada com cautela, uma vez que fungos que néo
apresentam septo nas hifas podem ser pouco resistentes a agitacdo mecanica (Vargas,
2004).

O material ou matriz solida usada na FES possui baixa condutividade térmica e
consequentemente a remocao do calor do processo pode ser lenta. Assim, o acimulo de
calor no decorrer da fermentac@o pode ocasionar a desnaturacdo dos produtos formados,
sendo que o controle do aquecimento esta relacionado com a capacidade de aeracdo do
sistema (Pandey, 2003).

N&o menos importantes sdo os parametros bioldgicos do processo, como, efeito
da composicdo de nutrientes do meio em termos da fonte de carbono, nitrogénio, sais e
indutores, a temperatura, valores de pH, umidade, concentracdo do indculo e ainda a

porosidade do meio (Rigo, 2009).

Entre os fatores limitantes da FES que requerem solucbes para o escalonamento
do processo destacam-se a formacdo de gradientes de umidade, pH, temperatura,
oxigénio e distribuicdo do indculo e substrato pela dificuldade de mistura (Rodriguez et
al., 2006; Holker e Lenz, 2005; Chen et al., 2005; Couto e Sanroman, 2005; Holker et
al., 2004; Raghavarao et al., 2003).

Na literatura ha deficiéncia de informacGes com relacdo ao efeito de pH sobre os
parametros de crescimento de fungos, apesar de haver consideraveis informacdes em
relacdo ao efeito do pH inicial do cultivo. O metabolismo do fungo altera o pH, seja
pela absorcdo de anion ou céation ou pela producdo de &cidos organicos ou amonia.
Durante o cultivo, o tamponamento é dificil de ser obtido, pois as prdprias substancias
usadas como tampdes podem ser assimiladas ou podem ser tdxicas naquelas
quantidades que seriam necessarias para se conseguir efetivo tamponamento. Apenas
em biorreatores do tipo fermentadores o pH pode ser mantido constante durante o
crescimento do fungo (Gongalves, 2007).

Em relacdo ao pH na producdo de lipases fungicas, em geral, a producéo
méaxima de enzimas ocorre quando o pH atinge valores entre 7,0 e 8,0. No final da
fermentagdo, isto €, apOs o esgotamento da fonte de carbono, o pH continua subindo
para a faixa alcalina, provavelmente devido a protedlise que origina aminoacidos que

séo desaminados, liberando amonia para o caldo fermentativo. Neste estagio, a enzima
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produzida é rapidamente desnaturada por protedlise ou pH adverso (Castilho et al.,
2000).

Em um processo industrial, a temperatura utilizada na fermentacdo é o fator
limitante da altura do leito. Nos estagios iniciais do processo de fermentacdo, a
temperatura e a concentracdo do oxigénio séo iguais em todo leito. No entanto, com o
decorrer do processo, surgem problemas na difusdo de oxigénio e transferéncia de calor,
por compactacdo e encolhimento do leito. O calor e gases gerados nas biorreacGes
tendem a se acumular no leito, formando gradientes. Este problema ¢é bastante complexo
e pode afetar o controle de dois parametros fundamentais como a temperatura e 0
conteddo de &gua no meio sélido, que por sua vez podem levar a mudancas nas
condicdes operacionais, prejudicando o andamento do processo (Sangsurasak e
Mitchell, 1998; Raghavarao et al., 2003; Robinson e Nigan, 2003; Vargas, 2004).

O desenvolvimento de equipamentos que proporcionem uma boa transferéncia
de calor é um fato importante e, em geral, em escala industrial utiliza-se o fermentador
com tambor rotativo, eficiente neste aspecto (Chen et al., 2005; Raghavarao et al.,
2003).

A porosidade do leito da fermentacdo em estado sélido e a area superficial séo
fatores investigados em pesquisa durante a fermentacdo com Aspergillus oryzae em
farelo de trigo e grdos de trigo. Ha uma importante relacdo entre a taxa de oxigénio
distribuido e o espaco entre as particulas de substrato. Assim, o aumento da porosidade
do leito através do uso de menores ou um maior numero de particulas do substrato é
uma forma de facilitar os processos de transferéncia durante a fermentacdo em estado
solido. Outro fator de extrema importancia é a formacgdo do micélio aéreo do fungo no
leito do suporte, pois este possui relagcdo direta com a velocidade de formacdo da
enzima (Rahardjo et al., 2005).

A producéo de lipases de Aspergillus niger J-1 foi testada por Falony et al.
(2006) usando a fermentacdo submersa (FS) e fermentacdo em estado sélido (FES), em
um meio de cultura mineral constituido de farelo de trigo. A otimizacdo do meio de
cultura foi realizada para FS e FES. A atividade maxima de lipase, 1,46 U/mL, foi
obtida durante a fermentagdo submersa em um meio contendo glicose a 2%(p/v) e 6leo
de oliva a 2%(p/v), em condigdes de 1vvm e 450 rpm com atividade lipolitica. 4,8
U/mL foram alcancados usando o processo de fermentacdo em estado solido com um

meio que continha 0,75%(p/v) de sulfato de amdnia e 0,34%(p/v) de ureia. O pH e
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temperatura 6timos para a atividade enzimatica foram pH 6 e 40°C, sendo que a enzima
apresentou 80% de sua atividade em meio neutro em temperaturas entre 20 e 30°C por

um periodo de 24h.

Burkert et al. (2005) estudaram a producéo de lipase em reator de mistura e em
reator do tipo airlift utilizando Geotrichum candidum NRRL Y-552 e meio sintético. Os
resultados obtidos demonstraram uma melhor performance da producéo no reator airlift,
no qual a produtividade foi cerca de 40% maior do que no reator de mistura,
comparando-se as condi¢des Otimas de operacdo : 1,0 vvm para reator airlift e 1,0 vvm

e 300 rpm para reator de mistura.

Para aumentar o desempenho da FES, alguns fatores devem ser ajustados de
acordo com a especificidade da enzima e o substrato usado, facilitando a formacéo do

micélio e contribuindo para formacao da enzima hidrolitica (Rahardjo et al., 2005).

2.4 PURIFICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO

Diversas técnicas tém sido empregadas para a purificacdo de lipases, a
precipitacdo de proteinas geralmente é usada como primeiro passo de purificacdo e
neste caso o sulfato de amonio é o agente de precipitacdo mais utilizado. Outra técnica
presente nos protocolos de purificacdo é a cromatografia (de troca idnica ou interacao
hidrofobica). Esses métodos podem ser combinados para que se consiga enzimas com

maior poder de catélise (Gupta et al., 2004; Saxena et al., 2003).

Os métodos de purificagdo de lipases sdo dependentes da cepa, dos meios e
condigBes de cultura e das caracteristicas da enzima. Como resultado desta diversidade,
ndo ha processos de purificacdo especificos. Assim sendo, enzimas produzidas por
espécies diferentes do mesmo micro-organismo podem apresentar propriedades distintas
(Gupta et al., 2004).

A definicdo das operacdes de um processo de purificacdo depende do uso alvo e
tambem de suas caracteristicas fisico-quimicas e do tipo de impurezas presentes no
extrato enzimatico, em muitos casos purificacdo parcial do extrato é suficiente (Gupta et
al., 2004).

A formacgdo de agregados pode ocorrer devido & presenca de lipidios ou a

caracteristica hidrofébica que a estrutura protéica da lipase apresenta.
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A escolha do processo de purificacdo enzimatica deve ser feita levando em
consideracao a necessidade de uma boa recuperacdo da atividade enzimatica aliada a um
alto grau de purificacdo. Além disso, o processo deve ser simples e barato, evitando
sucessivas etapas. Em geral, a fase de purificacdo é a etapa que mais contribui para o
custo total de obtenc¢do de uma enzima (Maldonado, 2006).

A técnica de precipitacdo das proteinas com sais, aplicada como pré-tratamento
do meio contendo a enzima de interesse, facilita os processos subsequentes devido a
auséncia de possiveis interferentes (Martins et al., 2008). Esta metodologia consiste em
uma das técnicas de concentragdo de proteinas, para separacdo das mesmas dos outros
compostos do meio. A concentracdo pela adicdo de sais, como sulfato de amonio,
baseia-se no aumento da forca idnica, de tal forma que as moléculas protéicas se
agregam e precipitam. O sal é adicionado ao sobrenadante até uma porcentagem de
saturacdo em que a enzima de interesse é precipitada e separada por centrifugacdo. A
composicdo do extrato, sua concentragdo e temperatura podem influenciar a
precipitacdo, no caso das enzimas a temperatura deve ser mantida baixa (4°C). A adicao
do sal deve ser lenta e sob agitacdo para favorecer a homogeneidade. Apds a
centrifugagéo, o precipitado deve ser redissolvido em tampéo adequado, utilizando-se
um volume de aproximadamente duas vezes o volume de precipitado (Borzani et al.,
2001).

O processo de purificacdo utilizado para lipase de Pseudomonas sp. foi a
precipitacdo com sulfato de amonio (80% saturacdo), seguida de dialise aumentando em
6 vezes o fator de purificagédo (Kiran et al., 2008).

O sulfato de amdnio é bem reportado para precipitacdo de lipases sendo que, as
concentracdes utilizadas variam de acordo com os estudos, 80% de saturagdo foi
utilizado na precipitacdo de lipases produzidas por Pseudomonas aeruginosa (Karadzic
et al.,, 2006) e Pseudomonas fluorescens (Makhzoum et al., 1995). As vérias
concentracdes, de sulfato de aménio usadas para aumentar o rendimento da enzima,

estdo sumarizadas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Concentracdo de sulfato de amonio utilizada para aumentar o rendimento

das lipases

Autor/ ano/ saturagdo

Fonte

Atividade do extrato

Atividade especifica

enzimatico (U/mg de proteina)

Benjamin e Pandey (2000) ]

Candida rugosa 18,14 U 3,88
(20% a 100%)
Bacha et al. (2005) (60%) Pancreas de avestruz 116,00 U 521

Sharma et al. (2002) (30% a )

Bacillus sp. RSJ -1 2425 U 44,82
70%)

Kanwar et al. (2002) (60%) Pseudomonas sp. 14,75 U 19,46
Shu et al. (2006) (70%) Antrodia cinnamomea 188,7 U 12,7
Kakugawa et al. (2002)

Kurtzmanomyces sp. | — 11 486 U 3,52
(80%)

Pastore et al. (2003) (70%) Rhizopus sp. 135,60 U 103
Jesus et al. (1999) (80%) Penicillium restrictum 31,03U 141

Abbas et al. (2002) (75%) Mucor sp. 118,09 U 129

Fonte: Menoncin, 2007.

A avaliagdo do uso de diferentes concentracBes de sulfato de amonio para
precipitacdo da lipase produzida através do sistema de FES com Penicillium
verrucosum foi estudada através planejamento experimental, abrangendo a faixa de 32 a
88% de saturacdo. A concentracdo de 60% de saturacdo foi apresentada como a que
resultou no maior de atividade especifica (0,91 U/mg) apds 5 horas de precipitacdo a
temperatura ambiente (25°C). Deve-se ressaltar ainda que, o processo de dialise ndo
apresentou efeito no aumento da atividade da proteina em relacdo a precipitada
(Menoncin et al., 2008).

Apesar da importancia do estudo da purificacdo da enzima € preciso considerar
que por mais adequado que seja 0 processo escolhido, este sempre vai causar alteracoes
na enzima. Reducdo da atividade enzimaética, alteracdes de temperatura e pH 6timo de
atuacdo e de estabilidade s&o algumas das caracteristicas que podem ser afetadas com o

processo de purificacdo (Maldonado, 2006).
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2.5 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Segundo Brigida (2006), enzimas imobilizadas sdo aguelas que se encontram
ligadas covalentemente ou ndo em um suporte que possa proteger a capacidade
catalitica da enzima. O processo de imobilizacdo consiste em circundar o material com
atividade bioldgica em uma matriz polimérica envolvida por uma membrana
semipermeavel. Esta membrana permite a difusdo de nutrientes, oxigénio e protegem de
perdas internas da célula de ambos, stress mecénico e compostos toxicos (Qi et al.,
2006).

A aplicagdo de enzimas nos processos industriais € uma realidade, entretanto,
devido a sua natureza protéica sdo facilmente desnaturaveis e sua produgdo em larga

escala com finalidade industrial torna seu custo elevado (Rodrigues, 1997).

As enzimas estdo sujeitas a inativacao por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos,
podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a catalise seja eficiente
em um determinado processo, ha necessidade de proteger as enzimas da interacdo com o
solvente, meio no qual é realizada a reacdo, pois 0 mesmo poderia provocar a
inativacdo, impossibilitando a catalise da reacdo. Frente a este problema, a técnica da
imobilizacdo é utilizada para fornecer estabilidade as enzimas e facilitar sua

recuperacdo e reutilizacdo (Villeneuve et al., 2007).

No geral, os métodos mais utilizados para imobilizacdo de enzimas sdo: adsorcao,

a ocluséo da proteina no interior do polimero (Powell, 1990).

O processo de oclusdo consiste no aprisionamento de uma enzima em uma matriz
polimérica ou em uma membrana semipermeavel, de tal forma que se permita a
penetracdo do substrato e difusdo dos produtos e impeca a liberacdo da proteina,

conservando integralmente sua estrutura (Coughlan et al., 1988 apud Rodrigues 1997).

No processo de adsorcdo, a fixagdo da proteina é puramente fisica, ou seja, a
proteina adere a superficie de um suporte inerte, por meio de ligacdes hidrofobicas,
ligacOes eletrostaticas e forca de VVan der Waals. A metodologia de adsorc¢ao de enzimas
€ um processo simples e de fécil execucdo, porém cabe ressaltar que, sua maior
desvantagem é que durante o processo de lavagem a enzima pode dessorver do suporte
(Kemeny e Challacombe, 1988).
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Outro beneficio desta tecnologia é a possibilidade do desenvolvimento de
processos continuos, aumentando a produtividade e reduzindo os custos de produgdo
(D’Souza, 2006 apud Brigida, 2006). Frente ao aumento da estabilidade promovido a
enzima pela imobilizagdo, outra aplicacdo que tem sido amplamente estudada € seu uso
em reag0es promovidas em meios ndo convencionais, como solventes organicos,
sistemas bifasicos, fluidos supercriticos e meios sélidos (Vermué e Tramper, 1995;
Gupta e Roy, 2004).

A utilizacdo de enzimas imobilizadas em solventes organicos faz com que seja
possivel a eliminacdo de subprodutos em reacdes de hidrolise e a ajuda no equilibrio

termodinamico na reagéo de esterificacdo (Carta et al., 1992 apud Rodrigues 1997).

2.5.1 Imobilizacdo em Accurel

As imobilizacdes por adsorcdo sdo usualmente realizadas pela incubacdo do suporte
e da enzima em tamp&o ou pela precipitagdo da lipase com solventes, como acetona,
sobre a superficie do suporte. Ao contrario do que ocorre com outras proteinas, a

adsorcéo de lipases é favorecida em meios com baixa forca idnica (Bastida et al., 1998).

E preferivel 0o emprego de suportes hidrofébicos em relacdo aos suportes
hidrofilicos para a imobilizacdo de lipases devido a tendéncia dos suportes hidrofilicos
competirem pela agua disponivel no meio reacional. Além disto, a quantidade de
enzimas adsorvidas em tais suportes é geralmente maior e sdo obtidas atividades
enzimaticas mais elevadas. As resinas poliméricas como Accurel EP 100 (atualmente
Accurel MP 1000), constituidas por polipropileno, e materiais contendo grupos
hidréfobos de ligacbes como octil-agarose sdo exemplos de suportes que vém se
destacando como sendo apropriados a imobilizacdo das lipases (Villeneuve et al.,
2000).

Dentre os trabalhos encontrados na literatura pode-se citar o de Kaewthong et al.
(2005) os autores, imobilizando a lipase PS (Amano) em diferentes suportes, obtiveram
rendimentos de 37,16% utilizando Accurel EP100 (<200 um), na imobilizacdo em
Accurel EP 100 (200-400 um) o rendimento encontrado foi de 31,10%, em carbonato de
calcio obtiveram rendimento de 0,79%, em Celite rendimento de 3,56%, em Silica Gel o

rendimento foi de 6,42% e em Carvdo Ativado rendimento de 0,36%. Ja Bryjak e
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Trochimczuk (2006), na imobilizagdo de lipase de Candida rugosa por adsor¢do em
suportes acrilicos, encontraram rendimento maximo de 25,4%. Em termos de retencédo
de atividade, Knezevic et al. (2002), imobilizando lipase de Candida rugosa em

diferentes concentracdes de alginato, obtiveram retencdo maxima de 79,99%.

No processo de imobilizagdo por adsorcdo, tanto a quantidade de enzimas
adsorvidas quanto a orientacdo em que estas sdo imobilizadas afetam sua atividades e
estabilidade (Nakanishi et al., 2002). Logo, além de avaliar a quantidade adsorvida, é
necessario determinar os valores de atividade recuperada (atividade retida no suporte
frente a diferenca na atividade do sobrenadante antes e ap6s a imobilizagdo) e
rendimento (diferenca na atividade do sobrenadante antes e apds a imobilizacéo frente a
atividade oferecida para a imobiliza¢éo) obtidos para um dado processo de imobilizagéo
(Gitlesen et al., 1997).

2.5.2 Imobilizagdo em Alginato de sédio e Carvéo ativado

A imobilizacdo via inclusdo ou microencapsulamento consiste em confinar a
enzima em um polimero insoltvel (envolvido em fibra ou gel) ou em uma microcapsula
(microencapsulamento). Desta forma, moléculas grandes, tais como enzimas, ndo séo
capazes de se difundir através desta membrana, enquanto que pequenas moléculas,
como subprodutos e produtos, difundem-se. A vantagem da utilizacdo desta técnica é
gue a enzima interage quimicamente com o polimero, evitando, assim, a desnaturacao.
Contudo, a velocidade de difusdo dos substratos e produtos através da membrana, bem
como a massa molar dos mesmos, sdo fatores limitantes (Dalla-Vecchia et al., 2004;
Kennedy et al., 1988; Gongalves, 2007; Brigida, 2006).

O encapsulamento celular representa um método promissor para varias proteinas
e antibidticos. A biocompatibilidade das microcapsulas é claramente importante, bem
como 0s requerimentos para Otima biocompatibilidade, incluindo uma &tima
microgeometria da estrutura da membrana, um procedimento de encapsulamento com
uma o6tima capacidade para envolver as células com granulos perfeitos e o uso de

materiais apropriados (Orive et al., 2002).

Polimeros naturais e sintéticos séo utilizados como suporte na imobilizacdo de

inimeros tipos de recheio incluindo proteinas, enzimas, micro-organismos, aditivos
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alimenticios, pesticidas e compostos com atividade farmacoldgica. Alguns polimeros
gelificam por gelificacdo idnica, gelificacdo térmica ou por uma combinacdo desses dois
mecanismos. A preparacdo de microcapsulas atraves da gelificacdo idnica envolve a
gelificacdo de uma solucdo polimérica aquosa com um ion de baixa massa molar, onde
polieletrdlitos de cargas opostas interagem formando um complexo. Mediante essa
técnica, o material de recheio é extrusado como gota dentro de uma solucédo, formando

uma gota gelificada (Rocha e Grosso, 2006).

Entre os hidrocoloides utilizados na forma de microcapsulas, encontram-se pectinas
de baixo teor de esterificacdo, carragena e alginato de célcio, todos requerendo um ion
para a reticulacdo da matriz. A principal vantagem do gel de alginato é sua habilidade
de ser termoestavel, podendo ser armazenado a temperatura ambiente (Rocha e Grosso,
2006).

O alginato pode ser considerado como da familia dos co-polimeros desde a fracéo e
sequéncia de dois monémeros, a-L- &cido galurénico (G) e p-D-acido manurénico (M),
variar sobre uma larga taxa (Draget et al., 1997). O alginato tem sido o polimero mais
utilizado para encapsulacgéo celular (Orive et al., 2002). Com a adi¢do de glutaraldeido a

enzima se torna mais estavel, ou seja, mantém seu potencial catalitico por mais tempo.

Dentre os fatores que contribuem para a queda de potencial catalitico durante os
consecutivos ciclos destaca-se: desprendimento da enzima do suporte, desativacdo da
enzima pelo substrato; obstrucdo dos poros por impurezas ou produtos secundarios;
perda do suporte por atrito ou dissolucdo; obstrucdo do leito fixo causando canais

preferenciais e crescimento de micro-organismo (Brigida, 2006).

2.6 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

A caracterizacdo bioquimica das enzimas ganha destaque por fornecer dados para
compreender a atuacdo e as alteracdes ocorridas, além de fornecerem dados que devem
ser considerados no momento da aplicagdo da enzima em um processo. Temperatura e
pH 6timos, estabilidade térmica e com pH, os efeitos da utilizacdo de diferentes fontes
de carbono e nitrogénio na obtencdo da enzima, e outros parametros sdo decisivos na

hora do dimensionamento de um processo enzimatico (Rigo, 2009; Maldonado 2006).

Estudos sobre o mecanismo de acdo das lipases visam auxiliar pesquisas sobre

reacOes especificas de interesse comercial na producdo de novos compostos
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biotecnoldgicos. O potencial de producdo de ésteres com lipases produzidas através da
FES sem aplicacdo preliminar de processos de extracdo e purificagdo vém sendo
pesquisados para uso em reagdes biocataliticas, como a sintese do etil oleato avaliado
por Ruiz et al., (2004), com possibilidade de aplicacdo para producdo sustentavel de
produtos como o biodiesel de Oleos vegetais. Contudo, as lipases devem ser
selecionadas para cada aplicacdo, sendo que estas podem ser baseadas na especificidade
do substrato, posicdo e estereoespecificidade, bem como, temperatura e pH de
estabilidade (Carvalho et al., 2008).

2.6.1 Estabilidade

A viabilidade de aplicacdo industrial de catalisadores estd diretamente ligada a
dois fatores principais: potencial catalitico frente a reacdo em estudos e estabilidades a

variaveis de processos como pH e temperatura (lllanes, 1999 apud Brigida, 2006).

A estabilidade térmica é a capacidade que a enzima sollvel ou imobilizada
possui de manter seu potencial catalitico quando submetida a uma dada temperatura por

um dado tempo (Arroyo et al., 1999).

Outro parametro de estabilidade que deve ser avaliado para os biocatalisadores é
a estabilidade a estocagem. O biocatalisador, quando estocado em condicdes favoraveis

de temperatura, tende a manter seu potencial catalitico (Brigida, 2006).

Fungos termofilicos e termotolerantes podem ser fonte potencial para produzir
enzimas com altos niveis de estabilidade térmica e atividade a temperaturas mesofilicas.
As lipases extracelulares purificadas produzidas pelo fungo termotolerante Rhizopus
homothallicus em FES e FS, apresentaram maxima atividade a 40°C e 30°C,
respectivamente. A avaliacdo da estabilidade térmica a 50°C resultou em tempo de
meia-vida de 0,72h e 0,44h para os sistemas de FES e FS, respectivamente (Diaz et al.,
2006).

J& o extrato pré-purificado atraves da técnica de precipitagdo com sulfato de
amonio (60% saturacdo), produzido também em FES com farelo de soja fermentado
com Penicillium verrucosum, apresentou os valores 6timos, de pH 8,5 e temperatura 42
°C (Menoncin et al., 2008).
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A lipase de Aspergillus carneus foi purificada por cromatografia de interacéo
hidrofébica obtendo-se um fator de purificacdo de 24 vezes e uma recuperacdo da
atividade de 38%. A enzima apresentou pH e temperatura 6timos de 9,0 e 37°C,
respectivamente. Foi estavel na faixa de pH 8 a 10 por 24 horas e por 5 minutos a
temperatura de 70°C (Saxena et al., 2003).

2.6.2 Especificidade

Em sua estrutura a lipase possui a presenga de uma tampa ou valvula, composta
de uma ou duas sequéncias peptidicas em o hélice, que cobre o sitio ativo (Paiva et al.,
2000; Pleiss et al., 1998). Quando hé ligacdo do substrato na superficie da enzima, esta
move-se, alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta, com o centro ativo
acessivel ao substrato. Ao mesmo tempo em que o centro ativo fica acessivel, uma larga
superficie hidrofobica é exposta, facilitando a ligacdo da lipase a interface (Jaeger e
Reetz, 1998; Pleiss et al., 1998).

A interacdo da area que rodeia o sitio ativo com superficies hidrofébicas pode
modificar propriedades funcionais da lipase. Contudo, a presenca da tampa nao implica
dizer que necessariamente serd observado o fenémeno de ativacdo interfacial, algumas
lipases oriundas de cepas de Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e do tipo
B de Candida antarctica que apresentam tampa em suas estruturas, mostraram nao

sofrer a ativacdo interfacial (Jaeger e Reetz, 1998).

Quanto ao mecanismo de atuagdo da hidrolise de ésteres de uma o/f hidrolase,
este se inicia com um ataque nucleofilico ao 4&tomo carboxilico da ligacéo ester pelo
oxigénio da serina do sitio catalitico. Posteriormente, ha formacdo de um intermediario
tetraédrico, o qual € estabilizado pelas ligacdes de hidrogénio a atomos de nitrogénio de
residuos da cadeia principal pertencente a cavidade de oxianion (Jaeger e Reetz, 1998) —
uma regido em torno do residuo de serina criada pela reestruturacédo da lipase (Paiva et
al., 2000). Apds a formagdo do complexo acil-lipase, um alcool é liberado. Finalmente,
o complexo acil-lipase é hidrolisado, liberando acidos graxos e regenerando a enzima
(Jaeger e Reetz, 1998).

Contudo, sob condi¢bes microaquosas, elas sdo capazes de catalisar a sintese de

ésteres a partir de um alcool e acido carboxilico. Uma combinagdo destes dois processos
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bésicos em sequéncias logicas pode resultar em reacdes de interesterificaces (acidolise,
alcodlise ou transesterificacdo, a depender dos reagentes de partida) (Castro et al.,
2004).

A atividade hidrolitica em diferentes triacilglicerdis (C4:0 — C18:2), metil
ésteres (C12:0 — C18:1) e Odleos e gorduras foram estudados em sistemas aquosos
usando lipase de Bacillus stearothermophilus SB-1 e Burkholderia cepacia RGP-10. As
lipases de ambas culturas apresentaram seletividade por alguns 6leos ricos em acidos
graxos insaturados, bem como a triglicerideos de cadeia média (C14:0) para B.
stearothermophilus SB-1 e longa (C18:2) para B. cepacia RGP-10. As mesmas culturas
liofilizadas tiveram a atividade de esterificacdo avaliada frente a diferentes ésteres
graxos sendo os ésteres de cadeia média (C14:0) e cadeia longa (C18:1) para cada lipase
citada como os que resultaram em maior percentual de atividade de sintese (Bradoo et
al., 2002).

A influéncia de diferentes fontes de lipidios para uso como substrato da reacéo
de hidrolise com lipase de Aureobasidium pullulans HN2.3, foram pesquisadas por Liu
et al., (2008), buscando verificar de forma ampla a possibilidade de aplicacdo, atraves
do uso de substratos naturais como gordura animal (banha) e alguns Oleos vegetais
como de amendoim, soja e oliva. Os resultados revelaram que a lipase purificada foi
habil ao hidrolisar todas fontes de lipidios propostas no estudo, sendo a maior atividade
obtida com dleo de amendoim (106 U/mg proteina), seguida por éleo de oliva, banha e
6leo de soja (58, 51 e 43 U/mg proteina), respectivamente. Da mesma forma, a lipase
bruta alcalina obtida através da FES com fungo Colletotrichum gloesporioides,
apresentou na tributirina maior atividade, seguida de 6leo de canola, soja, girassol e
milho, sendo a menor atividade observada em gordura animal (Colen et al., 2006). Estes
resultados asseguram o potencial de aplicacdo das lipases produzidas, em reacdes de
degradacdo e reuso dos materiais gordurosos naturais usados na avaliacdo da
especificidade da reacdo enzimatica (Liu et al., 2008) e ou na obtengdo de produtos

biotecnologicos de interesse.

2.7 LIPASE NA SINTESE DE BIODIESEL
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Na ultima década, o mundo voltou o foco das aten¢Ges para 0s combustiveis
renovaveis, resultando em uma explosdo de estudos cientificos e no aumento crescente
do namero de artigos publicados, com o objetivo de desenvolver novos métodos de
producdo bem como o aperfeicoamento de métodos analiticos existentes para

monitoramento da qualidade do biocombustivel produzido (Rampim, 2007).

Pesquisas recentes sobre a producdo de biodiesel tém sido apresentadas na
literatura: na Europa investigam-se os ésteres obtidos a partir de éleo de canola; na
Malésia ésteres do 6leo de palma; ésteres do 6leo de soja também tém caracteristicas
potenciais para uso como diesel alternativo, existindo muitas pesquisas nesta area.
Embora eficiente em termos de rendimento da reacdo e tempo, a abordagem quimica
para sintetizar alquil-ésteres de triglicerideos possui severos inconvenientes, incluindo
dificuldades na recuperacdo do glicerol, a necessidade de remover o sal residual e a
intensiva energia natural do processo. Por outro lado, 0 uso de biocatalisadores permite
a sintese especifica de alquil-ésteres, facil recuperacdo do glicerol e transesterificacdo
de glicerideos com grande quantidade de acido graxo (Asano et al., 2002).

Dentre as oleaginosas ja investigadas para a producdo de biodiesel, figuram a
soja, 0 girassol, a mamona, o milho, a canola, o babagu, o buriti, o dendé, o amendoim,
entre outras (Ma e Hanna, 1999). No entanto, a escolha da oleaginosa a ser utilizada
deve considerar o teor em 0Oleo vegetal, produtividade e adaptacéo territorial (Ramos et
al., 2003). Observando-se os aspectos tecnoldgicos e econémicos, € de fundamental
importancia que se tenha uma visdo geral da potencialidade dos Oleos vegetais na

producdo de biodiesel.

A transesterificacdo de 6leos vegetais ou gorduras animais, também denominada
de alcodlise, pode ser conduzida por uma variedade de rotas tecnoldgicas, em que

diferentes tipos de catalisadores podem ser empregados (Ramos et al., 2003).

O surgimento da transesterificacdo € datado de 1846, quando Rochieder descreveu
a producéo de glicerol pela etanolise de 6leo de mamona. Desde aquele momento, o
processo de alcodlise tem sido largamente estudado (Demirbas, 2003).

De acordo com Srivastava e Prasad (2000), a transesterificacdo consiste na
reacdo de um triglicerideo (TG) com um alcool, resultando na produgdo de 3 moles de

ésteres e 1 mol de glicerol (GL).
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A catélise quimica (acida ou basica) é a técnica mais utilizada na reacdo de
transesterificacdo, pois permite, no caso da catdlise alcalina, a obtencdo de altas
conversdes em baixos tempos de reacdo, como relatam estudos na literatura (Freedman
et al., 1986; Noureddini e Zhu, 1997; Darnoko e Cheryan, 2000; Faccio, 2004;
Martinez, 2005; Oliveira et al., 2005).

O método quimico, embora de concepgédo simples, rapido e com altos rendimentos
apresenta Vvarios inconvenientes, tais como, custos com catalisador e dificuldade de
purificacdo e separacdo dos produtos da reacdo, o que implica em altos custos de

producdo e energia (Kusdiana e Saka, 2001).

O meétodo enzimatico € tradicionalmente conduzido na presenca de solventes
organicos, visando minimizar problemas de transferéncia de massa e imiscibilidade
entre as fases, requerendo, no entanto, a utilizacdo de elevadas razdes solvente/6leo

vegetal.

Um estudo da producdo de ésteres etilicos de soja utilizando a enzima comercial
Lipozyme IM e n-hexano como solvente, apresentado por Faccio (2004), reportou 96%
de conversdo, utilizando uma razao 6leo:solvente de 1:40, em aproximadamente 5 horas

de reacéo.

De maneira geral, alguns fatores interferem no rendimento da reagdo de

transesterificacdo, dentre os quais podem ser citados:

a. Tipo de catalisador: catalisadores usados para transesterificacdo de
triglicerideos sdo classificados em quimicos (alcalinos e &cidos) e

enzimaticos, homogéneos ou heterogéneos.

b. Tempo de reacdo: para reacdo de transesterificacdo, o tempo necessario para
atingir altas conversbes depende do tipo de catalisador utilizado. Para
sistemas utilizando catalisadores quimicos, a completa conversao do sistema
é geralmente atingida em torno de 20 minutos de reacdo (Faccio, 2004). No
método enziméatico com solventes orgénicos, a reacdo atinge conversao
méaxima em 5 horas de reacdo (Faccio, 2004). Dalla Rosa (2006) obteve
conversdo completa em 2 horas de reagéo, utilizando enzimas em fluidos

pressurizados.

c.  Temperatura de reacdo: cada metodologia indica uma temperatura 6tima para

que a reacdo de transesterificagdo ocorra de maneira satisfatoria. Segundo
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Darnoko e Cheryan (2000), a temperatura 6tima para a reacdo utilizando
catalisadores quimicos situa-se préxima a temperatura normal de ebuli¢do do
alcool a ser utilizado na reacdo. Em relacdo a sistemas enzimaticos, a
temperatura Otima de operacdo é funcdo da enzima a ser utilizada como

catalisador da reacdo (Nascimento et al., 2004).

d. Razdo molar 6leo:alcool: uma das mais importantes varidveis que afetam o
rendimento em ésteres é a relacdo molar entre o alcool e o triglicerideo. A
estequiometria da reacdo de transesterificacao requer trés moles do alcool e
um mol do triglicerideo para obter trés moles de ésteres do &cido graxo e um
mol de glicerol. Porém, um excesso de alcool é utilizado a fim de deslocar o
equilibrio da reacdo, no sentido de favorecer a formacdo dos produtos da
reacdo. Altas razdes molares resultam em elevadas conversdes em ésteres em
curtos tempos de reacdo (Ma e Hanna, 1999). Em sistemas enzimaticos uma
quantidade de &alcool em excesso causa efeito de inibicdo por substrato na

reacao, diminuindo os niveis de conversao (Noureddini et al., 2004).

e. Teor de acidos graxos livres e agua: o rendimento da reacdo é afetado
diretamente pelo teor de acidos graxos livres e &gua, quando a mesma é
conduzida por intermédio de catalisadores basicos. Uma vez que parte do
catalisador € utilizada para neutralizar os acidos graxos livres e a agua pode

levar a formacéo de acidos graxos, reduzindo a eficiéncia da reacdo.

f.  Intensidade de mistura: a natureza das duas fases 6leo/alcool requer vigorosa
agitacdo para proceder a reacdo de transesterificacdo (Kusdiana e Saka,
2001). Sistemas de agitacdo sdo normalmente aplicados para aumentar o
contato entre os reagentes, resultando no acréscimo na taxa de transferéncia
de massa, 0 que interfere diretamente no rendimento da reacdo (Noureddini e
Zhu, 1997).

2.8 CARACTERIZACAO DOS CATALISADORES

Os metodos de caracterizacdo podem fornecer informagdes a respeito das
superficies dos materiais e ajudar a compreender melhor a cinética das

reacOes.Entretanto, uma Unica técnica de caracterizagdo ndo pode fornecer isoladamente
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todas as informagdes necessarias a respeito de suas propriedades. A interpretacdo do
conjunto de resultados obtidos pelas diferentes técnicas de caracterizacdo pode tornar
possivel o entendimento e compreensdo das estruturas, reatividades, forcas e
quantidades de sitios basicos nas superficies dos catalisadores estudados.

A analise textural dos catalisadores € realizada por meio de dados de
adsorcdo/dessorcdo de N, (isotermas de adsorcdo). Esta técnica permite obter
informacdes sobre a area superficial do material e obter sua distribuicdo de tamanhos de
poros. O calculo da area superficial se realiza utilizando o método BET (Brunauer,
Emmett, Teller).

Esta técnica tem sido empregada por varios autores para a caracterizacdo de
catalisadores aplicados na producéo de biodiesel.

Park et al. (2009) utilizaram o método BET para caracterizar o catalisador
WO3/ZrO, utilizado para promover a esterificacdo de 6leos vegetais para a producédo de
biodiesel.

Liu et al. (2008a) também empregaram a analise textural atraves da adsorcao de
N, para caracterizacdo do catalisador metdxido de célcio utilizado para a producao de
biodiesel metilico de dleo de soja.

Noiroj et al. (2008) estudaram a transesterificacdo do 6leo de palma para a
producdo de metil ésteres usando KOH impregnado em Al,/O3 e a zeolita NaY como
catalisadores. Os autores utilizaram diversos métodos de caracterizacdo do catalisador,

dentre estes a rea superficial, determinado pelo método BET.

2.9 CONSIDERACOES FINAIS

Na revisdo bibliografica apresentada neste capitulo procurou-se relatar o estado
da arte a respeito da producdo de lipase, suas caracteristicas e sua aplicacdo na sintese

de biodiesel.

Verifica-se que, dependendo do micro-organismo usado na fermentacdo e do
tipo de fermentacdo, a lipase obtida possui uma especificidade em particular. As
inimeras variaveis que envolvem o processo de obtencdo da enzima vao desde a
composicdo do meio até as condigdes operacionais como pH, temperatura, forma de
conducédo do processo e estabilidade quando armazenadas a baixas temperaturas sdo de

extrema importancia para determinar suas possiveis aplicacoes.
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A concentracdo da lipase € utilizada como uma etapa inicial de isolamento,
sendo a concentracdo com sulfato de amonio a mais utilizada, para posterior purificagéo
ou imobilizagdo, obtendo-se assim enzimas mais estaveis, facilitando sua recuperacéo e
reutilizacéo.

Contudo ¢ de grande importancia a execuc¢do de estudos na busca de processos e
condi¢Bes apropriadas, visando maior conhecimento do processo e obtengdo de
condicBGes Otimas de producdo, e de meios de baixo custo que ndo interfiram no
crescimento do micro-organismo. A caracteriza¢do da enzima € de suma importancia,
pois possibilita um maior conhecimento das propriedades da enzima obtida o que

favorece suas possiveis utilizages nos processos industriais e de sintese.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais, procedimentos experimentais e a
metodologia analitica utilizados para o desenvolvimento do estudo relacionado a
producdo e caracterizacdo de lipases extracelulares obtidas por fermentacdo em estado
solido (FES) em farelo de mamona e torta de babagu com Penicillium verrucosum e

Penicillium brevicompactum.

3.1 MATERIAIS

Os principais reagentes e meios de cultura utilizados no decorrer deste trabalho

foram:

e Acetona (Quimex);

e Albumina (Sigma A3294);

e Acido sulfarico concentrado (Quimex);

e Acido borico (Nuclear);

e Biftalato de Potassio (Nuclear);

e Butanol seco (max. 0,005% H,0) (Merck);

e Comassie Brillante Blue G (Sigma);

e Etanol 95% (Quimex);

e n-hexano (Nuclear);

e Farelo de mamona (Petrobras) e torta de babagu (Tobasa S/A);

e Fenolftaleina (Nuclear);

e Fosfato de sédio monobasico (Vetec);

e Fosfato de sddio dibasico (Vetec);

e (Goma acécia (arabica) (Synth);

e Hidroxido de sodio (Nuclear);

e Meio BDA (Batata, dextrose, Agar, composicdo apés o preparo (39 gem 1 L): 4
g/L de infusdo de batata, 20 g/L de glicose e 15 g/L de agar) (Acumedia);

e Metanol seco (max. 0,005% H,0) (Merck);
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n-propanol (Vetec)

Oleo de oliva (Arisco, acidez < 0,5%), 6leo de soja (Soya);

Pastilha catalisadora (sulfato de potassio e selénio) (Velp Scientifica);
Sulfato de aménio (Synth);

Tween 80 (Vetec);

Uréia (Synth).

EQUIPAMENTOS

Os principais equipamentos utilizados neste estudo foram os seguintes:

Agitador orbital (Marconi MA-410);

Agitador magnético (Fisatom);

Banho agitador (Nova Etica);

Balanca analitica (Bel Engineering);

Camara de fluxo laminar (Pachane);

Centrifuga Hettich (modelo Mikro 20);
Centrifugas refrigeradas (Nova Técnica);
Dessecador com silica (Vidralabor, Thermex);
Destilador Kjeldahl (Marconi, modelo MAO036);
Extrator de Soxhlet (Marconi, modelo MA491);
Espectrofotdmetro (Agilent Tecnologies 8453);
Estufa com circulacdo de ar (Fanem, modelo 320SE);
Freezer -80°C (Hitachi);

Germinadora para incubacédo (Tecnal TE-401);
Liofilizador (Edwards Modulyo);

Micro-ondas Philco (modelo PMW 110);
Microscopio (Leica);

Medidor de pH digital (Gehaka, modelo PG2000);
Mixer manual (Black & Decker);

Titulador automatico (Mettler Toledo DL 50 Graphix).
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3.3 METODOS

Nesta secdo serdo apresentadas detalhadamente as metodologias experimentais
empregadas para obtencdo de lipases extracelulares com atividade de hidrdlise e sintese,
através da fermentacdo em estado sélido (FES) em farelo de mamona e torta de babacu
com micro-organismos selecionados. De forma sucinta, podem-se seccionar as etapas da

pesquisa nos seguintes itens:

Estudo da producdo de lipase com atividade hidrolitica e de sintese
a) Avaliacdo cinética da producdo de lipase hidrolitica através das cepas de
Penicillium verrucosum e Penicillium brevicompactum.

e Suplementacdo do farelo de mamona e torta de babacu com 6leo
de soja, uréia e residuos agroindustriais (melaco de cana de
acucar).

e Avaliagdo do efeito da umidade e concentragdo do suplemento na

producdo da lipase.

b) Caracterizacdo bioquimica da lipase com atividade hidrolitica e de
esterificacdo
e Concentracdo do extrato enzimatico através da precipitagdo com
sulfato de aménio.
e Determinacdo da estabilidade da lipase bruta e pré-purificada

liofilizada, em baixas temperaturas.

c) Avaliacdo da especificidade dos extratos enzimaticos com atividade de
esterificacdo
e Alcodis Metanol, etanol, n-propanol e butanol
e Acidos laurico (C12:0) , oleico (C18:1) e butirico (C4:0)

d) Avaliacdo da especificidade dos extratos enzimaticos com atividade de
hidrélise a diferentes substratos.

e Especificidade a diferentes triglicerideos como 0leo de oliva, 6leo de

mamona, Oleo de pinhdo manso, G6leo de dendé, 6leo de cbco,

tributirina e 6leo de soja.
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3.3.1 Micro-organismos

Os fungos Penicillium verrucosum e Penicillium brevicompactum foram
isolados previamente por Freire (1996) a partir do flotado da fermentagdo natural das
améndoas de babagu. Estes fungos foram selecionados como bons produtores de lipases
utilizando-se metodologias de selecdo em meio sélido e liquido descrito na literatura
(Freire, 1996).

3.3.2 Manutencao das Cepas

As cepas isoladas foram crescidas em meio BDA durante sete dias a 30°C e
entdo as col6nias foram raspadas usando alca de platina e adicionadas em tubos com
solucdo aquosa estéril contendo 50% de glicerina bi-destilada (87% pureza), Tween 80
(0,1% v/v) e NaCl (0,9% m/v). A solugdo contendo os esporos foi transferida para
criotubos de 1,5 mL estéreis e conservada a -18°C. A propagacdo de esporos para

posterior fermentacgdo foi feita por um periodo de 7 dias a 27°C.

3.3.3 Fermentacdo em Estado Solido (FES)

Como segunda etapa, as cepas foram inoculadas em farelo de mamona e torta de
babacu, baseando-se nas condigdes estabelecidas pelo planejamento de experimentos.
Apos a fermentacéo avaliou-se a atividade hidrolitica no extrato aquoso bruto e extrato
precipitado liofilizado e a atividade de esterificacdo no extrato bruto e extrato

precipitado, ambos liofilizados.

3.3.3.1 In6culo

O meio para producdo do inoculo dos fungos constituiu de frascos Erlenmeyer
de 500 mL contendo 100 mL de meio (BDA). O meio esterilizado foi inoculado com

0,5 mL de suspenséo de esporos obtida a partir de estoques, sendo entdo incubado por
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sete dias a 27°C. A coleta dos esporos foi realizada adicionando-se 10 mL de solugéo
aquosa de Tween 80 (0,1% v/v) e pérolas de vidro estéreis ao frasco para uma melhor

remocdo dos mesmos.

A suspensdo resultante foi armazenada a 4°C ateé sua utilizacdo, por um tempo
méaximo de 15 dias. Para contagem dos esporos, 1 mL da suspensdo era retirado
assepticamente e diluido de 10 a 1000 vezes em solugdo aquosa estéril de Tween 80
(0,1% v/v). A suspensdo resultante foi transferida para cAmara de Neubauer (Prolab)
para contagem dos esporos. A concentracdo da suspensdo foi ajustada para se alcancar
1,5 X 10’ esporos/g de substrato seco (Freire, 1996).

3.3.3.2 Obtencéo de Substrato-Suporte

Os substratos-suporte utilizados no processo fermentativo para producdo de
lipases por fermentacdo em estado solido (FES) foi o farelo de mamona e torta de
babacu. A torta de babagu é o residuo da extracdo de 6leo de babacu e foi obtida da
Industria Tobasa (Palmas, TO). A torta de mamona foi obtida da Petrobras. Ambas as
tortas foram estocadas a -15°C e foram utilizadas como recebidas.

A caracterizacdo dos farelos foi realizada determinando-se a umidade, nitrogénio
(NKT), gordura, cinzas, minerais e &cidos graxos totais e especificos, conforme
descricdo no item 3.3.3.3. A andlise da umidade antecedia cada etapa experimental de

fermentacdes buscando a padronizagdo deste contetdo no meio.

3.3.3.3 Composicao fisico-quimica do farelo de mamona e torta de babacu

Neste item serd apresentada a metodologia utilizada na caracterizacao fisico-

quimica dos residuos agroindustriais utilizados na producdo da enzima.
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3.3.3.3.1 Determinacao do teor de acidos graxos totais

O teor de Oleos e graxas dos farelos foi determinado por extracdo em Soxhlet
pelo principio da extragdo continua a quente, utilizando n-hexano como solvente,
segundo procedimento padréo (IAL, 1985). O papel de filtro contendo 3 g de amostra
foi empacotado e colocado em cartucho de extracdo previamente seco em estufa a
105°C por 15 min. O cartucho foi colocado no extrator e iniciava-se a extragdo com n-
hexano por 1,5 h em sistema de extracdo repetida (Marconi). O solvente foi recuperado
e 0 copo contendo as gorduras extraidas foi seco em estufa a 105°C por 1,5 h, resfriado
em dessecador por 30 min e, entdo, pesado. O teor de Oleos e graxas foi calculado

através da Equacéo 1.

(B— A)x1000

AGT = Equacéo 1

Onde:

AGT= Acidos Graxos Totais (mg/g);
B= Massa do conjunto bal&o + residuo de 6leos e graxas seco (mg);
A= Massa do baldo vazio seco (mg);

C= Massa do farelo de soja (g).

3.3.3.3.2 Determinacao de gorduras pelo método de Bligh-Dyer (1959)

Esse método é utilizado para extrair todas as classes de lipideos e ndo
unicamente 0s neutros; devido ao seu método de extracdo ser a frio & possivel
determinar a composicdo dos acidos graxos (Bligh e Dyer, 1959). A amostra (3g) foi
transferida para erlenmeyer de 100 mL e adicionou-se 10 mL de cloroformio, 20 mL de
metanol e 8 mL de &gua destilada, tampando hermeticamente. Colocou-se os tubos em
agitador rotatoério por 30 minutos, € em seguida adicionou-se exatamente 10 mL de
cloroférmio e 10 mL de solucéo de sulfato de sédio 1,5%. Tampou-se e agitou-se por

mais 2 minutos. As amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 2 minutos, para
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acelerar a separacdo das camadas. Retirou-se 13 mL da camada inferior (cloroférmio) e
colocou-se num erlenmeyer de 50 mL. Adicionou-se 1 g de sulfato de sodio anidro,
tampou-se e agitou-se para remover os tracos de adgua. Filtrou-se rapidamente num funil
usando papel filtro e mediu-se exatamente 5 mL do filtrado e colocou-se em estufa a

100°C, até evaporar o solvente.

As amostras condicionadas como descrito anteriormente foram tratadas com
BF3/MeOH (AOCS, 1990) a fim de derivatizar todos os &cidos graxos (mono-, di- e
triglicerideos, acidos graxos livres e ésteres etilicos) em seus correspondentes ésteres
metilicos, e analisadas conforme condi¢Ges cromatograficas descritas pela EN 14103
(2001). Para avaliar a porcentagem de decomposic¢do, admitiu-se que o &cido palmitico
ndo era passivel de degradacdo, considerando sua alta estabilidade (He et al., 2007;
Imahara et al., 2007).

3.3.3.3.3 Determinagéo de Nitrogénio Kjeldahl Total (NKT)

A determinacéo do teor de Nitrogénio Kjeldahl Total (NKT) foi feita por método
padrdo (IAL, 1985). A amostra (1 g) foi digerida em meio acido (12 mL de H,SO,
concentrado) na presenca de 1 pastilna de 3,5 g sulfato de potéssio e 3,5 g selénio
durante 4 h. Apds neutralizacdo com 40 mL de NaOH (40%m/v), 75 mL de &gua
destilada foram adicionados. A amonia formada foi destilada e absorvida em 25 mL de
acido borico (4%m/v) sendo, em seguida, titulada com HCI 0,1M. A concentracdo de
nitrogénio foi determinada através da Equacédo 2, sendo que para obtencdo do o teor de
proteina é necessario multiplicar o valor de NKT encontrado pelo fator 6,25.

NKT = 14,01>Vax N Equagéo 2
P x10

Onde:

NKT= (%) Nitrogénio Kjeldahl total;

Va= Volume de HCI gasto na titulacdo da amostra (mL);
N= normalidade da solucéo de HCI padronizado (0,1N);

P= massa da amostra usada na analise (g).
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3.3.3.3.4 Umidade

Foi pesado 0,5 g da amostra em cépsula de porcelana, previamente seca em
estufa a 105°C, até massa constante. O material contendo a amostra foi aquecido em
estufa 105°C por 3 h, resfriado e pesado; repetindo-se a operagdo de aquecimento, com

duracdo de meia hora, até obtencdo de massa constante.

3.3.3.3.,5 Minerais

O método fundamenta-se na perda de peso que ocorre quando o produto é
incubado a 500-550°C, com a destruicdo da matéria organica, sem decomposic¢do dos
constituintes do residuo mineral ou perda por volatilizagdo (Lanara, 1981).

Macronutrientes (Mg, Ca e K) e micronutriente (Fe) foram determinados por
espectrometria de absorcdo atdbmica em chama — FAAS (Varian Spectra AA — 55),
segundo metodologia descrita por AOAC (1995). Foram utilizadas lampadas de catodo
oco de Ca, Mg, K e Fe, como fonte de radiacdo. Os elementos foram medidos em
condigbes de operacdo otimizadas por FAAS em chama ar/acetileno ou oOxido
nitroso/acetileno. As leituras de Ca, Mg, K e Fe foram realizadas no FAAS, no modo
absorcdo. Para eliminar possiveis interferéncias na determinacdo de Ca e Mg, foi
adicionado cloreto de lantanio (Merck) nas amostras e nas solu¢fes padréo na proporgédo
de 1% (m/v). Os célculos dos teores dos minerais nas amostras foram baseados em

curvas de calibracdo obtidas com as solugc6es padréo.

3.3.3.4 Fermentacgdo em Estado Sélido (FES)

O farelo, sem prévia classificagdo, foi utilizado nas fermentac6es conduzidas por
96 h em béqueres de polipropileno de 600 mL tampados com manta acrilica hidrofébica
(Figura 2), contendo 10 g de farelo seco com umidade ajustada com agua destilada,
conforme planejamento de experimentos. Apés esterilizacdo (121°C, 15 min) os

béqueres foram inoculados e incubados em cdmara climatizada (Tecnal TE-410). Para a
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inoculagdo dos fungos, utilizou-se 2,5 mL de in6culo com concentracdo de esporos

ajustada para se obter 1,5 X 10’ esporos/g de farelo seco, incubando-se a 30°C.

Figura 2 — Béqueres de polipropileno utilizados para o processo fermentativo

3.3.3.5 Estudo da suplementacéo do farelo de mamona e torta de babacu

Os suplementos testados foram o 6leo de soja e melago de cana de agucar (ME,
usina Ester, SP) e uréia. O residuo de indUstria como melaco (ME) pode ser considerado
fonte suplementar complexa contendo, macro e micronutrientes. Fermentacdes em
farelo de mamona e torta de babacu puro foram sempre conduzidas paralelamente,

considerando-se como meio controle (Rigo, 2009).

Para a realizacdo das suplementacdes foram preparadas emulsdes com &gua
deionizada e a concentracdo do respectivo suplemento homogeneizando-se com mixer
por 3 minutos, levando-se em consideracdo os niveis avaliados no planejamento de

experimentos.

O volume de emulséo adicionado ao farelo foi padronizado em 2 mL. O ajuste
de umidade foi realizado com agua destilada estéril, levando-se em consideragdo a
guantidade de agua presente no inéculo e a umidade natural dos farelos brutos. As
emulsbes foram adicionadas por gotejamento manual com auxilio de pipetador, de
forma que toda a area do farelo fosse recoberta, melhorando assim a homogeneidade do
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meio. A umidade do meio foi ajustada conforme planejamento fatorial. Os béqueres

foram entdo fechados com manta acrilica e autoclavados a 121°C por 15 min.

Ap0s a esterilizacdo, procedeu-se a inoculacdo do farelo com uma suspenséo de
esporos dos micro-organismos, padronizando-se a suspensdo em 1,5 x 10’ esporos/(g
farelo seco). Os béqueres foram incubados em camara a 30°C, com inje¢do de ar imido,

de forma a manter a umidade relativa do ar no interior da camara maior que 90%.

A avaliacdo do comportamento cinético da suplementagéo do farelo na producéo
de lipase com atividade hidrolitica foi realizada por fermentacdes em triplicata de
experimentos, com retirada de amostras destrutivas do material fermentado nos tempos
de 0, 24, 48, 72 e 96 horas de fermentacdo na mesma camara de incubacdo. A variével
resposta foi a atividade hidrolitica e de esterificacdo determinada como descrito no item
3.3.5.

3.3.3.6 Estudo da producéo de lipase

Inicialmente foram realizados testes para antever o comportamento das cepas
Penicillium verrucosum e Penicillium brevicompactum perante os substratos utilizados
(farelo de mamona e torta de babacu). Para que as condicdes de producdo de lipases
pelos fungos fossem otimizadas, utilizou-se a técnica de planejamento fatorial de

experimentos e analise de superficie de resposta.

A técnica de planejamento de experimentos é uma ferramenta estatistica que
permite determinar as variaveis que exercem maior influéncia no desempenho de um
determinado processo, assim como avaliar possiveis inter-relacGes entre variaveis de um
processo. Além disso, essa ferramenta também permite otimizar o sistema em estudo,
com o objetivo de maximizar ou minimizar uma resposta. A principal vantagem da
utilizacdo desta ferramenta é a reducdo do nimero de experimentos e a consequente

reducdo de custos (Barros et al., 1996).

Quatro planejamentos fatoriais fracionarios 2** com um ponto central repetido
trés vezes foram realizados avaliando-se a cinética de producdo até 96 horas. As
amostras foram analisadas em cinética até 96 horas. A metodologia de superficie de
resposta foi utilizada para determinar a influéncia das variaveis estudadas e otimizar as

condicBes de cultivo para a producdo de lipases por fermentagcdo em estado solido.
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As variaveis e niveis estudados nos planejamentos encontram-se na Tabela 7,
sendo que os niveis avaliados foram determinados com base em ensaios preliminares e
na experiéncia prévia do grupo.

Os planejamentos 1 e 3 avaliaram a producao de lipase por P. brevicompactum
em torta de babacu e farelo de mamona, respectivamente e para os planejamentos 2 e 4
avaliaram a producdo de lipase por P. verrucosum em torta de babacu e farelo de
mamona. Convém salientar que a temperatura e concentracdo de esporos foram fixados

em 30°C e 1,5 x 10" esporos/(g farelo seco), respectivamente.

Adotou-se as mesmas varidveis e niveis para producao de enzimas com atividade

de esterificacdo e hidrolitica.

Tabela 7— Variaveis e niveis estudados nos planejamentos 1, 2, 3 e 4.

Variaveis Niveis
-1 0 1
Melaco (%) 0 2 4
Uréia (%) 0 1 2
Oleo de soja (%) 0 1 2
Umidade (%) 55 65 75

Apls o tratamento estatistico para conhecimento das varidveis que possuem
efeito significativo na producéo de lipase , partiu-se para a otimizagdo desta produgéo
através de 2 novos planejamentos experimentais completos 2> com 4 pontos axiais e 3
pontos centrais, somente para a cepa de Penicillium brevicompactum com farelo de
mamona e torta de babagu, pois os resultados obtidos para a cepa de Penicillium

verrucosum ndo foram satisfatorios.

Nestes novos planejamentos, o0 melago e ureia foram retirados e deslocou-se 0s
niveis estudados de 6leo de soja e umidade. Os niveis e os referidos fatores (umidade e
concentracdo do suplemento) que foram investigados nos planejamentos 5 e 6 séo
apresentados na Tabela 8. Sendo que o planejamento 5 foi realizado com torta de
babacu e o planejamento 6 com farelo de mamona, ambos com o micro-organismo P.

brevicompactum .

48



3 Materiais e Métodos

Tabela 8 — Variaveis e niveis estudados nos planejamentos 5 e 6.

Variaveis Niveis
-1,41 10 1 1,41
Oleo de soja (%) 0,6 1 2 3 3,4
Umidade (%) 56 60 70 80 84

3.3.4 Processo de extragdo da enzima

O processo de extragéo foi realizado em erlenmeyeres de 250 mL, onde ao meio
fermentado era adicionado tampdo fosfato de sédio 100 mM pH 7,0 na razdo 1:5 (10 g
de meio fermentado para 50 mL de tampdo). Estes frascos foram incubados por 20 min
a 35°C e 200 rpm em agitador orbital. Apds a incubacdo, as amostras foram filtradas,
utilizando-se tecido de nylon e pressdo manual obtendo-se o extrato enzimatico bruto
(Vargas et al., 2008).

A atividade enzimatica foi determinada segundo procedimento descrito no item
3.3.5. Todas as determinacGes foram realizadas em duplicata. Cabe ressaltar que a
determinacdo da atividade de esterificacdo deve ocorrer em sistema com baixo contetdo
de umidade. Assim, foi necessario realizar a desidratacdo do extrato aquoso obtido ap6s
0 processo de extracdo da enzima da matriz solida. Para tanto, foi empregado o processo
de liofilizacao.

Os extratos foram dispostos em camadas de um centimetro de espessura em
placas de Petri e entdo submetidos ao congelamento a -80°C por 24 h, como fase
preparatéria do procedimento de liofilizacdo (Persson et al., 2002). As amostras foram
entdo levadas ao liofilizador, onde através do processo de sublimacdo em condicGes de

vacuo, a agua livre presente no congelado foi removida.

A umidade residual dos extratos liofilizados foi determinada em sistema Karl
Fisher, sendo que o teor de agua dos extratos enzimaticos ndo ultrapassou 12%. As
amostras secas foram acondicionadas em frascos de vidro, lacrados, codificados e

vedados com Parafilm, sendo armazenadas sob refrigeragdo (4°C).
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3.3.5 Determinacédo de atividade enzimética

3.3.5.1 Determinacéo da atividade hidrolitica

Para a dosagem da atividade de hidrolitica dos extratos enziméticos lipoliticos,
utilizou-se uma emulsdo de o6leo de oliva 5% (m/v) e goma arabica 5 % (m/v) em
tampéo fosfato de sédio 100 mM pH 7,0. A 18 mL desta emulsao sdo adicionados 2 mL
da amostra do extrato bruto aquoso. Apos incubacdo por 20 minutos a 35°C com
agitacdo de 200 rpm, a reacdo era interrompida atraves da adicdo de uma solugdo de
acetona-etanol (1:1 v/v). Os acidos graxos liberados durante a reacdo eram entdo
titulados até pH 11 com solucdo 0,05 M de NaOH em titulador automatico. Os brancos
reacionais foram preparados adicionando-se 18 mL da emulséo de 6leo de oliva e goma
arébica a solugdo de acetona-etanol e a amostra logo em seguida. Para a dosagem da
atividade de hidrolise da enzima pré-purificada liofilizada, 0,1 g de amostra foram

adicionadas ao meio reacional.

O calculo da atividade hidrolitica foi realizado de acordo com a Equac¢do 3. Uma
unidade de atividade hidrolitica é definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol de &cido graxo por minuto nas condicGes de reacdo (Cavalcanti et al.,
2005).

(v, -V, )x M %1000
txV,

AH =

Equacédo 3

Onde:

AH = atividade hidrolitica (U/mL);
Va = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada ap6s a reagéo (mL);

Vb = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo zero- branco (mL);
M = molaridade da solugdo de NaOH (mmol/mL);

t = tempo de reac¢do (min);
Ve = volume do extrato enzimético usado na reacéo (mL).
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3.3.5.2 Determinacéao da atividade de esterificagéo

A atividade de esterificacdo do extrato enzimatico bruto liofilizado foi
quantificada através da reacdo de sintese do &cido oleico e etanol (razdo molar 1:1)
(Langone et al., 2002; Bernardes et al., 2007, modificado). A reacdo foi conduzida a
40°C, 160 rpm por 40 min. Esta foi iniciada pela adicdo do extrato liofilizado (0,1 g) ao
meio reacional, em frascos de vidro com tampa mantidos em agitador orbital. Aliquotas
de 500 pL foram retiradas do meio reacional em triplicata no inicio e ao final da reacao.
A cada amostra foram adicionados 20 mL de uma solugéo de acetona-etanol (1:1) (v/v)

para paralisar a reacdo e para extracao do acido oleico.

A quantidade de &cido consumida foi determinada por titulagdo com NaOH
0,035 M. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima que consome 1 umol de acido graxo por minuto, nas condigdes do ensaio. A

atividade enzimaética foi calculada utilizando a Equacéo 4.

(V, =V, )x M x1000xV, i
AE = Equacéao 4
tMg xV,

Onde:

AE = atividade de esterificacdo (U/g);

V, = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada apds 40 min (mL);
V), = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo 0 (mL);
M = molaridade da solugdo de NaOH;

V¢ = volume final de meio reacional (mL);

t = tempo (min);

Mg, = massa da preparacao enzimatica liofilizada utilizada na reacéo (g);

V. = volume da aliquota do meio reacional retirada para titulacdo (mL).

3.3.5.3 Determinacéo de atividade proteésica

Em tubos de polipropileno de 1,5 mL foram adicionados 0,5 mL de amostra e 0,5
mL de solucéo de azocaseina 0,5% (m/v) preparada em tampé&o acetato 50 mM pH 5,0.

51



3 Materiais e Métodos

Os tubos foram entdo incubados durante 15 min (Vargas et al., 2008) a 37°C. Apds o
periodo de incubacéo, a reacdo enzimatica foi interrompida adicionando-se 0,5 mL de
solucéo de &cido tricloro-acético (TCA) 10% (m/v), em banho de gelo. Os tubos com a
mistura foram centrifugados a 12.900xg por 20 min. Retirava-se entdo 1 mL do
sobrenadante, ao qual foi adicionado 1 mL de solugdo de hidroxido de potéassio 5 M.
Fazia-se entéo a determinagéo da absorbancia da solucéo por espectrofotometria em 428
nm. O branco das reacfes era preparado adicionando-se a amostra apds a adicdo do
TCA. O branco do aparelho foi preparado substituindo-se o volume de amostra por
tampdo acetato 50 mM pH 5,0. Uma unidade de atividade proteésica foi definida como
a quantidade de enzima que produz uma diferenca unitaria de absorbancia por minuto
de reacdo entre o branco reacional e a amostra nas condi¢Ges de ensaio, determinada

através da Equacdo 5.

_ (Abs, x f, — Abs, x f)
- txV,

AP

Equacéo 5

Onde:

AP = atividade proteasica (U/mL);

Abs, = leitura de absorbancia da amostra;
Absy= leitura de absorbancia do branco;
f = fator de diluicéo;

t = tempo de reacédo (min);

V, = volume de amostra (mL).

3.3.6 Concentragao da lipase

De acordo com metodologia desenvolvida por Menoncin et al. (2008), o ensaio
de precipitacdo foi realizado com a adi¢do de 150 mL do extrato enzimatico bruto em
um béquer de 500 mL, ao qual foi acrescentado sulfato de aménio (Vetec) até a
concentracdo de 60% de condicdo de saturacdo. O béquer contendo a referida mistura
foi mantido a 4°C em banho de gelo, com agitacdo constante, controlando-se o pH em
7,0 com adicao de NaOH 20%.
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O extrato enzimatico acrescido do sal foi transferido para tubos de centrifuga e
mantido a (-10°C) durante 5 h. Transcorrido este tempo, o mesmo foi centrifugado
(4°C; 5400xg durante 30 minutos), possibilitando a separacdo da fracdo protéica. O
sobrenadante era descartado e o precipitado removido com quantidade minima de
tampado fosfato de sédio 100 mM pH 7,0 (Shu et al., 2006, Menoncin et al., 2008 ).

As amostras foram entdo congeladas a -80°C e liofilizadas por 48 horas. A
atividade hidrolitica e de esterificagdo foram determinadas conforme item 3.3.5 e o teor

de proteina foi realizado conforme item 3.3.7.

3.3.7 Determinacédo de proteina pelo método de Bradford (1976)

A determinacdo de proteinas foi realizada de acordo com método proposto por
Bradford (1976), utilizando curva padrdo de albumina de soro bovino. As leituras das
amostras foram realizadas em espectrofotometro a 595 nm, apds 2 min da adi¢édo de 0,1

mL de amostra a 5 mL do reagente de Bradford.

3.3.8 Imobilizacdo das lipases

O extrato bruto e precipitado na condi¢do maximizada foi imobilizado utilizando
o0 principio de adsorcdo. Neste sentido, dois suportes foram utilizados, Accurel EP 100 e

em solucédo de Alginato de s6dio com carvéo ativado.

3.3.8.1 Imobilizacdo em Accurel

Para a imobilizacdo da enzima 1 g de suporte Accurel EP 100 foi embebido em
10 mL de etanol, sendo esta solugdo mantida por 30 minutos em contato sob agitacao.
Posteriormente, o etanol foi removido e o suporte lavado sucessivas vezes com agua
destilada. O objetivo deste procedimento foi o deslocamento do ar existente no interior

do suporte para permitir o acesso de solugdes contendo a enzima.
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Preparou-se 60 mL de uma solucdo enzimética (60 mL de tampéo fosfato de
sodio 0,05 M e 3 g de enzima precipitada). Ao suporte previamente preparado
adicionou-se 50 mL da solucdo enzimatica, a qual foi mantida sob agitacdo magnética
em temperatura de 5°C (banho de gelo) por 2 horas. O restante da solucdo foi utilizada
para determinacdo de proteina e atividade de hidrolise inicial. Esta metodologia foi
definida apo6s ensaios preliminares nos quais verificou-se que para a imobilizacdo do
extrato enzimatico era necessaria uma atividade especifica minima para garantir a

eficiéncia da adsorcao.
Em tempos de 0, 1, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90, 120 minutos foram retiradas
aliquotas de 250 uL para posterior medida de proteina e construcdo de um grafico do

teor de proteina em funcdo do tempo de reacdo. A medida de proteina foi feita pelo
método de Bradford (1976).

Foram medidas também as atividades de hidrélise da solugdo de entrada e
solucdo de saida, conforme metodologia descrita no item 3.3.5 e célculo da retencéo

durante a imobilizacéo através das Equacdes 6 ,7 e 8.

Para a determinacdo da atividade de esterificacdo utilizou-se a enzima

imobilizada.
Ps
% )=— x100 2
77( ) Po Equacio 6
Ra(%): AR x100
Ar
Equacédo 7
Ar = Ae — As
Equacéo 8
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onde:

n= Rendimento (%);

Ps= Quantidade de proteina adsorvida (diferenca entre a inicial e a estavel);
Po= Quantidade de proteina utilizada na imobilizacéo (solucéo de entrada);
Ra= Retencdo (%);

AR= Atividade Real (atividade da enzima imobilizada) (U);

Ar= Atividade Teérica (U) (Equacéo 9)

Ae= Atividade de entrada (U);

As= Atividade de saida (U).

Ap0s o término do processo de adsorcdo, as amostras foram filtradas a vacuo e
permaneceram por 48 horas em dessecador. Em seguida, foram medidas a atividade de
hidrolitica e de esterificacdo das enzimas imobilizadas e o conteddo de &gua das
mesmas por aparelho Karl Fisher. Foi medida também a proteina da solucdo de entrada

e de saida e da enzima imobilizada pelo método de Bradford.

3.3.8.2 Imobilizacdo em Alginato de Sédio e Carvéao Ativado

Ap0s a obtencdo da enzima e sua recuperacao, preparou-se uma solucédo de gel e a
solucdo com a enzima. Para o preparo da solucdo de gel adicionou-se 16,5 g de agua
destilada e 0,75 g de alginato de sodio, os quais foram aquecidos para a dissolucdo total
do alginato. Em seguida, adicionou-se 12,5 g de sacarose.

Depois da dissolucdo do alginato de sodio e do resfriamento da solucdo de gel,
adicionou-se a solucdo composta por 5 mL de solucdo enzimética com a atividade pré-
estabelecida, 3,5 mL de glutaraldeido e 0,75 g de carvao ativado (Risso, 2004).

Para a formacdo das esferas, utilizou-se bomba peristaltica para fazer o
bombeamento do gel sobre uma solugéo de cloreto de célcio 0,2 M em tampéo acetato
0,1 M a pH 4,8 com 3,5% de glutaraldeido a 10°C, sob agitacao.

As enzimas imobilizadas foram deixadas em descanso na geladeira por 24 horas.
A seguir, foram lavadas com agua destilada, e a sua ultima lavagem foi realizada em

tampé&o acetato. Em seguida, foram imersas em solucdo de cloreto de calcio 0,05 M em
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tamp&o acetato, com o0 objetivo de manter a estrutura das enzimas. A atividade de

hidrdlise e de esterificacdo foi determinada conforme item 3.3.5.

3.3.9 Caracterizacao parcial do extrato enzimatico

3.3.9.1 Especificidade do extrato enzimatico com atividade de esterificacdo

Para determinacdo da especificidade do extrato enzimatico com atividade de
esterificacdo, utilizou-se o extrato bruto e o extrato concentrado nas condicdes
maximizadas e previamente liofilizado.

Os extratos enzimaticos, produzidos através de fermentacdo foram caracterizados

frente a diferentes alcodis e acidos graxos.

e Alcodis
A seletividade do extrato enzimatico bruto e concentrado ambos liofilizados
foram avaliadas em diferentes alcodis (metanol, etanol, n-propanol e n-butanol) através
da determinacdo da atividade de esterificacdo. A atividade enzimatica foi determinada

de acordo com o procedimento padréo, descrito no item 3.3.5.

e Acidos Graxos
A seletividade da enzima do extrato enzimatico bruto e do extrato concentrado
ambos liofilizados foram avaliadas em acido laurico (12:0), oléico (18:0) e butirico
(4:0) (Bradoo et al., 2002). A atividade enzimatica foi determinada de acordo com o
procedimento padrdo, descrito no item 3.3.5.

3.3.9.2 Especificidade do extrato enzimatico com atividade hidrolitica

Os diferentes triglicerideos a serem utilizados na avaliacdo da especificidade
hidrolitica do extrato concentrado liofilizado e no extrato bruto liofilizado foram 6leo de

mamona, 6leo de dendé, dleo de pinhdo manso, 6leo de cdco, tributirina, 6leo de oliva e
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6leo de soja (Colen et al., 2006; Bradoo et al., 2002; Wang et al., 1995). Os ensaios
foram realizados segundo metodologia descrita no item 3.3.5.

3.3.9.3 Estabilidade a baixas temperaturas

A determinacdo da estabilidade em fungcdo da temperatura foi realizada
incubando-se o extrato bruto e concentrado ambos liofilizados, nas condi¢cbes
maximizadas, os extratos foram armazenados a temperaturas de 4°C e -10°C, sendo
medida a atividade de hidrolise e de esterificacdo no tempo inicial (t=0) e a cada 10

dias , medida conforme item 3.3.5.

3.3.10 Alcodlise de 6leo vegetal utilizando lipases como catalisadores

3.3.10.1 Substrato e solvente

O 6leo de soja (Bunge) foi escolhido como substrato a ser utilizado na alcodlise
enzimatica em solvente organico. Alcool etilico (Merck, 99% de pureza), foi utilizado
nos experimentos como substrato e solvente organico escolhido para a realizacdo deste
estudo foi n-hexano PA (Merck) (Faccio, 2004).

3.3.10.2 Procedimento experimental para reacao

Os experimentos foram realizados em erlenmeyers de 250 mL fechados com
tampa de vidro. As quantidades de 0leo e solvente (n- hexano) foram mantidas fixas em
1g e 40 mL, respectivamente. Ja as gauntidades de lipase foram variadas de 500 pg a
1500 pg e de etanol foi fixada em 150 pg. O excesso de solvente foi definido visando
garantir completa solubilizac&o dos substratos e produtos. Os erlenmeyers foram, entéo,
incubados em agitador rotativo (shaker) a 200 rpm por 8 horas. Depois de decorrido o
tempo de reagédo, a amostra foi filtrada e levada a evaporacao do solvente em estufa na
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temperatura de 70°C, e entdo diluida em 10 mL de n-heptano. As amostras foram
analisadas conforme metodologia descrita no item 3.3.10.3.

3.3.10.3 Determinacéao da conversao da reagdo

As amostras eram previamente preparadas (ap0s evaporacdo do etanol ndo
reagido), transferindo-se 250 pL da amostra para baldo volumétrico de 10 mL
completando o volume com n-heptano. Apds, transferia-se uma aliquota desta solugéo
para baldo de 1 mL, a fim de obter uma concentracdo de 1000 mg/L e adicionava-se 0
padrdo interno (metil heptadecanoato) na concentragdo de 250 mg/L, utilizando como
solvente n-heptano.

A solucdo era entdo injetada (1 mL) em duplicata em um cromatdgrafo gasoso
nas condicdes cromatograficas conforme EN14103 (2001), possibilitando a
determinacdo do percentual de ésteres etilicos nas amostras e consequentemente o valor
da converséo da reacéo.

Em relacdo ao método cromatografico utilizado para quantificacdo dos ésteres

de &cidos graxos utilizou-se o apresentado pela EN14103 (2001).

3.3.11 Caracterizacdo dos catalisadores

A andlise textural dos catalisadores foi realizada a partir das isotermas de
adsorcao/dessorcdo de N,. As medidas foram realizadas para a determinacdo das areas
superficiais, volume total de poros, volume de microporos e diametro médio de poros e
distribuicdo de tamanhos de poros.

Foi empregado o equipamento AUTOSORB-1 da Quantachrome (Nova- 2200e).
Antes da analise, as amostras foram tratadas a vacuo, a uma temperatura de 100°C para
garantir a secagem completa. As medidas foram realizadas na temperatura do N, liquido
(-196°C). Os parametros texturais foram determinados a partir das isotermas obtidas. A
area superficial especifica foi determinada pelo método BET e o diametro medio dos
poros foi calculado utilizando o método BJH (Barret, Joynere, Halenda).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO

Na producédo de enzimas, as tortas e farelos sdo usados como substratos para FES
ou como suplemento do meio de producdo, em termos de fonte de carbono e nitrogénio
(Ramachandran et al., 2007).

A Tabela 9 apresenta os resultados da caracterizacdo da torta de babacu e do
farelo de mamona utilizados neste trabalho. Em uma andlise preliminar, pode-se
considerar que ambos os substratos sdo ricos em nutrientes, constituindo um meio
adequado a fermentacdo. Valores proximos foram obtidos por Palma et al. (2000) para
caracterizagéo da torta de babacu.

Ao se comparar os dois substratos analisados, ambos possuem valores
semelhantes no conteudo de cinzas, umidade, proteina e nitrogénio, somente se
diferenciando nos valores de lipidios, evidenciando que o farelo de mamona possui
maior concentracdo de carbono e necessitaria menos suplementacdo que a torta de
babacu.

E interessante notar que valor maior para o teor de nitrogénio foi obtido por
Vargas (2004) ao caracterizar farelo de soja, em torno de 6,8%. Cordova et al. (1998)
obtiveram valores semelhantes ao do farelo de mamona em termos de lipidios.

Mahadik et al. (2002) evidenciaram que a producdo de lipases somente ocorre em
meio que possui uma quantidade significativa de lipidios. Varios residuos
agroindustriais como bagaco de mandioca, casca de café, polpa de maca e residuos de
feijao, de soja e de batata podem ser utilizados em FES para producao de lipases a partir
de diferentes micro-organimos (Soccol e Vandenberghe, 2003).

A producéo de cepas de Rhizopus sp. € favorecida quando o substrato usado para
a bioconversdo é o bagago de mandioca devido aos seus baixos valores de minerais e
cinzas (Pandey e Soccol, 2000). A presenga de ions célcio e sédio no meio favoreceram

0 aumento da atividade enzimatica (Germano et al., 1998; Germano et al., 2003).
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Tabela 9 — Caracteriza¢do quimica dos substratos utilizados para producdo de lipase
por FES.

Minerais (mg/100g)

Cinzas Umidade Proteina  Nitrogénio  Lipideos

Fe K Ca Al
(%) (%) (%) (%) (%)
0,041 26,38 7,56 18,09 470,47 65,75 2,42
4,16+0,2 4,22 +0,035
+0,002 +0,21 +0,13 +0,80 +0,5 +1,69 +0,78
0,057 25,59 14,34 17,23 884,41 24,31 1,06
5,76 +0,09 4,09+ 0,17
+0,009 +1,07 +0,19 +0,44  +0,57 +3,55 +0,04

Mg

36,27
+0,77
38,64
+2,29

Ainda assim, neste trabalho optou-se por se realizar um estudo de suplementacao
ao farelo de mamona e a torta de babagu, com componentes de baixo custo, a fim de
verificar as necessidades nutricionais dos micro-organismos para maximizar a producéo
de lipase. A literatura relata que a suplementacdo do meio com lipidios em alguns casos
ndo ¢ eficiente. Ao adicionar outras fontes de carbono complementar, ocorria a reducao
da producdo, o que foi atribuido a repressdo catabolica pela fonte de carbono disponivel
no meio de cultura (Kamini et al., 1998).

42 MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE LIPASE POR Penicillium
verrucosum EM TORTA DE BABACU E FARELO DE MAMONA

Com os resultados obtidos em ensaios preliminares (Anexo 1 e 2), observou-se
necessaria a utilizacdo de fontes suplementares de nutrientes na torta de babacu e no
farelo de mamona. Assim, aplicou-se um planejamento de experimentos tendo como
finalidade avaliar o efeito da suplementacdo na producédo de lipase por fermentacdo em
estado so6lido, maximizando a producdo da enzima em funcdo da suplementacdo. Este
planejamento consistiu em um fatorial fracionério 2**, para avaliar os efeitos principais
das variaveis. As faixas de estudo foram ajustadas em funcdo dos testes preliminares.
Nestes experimentos, as amostras foram coletadas no tempo 0 e a cada 24 h até 96 h de
fermentagdo. O objetivo deste acompanhamento cinético foi identificar a fase de
méaxima producdo de lipase. As Tabelas 10 e 11 apresentam os resultados para o
planejamento fatorial (2 e 4) da fermentacdo com torta de babacgu e farelo de mamona

com a cepa de P. verrucosum, respectivamente.
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Tabela 10 - Matriz do planejamento experimental (2) (valores reais e codificados) com

as respostas da atividade hidrolitica para FES com P.verrucosum

utilizando como meio torta de babacu.

Atividade Hidrolitica U/g

Tempo (h)
] Umidade Melago _ Oleo de
Ensaio Ureia (%) ] 0 24 48 72 96

(%) (%) soja (%)
1 55(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0,00 0,00 32,69 26,87 21,21
2 75(1) 0(-1) 0(-1) 2(1) 0,00 0,00 27,50 0,00 0,00
3 55 (-1) 4(1) 0(-1) 2(1) 0,00 0,00 27,19 8,08 5,39
4 75(1) 4(1) 0(-1) 0(-1) 6,81 0,00 0,00 0,00 0,00
5 55 (-1) 0(-1) 2(1) 2(1) 0,00 0,00 17,15 16,41 0,00
6 75(1) 0(-1) 2(1) 0(-1) 0,00 0,00 0,00 15,79 0,00
7 55 (-1) 4(1) 2(1) 0(-1) 0,00 503 4,67 8,48 13,35
8 75(1) 4(1) 2(1) 2(1) 000 7,78 9,82 18,92 27,40
9 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) 0,26 0,86 0,02 17,86 17,37
10 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) 0,00 0,00 0,00 15,86 15,41
11 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) 0,00 0,00 0,00 19,53 16,00

Na Tabela 10 pode-se observar que a atividade hidrolitica maxima obtida nos

tempos analisados ocorreu no experimento 1, condicdo sem suplementos, no qual uma

atividade de 32,69U/g de farelo seco em 48 horas de fermentacéo.

A diminuicdo da atividade enzimética também foi observada na producdo de

tanase por Aspergillus niger em FES, quando o substrato foi suplementado com glicose,

acarretando assim um aumento de carbono no meio e prejudicando a atividade
catabdlica (Aguilar et al., 2001).
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Tabela 11- Matriz do planejamento experimental (4) (valores reais e codificados) com
as respostas da atividade hidrolitica para FES com P.verrucosum

utilizando como meio farelo de mamona.

Atividade hidrolitica U/g

Tempo (h)
] Umidade Melago ] Oleo de
Ensaio Ureia (%) 0 24 48 72 96

(%) (%) soja (%)
1 55(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0,00 0,00 8,99 15,88 6,85
2 75(1) 0(-1) 0(-1) 2(1) 0,00 6,06 7,65 6,40 7,56
3 55 (-1) 4(1) 0(-1) 2(1) 1,10 6,50 13,87 0,00 0,00
4 75(1) 4(1) 0(-1) 0(-1) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 55(-1) 0(-1) 2(1) 2(1) 0,00 0,00 0,56 0,00 0,00
6 75(1) 0(-1) 2(1) 0(-1) 0,00 0,00 0,00 6,68 0,00
7 55(-1) 4(1) 2(1) 0(-1) 0,00 0,00 0,00 7,18 3,27
8 75(1) 4(1) 2(1) 2(1) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) 0,00 0,37 0,37 0,00 0,00
11 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) 0,00 0,00 0,00 0,51 0,00

Na Tabela 11 pode-se observar que a atividade hidrolitica maxima obtida nos
tempos analisados ocorreu no ensaio 1 em 72h (U=55%). Ao contrario deste trabalho,
Papaparaskevas et al. (1992), para producdo de uma lipase extracelular de Rhodoturula
glutinis, compararam duas fontes de carbono (6leo de palma e frutose), constatando que
a presenca de lipidio como fonte carbono aumentava em 12 vezes a producdo

enzimatica do que a frutose.

A capacidade de micro-organismos produtores de lipase utilizar lipidios e
acucares como fonte de carbono fica evidenciado no trabalho de Lotti et al. (1998) que
utilizaram Candida rugosa e para Sharon et al. (1998) que utilizaram P.aeruginosa
KKK-5 e meio suplementado com 2% de 6leo de ricino atingindo uma méaxima

atividade 32,9 U/g e 23,45 U/g, respectivamente.

Cabe ressaltar que a producéo de lipase por FS que contém mais de 1,5% de dleo
como fonte carbono pode ser afetada pelo excesso do mesmo (Rodriguez et al., 2006).
Ainda Lima et al. (2003) sugerem que a atividade enzimética decresce devido a

dificuldade na transferéncia de oxigénio durante o processo fermentativo.
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Como as maiores atividades enzimaticas foram obtidas nos experimentos sem
suplementacéo e estas sdo relativamente baixas em comparacao a atividade de hidrdlise,
optou-se por interromper o estudo da producdo de lipase utilizando o P. verrucosum

neste trabalho.

43 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LIPASE POR Penicillium
brevicompactum EM TORTA DE BABACU E FARELO DE MAMONA

4.3.1 Maximizacdo da producéo da lipase hidrolitica

Com os resultados obtidos em ensaios preliminares (Anexo 1 e 2), observou-se
necessaria a utilizacdo de fontes suplementares de nutrientes na torta de babagu. Assim,
aplicou-se 2 planejamentos de experimentos, tendo como finalidade avaliar o efeito da
suplementacdo na producéo de lipase por fermentacdo em estado s6lido, maximizando a
producdo da enzima em funcdo da suplementacdo. Este planejamento também consistiu
em um fatorial fracionario 2**, para avaliar o efeito principal das variaveis. As faixas de
estudo foram ajustadas em funcdo dos testes preliminares. Nestes experimentos, as
amostras foram coletadas no tempo 0 e a cada 24 h até o término da fermentagdo (96 h).
As Tabelas 12 e 13 apresentam o0s resultados para o planejamento fatorial (1 e 3), da
fermentacao com torta de babacu e farelo de mamona com a cepa de P.brevicompactum,

respectivamente.

Na Tabela 12 pode-se observar que a atividade hidrolitica maxima obtida nos
tempos analisados ocorreu no ponto central (U=65%) em 96 h. Cabe ressaltar que a
segunda maior atividade lipasica também foi obtida no ponto central com 72 h, ambos
0s experimentos contendo suplementacdo. Segundo a caracterizacdo do meio utilizado,
esse pico de atividade pode ter ocorrido, devido as quantidades de nitrogénio (uréia) e

carbono (6leo de soja e melago).
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Tabela 12 - Matriz do planejamento experimental (1) (valores reais e codificados) com
as respostas da atividade hidrolitica para FES com P. brevicompactum

utilizando como meio torta de babacu.

Atividade Hidrolitica (U/g)

Tempo (h)
Ensaio Umidade Melago Uréia Oleo de 0 24 48 72 96
(%) (%) (%) soja (%)
1 55(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0,00 5315 2336 29,47 46,47
2 75(1) 0(-1) 0(-1) 2(1) 0,00 12,07 67,11 43,08 80,86
3 55 (-1) 4(1) 0(-1) 2(1) 000 673 60,84 3400 21,24
4 75(1) 4(1) 0(-1) 0(-1) | 0,00 12,66 3868 0,00 0,00
5 55 (-1) 0(-1) 2(1) 2(1) 000 000 1554 1820 53,36
6 75(1) 0(-1) 2(1) 0(-1) | 0,00 0,00 000 31,91 0,00
7 55(-1) 4(1) 2(1) 0(-1) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 75(1) 4(1) 2(1) 2(1) 364 1484 2577 2715 3531
9 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) 0,00 2840 2572 81,00 9521
10 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) 0,00 22,08 22,08 81,99 91,64
11 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) 000 19,81 23,90 80,00 98,78

A andlise estatistica dos resultados de atividade hidrolitica permitiu a obtencao
dos efeitos das variaveis estudadas. Os efeitos foram expressos na forma de graficos de
Pareto, apresentados na Figura 3. E interessante observar que o comportamento em 72 h
é distinto do comportamento em 96 h. Em 72 h a umidade apresenta efeito positivo
(p<0,05) assim como a suplementacdo do meio com Gleo de soja enquanto que a
suplementacdo do meio com uréia e melaco apresenta efeito negativo (p<0,05). Para 96
h de fermentacdo, somente a suplementacdo com 6leo de soja apresentou efeito positivo.
Os valores de atividade hidrolitica podem ser considerados promissores se comparados
aos obtidos pelo fungo Penicillium simplicissimum 21,00 U/g em farelo de soja (Di
Luccio et al., 2004) e 30,00 U/g em torta de babacu (Gutarra et al., 2007).

Alguns estudos também mostram as vantagens na suplementacdo de meios. O
bagaco de cana suplementado com oleo de oliva resultou em eficiente producdo de
lipase por Rhizopus rhizopodiformis e Rhizomucor pusillus, obtendo-se atividades de
79,60 U/g e 20,24 U/g com o uso de suplementos adequados (Cordova et al., 1998).
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Figura 3 - Efeitos das varidveis manipuladas sobre a atividade hidrolitica P.

brevicompactum em torta de babacu, (a) analise em 72 horas e (b) anélise
em 96 horas.

Tabela 13 — Matriz do planejamento experimental (3) (valores reais e codificados)
com as respostas da atividade hidrolitica para FES com P.

brevicompactum utilizando como meio farelo de mamona.

Atividade Hidrolitica (U/g)

Tempo (h)
] Umidade Melago ) Oleo de
nnnnn Uréia (%) ] 0 24 48 72 96

(%) (%) soja (%)
1 55(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) | 000 000 4417 5209 36,72
2 75(1) 0(-1) 0(-1) 2(1) | 000 1736 7862 57,08 78,37
3 55 (-1) 4(1) 0(-1) 2(1) | 000 293 3932 2563 526
4 75(1) 4(1) 0(-1) 0(-1) | 000 0,00 79,14 000 0,00
5 55 (-1) 0(-1) 2(1) 2(1) | 000 0,00 1651 56,36 1545
6 75(1) 0(-1) 2(1) 0(-1) | 000 0,00 4,61 000 0,00
7 55(-1) 4(1) 2(1) 0(-1) | 732 895 364 1258 24,83
8 75(1) 4(1) 2(1) 2(1) | 000 0,00 0,00 0,00 0,00
9 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) | 000 000 1010 5467 49,30
10 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) | o000 221 821 4580 53,24
11 65(0) 2(0) 1(0) 1(0) | 000 0,00 9,00 50,24 51,26
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Na Tabela 13 pode-se observar que a atividade hidrolitica méaxima obtida nos
tempos analisados ocorreu no ensaio 4 em 48 h (U=75%) sendo 0 meio suplementado
com 4% de melaco (carbono). Convém salientar que a segunda maior atividade lipasica
foi obtida no ensaio 2 em 48 horas. No ensaio 2 a atividade pode ter sido menor pela
falta de carbono, segundo a caracterizagdo do farelo, j& no ensaio 3 pelo excesso.
Quando ocorre adicdo de nitrogénio (uréia) a atividade enzimética decresce, indicando
que o farelo utilizado como meio ja possui a quantidade necessaria de nitrogénio para o

crescimento do micro-organismo.

Na producdo de lipase em fermentacao submersa suplementada com (NH;)2SOy,
ocorreu aumento de trés vezes a atividade da lipase produzida por Candida sp. (Tan et
al., 2003). Rodriguez et al. (2006) observaram que a suplementagdo do bagaco de cana
de acucar com uréia possibilitou o aumento de seis vezes da atividade enzimatica
guando comparada, por exemplo, ao uso do extrato de levedura.

O aumento da concentragdo de fontes de nitrogénio nos meios pode contribuir
para a producdo de lipases microbianas, conforme demonstrado na producéo de lipase
em torta de Jatropha curcas (pinhdo manso) por Pseudomonas aeruginosa
suplementada com NaNO3; (Mahanta et al., 2008).

Estudos de FES para producdo de lipases reportados na literatura apresentam o
uso de fungos filamentosos e leveduras, sendo citados Penicillium candidum, Mucor
miehei, Penicillium camembertii, Monascus fulginosus, Rhizomucor pusillus e
Rhizomucor rhizopodiformis utilizando bagaco de cana (Cordova et al., 1998),
Aspergillus niger utilizando torta de gergelim (Kamini et al., 1998); Penicillium
restrictum utilizando torta de babagu (Palma et al., 2000), Penicillium simplicissimum
utilizando torta de soja (Di Luccio et al., 2004) e Aspergillus oryzae utilizando torta de
6leo de c6co (Ramachandran et al., 2004) e Penicillium sp. (Wolski et al., 2009b) para

producao de lipase.

A anélise estatistica dos resultados de atividade hidrolitica apresentados na
Tabela 13 permitiu a obtencdo dos efeitos das variaveis estudadas. Os efeitos foram
expressos na forma de gréaficos de Pareto, apresentados na Figura 4. E interessante
observar que o comportamento em 72 h é semelhante ao do comportamento em 96 h.
Em ambos os casos somente a adicdo de 6leo de soja, apresenta efeito positivo as

demais variaveis estudadas efeito negativo.
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Como concluséo parcial pode-se considerar que a utilizacdo de suplementacdes
como fonte de nitrogénio (uréia) e fonte de carbono (melago), com o objetivo de
aumentar o teor nutricional da torta de babacu e do farelo de mamona se fez
desnecessaria nos planejamentos anteriores, sendo que estas em sua maioria causaram
inibicdo da producéo de lipase, apresentando efeitos negativos ou ainda estatisticamente
n&o significativos. Portanto, pode-se considerar ambos os substratos ricos em fonte de

nitrogénio dispensando a suplementacdo com fontes externas de nitrogénio.

p=,05 p=;05
Efeito Estimado (valor absoluto) Efeito Estimado (valor absoluto)

(a) (b)

17
(2)Melaco(L)

(2)Melago(L)

(1)Umidade(L) (3)Uréia(L)

77
(4)Oleo de soja(L) (4)Oleo de soja(L)

(3)Uréia(L) (1)Umidade(L)

Figura 4 - Efeitos das varidveis manipuladas sobre a atividade hidrolitica P.
brevicompactum em farelo de mamona, (a) analise 72 horas e (b) anélise

em 96 horas.

Com os resultados obtidos nos dois planejamentos anteriores, observou-se
desnecesséria a utilizacdo de fontes suplementares de nutrientes nos substratos. Assim,
desenvolveu-se dois novos planejamentos de experimentos tendo como finalidade
avaliar o efeito da umidade e do 6leo de soja, maximizando a producdo da enzima em
funcdo das condigdes operacionais. As faixas de estudo foram ajustadas em funcdo dos
resultados obtidos nos planejamentos anteriores. Nestes experimentos, além das
amostras de 72 horas de fermentacéo, foram coletadas amostras no tempo 96 horas, uma
vez que durante avaliacdo preliminar observou-se que o méximo de producdo
encontrava-se nestes pontos. As Tabelas 14 e 15 apresentam os resultados para 0s novos
planejamentos fatoriais para Penicillium brevicompactum com torta de babagu e farelo

de mamona, respectivamente.
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Na Tabela 14 pode-se observar que a atividade hidrolitica méaxima obtida nos
dois tempos analisados ocorreu no ponto central (U=70%/0S=2%), seguido pela
condicdo experimental 8 para 72 horas (U=70%/0S=3,4% e pela condicdo experimental
4 em 96 horas (U=80%/0S=3%). O minimo obtido nos dois tempos foi encontrado na
condigdo experimental 6 (U=84%/0S=2%). Nota-se que 0 micro-organismo tende a
secretar maiores quantidades de enzima nos niveis superiores de umidade e

intermediarios de carbono (6leo de soja), conforme observado nos resultados anteriores.

Tabela 14 — Matriz do planejamento (5) experimental completo (valores reais e
codificados) com as respostas da atividade hidrolitica com P.

brevicompactum e torta de babacu em 72 h e 96 h.

Atividade Hidrolitica (U/g)

Tempo (h)

Ensaio Umidade (%) Oleo de soja (%) 72 96
1 60 (-1) 1(-1) 13,85 26,90
2 80(1) 1(-1) 25,83 30,24
3 60 (-1) 3(1) 13,28 0,00
4 80(1) 3(1) 28,30 33,44
5 56 (-1,41) 2(0) 0,00 0,72
6 84 (1,41) 2(0) 0,00 0,00
7 70(0) 0,6 (-1,41) 31,82 27,72
8 70(0) 3,4 (1,41) 35,14 26,99
9 70(0) 2(0) 42,17 45,23
10 70 (0) 2(0) 48,05 48,37
11 70 (0) 2(0) 45,01 48,60

Fato semelhante foi observado por Liu et al. (2006), que ao utilizar 6leo de oliva
como indutor para producdo de lipase por Burkhlderia sp. C20, verificaram que este
ultimo forneceu fonte de carbono extra para as células. Segundo Jaeger et al. (1994), a
presenca de 6leos durante a reacdo de hidrdlise pode promover uma capa de protecdo
para lipase quanto a oscila¢fes de temperatura e a possiveis reacGes de protedlise.

He e Tan (2006) obtiveram méaxima producdo de lipase de Candida sp. 99-125
com o meio contendo 6leo de soja (4,187%) atingindo uma atividade de 6230 U/mL.
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Tabela 15 - Matriz do planejamento (6) experimental completo (valores reais e
codificados) com as respostas da atividade hidrolitica com P.

brevicompactum e farelo de mamona em 72h e 96h.

Atividade Hidrolitica (U/g)

Tempo (h)

Ensaio Umidade (%) Oleo de soja (%) 72 96
1 60 (-1) 1(-1) 13,14 47,23
2 80 (1) 1(-1) 18,62 45,58
3 60 (-1) 3(1) 9,76 30,82
4 80 (1) 3(1) 0,00 35,48
5 56 (-1,41) 2(0) 11,55 37,18
6 84 (1,41) 2(0) 11,72 35,43
7 70(0) 0,6 (-1,41) 0,00 0,00
8 70(0) 3,4(1,41) 0,00 26,43
9 70(0) 2(0) 42,00 83,80
10 70(0) 2(0) 41,14 87,60
11 70(0) 2(0) 43,53 91,40

Na Tabela 15 pode-se observar que a atividade hidrolitica maxima obtida nos
dois tempos analisados ocorreu no ponto central (U=70%/0S=2%), seguido pela
condicdo experimental 2 para 72 horas (U=80%/0S=1%) e pela condicdo experimental
1 em 96 horas (U=60%/0S=1%). O minimo obtido nos dois tempos foi encontrado na
condicdo experimental 7 (U=70%/0S=0,6%). Nota-se que 0 micro-organismo tende a
secretar maiores quantidades de lipase em niveis superiores de umidade e intermediarios
de carbono (6leo de soja), conforme observado nos resultados anteriores.

Como observado também por Rodriguez et al. (2006), que pesquisaram
diferentes 6leos como fonte de carbono para o crescimento do Rhizopus homothallicus,
quando o 6leo é adicionado ao meio, o crescimento do micro-organismo é acelerado.
Segundo Marek e Bednarski (1996), a presenca de triglicerideos ou acidos graxos de
cadeia curta no meio pode aumentar a secre¢do de enzimas lipoliticas pelo micro-
organismo.

Com a analise estatistica dos dados apresentados nas Tabelas 14 e 15, foi
possivel a validacdo de modelos empiricos para a atividade hidrolitica em funcéo da

quantidade de 6leo de soja e umidade para cada tempo de fermentacao analisado.
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Os modelos codificados otimizados para 72 e 96 horas, respectivamente, sdo
mostrados nas EquacBes 9 e 10, sendo que ambos foram validados pela anélise de
variancia (ANOVA), apresentadas nas Tabelas 16 e 17. Observa-se que os coeficientes
de determinacdo obtidos (0,95 e 0,93, respectivamente) e o F calculado (3,98 vezes
maior que o Fp para as atividades em 72 horas e 1,98 vezes para 96 horas) permitiram a
validagdo do modelo com 95% de confianca. Com os modelos validados foi possivel
construir as superficies de resposta juntamente com as curvas de contorno apresentadas

nas Figuras 5 e 6.

AH72 = 45,06 + 3,38*U - 21,72*U? + 0,82*0S - 4,88*0S? + 0,75*0S*U
Equacédo 9

ONDE:
AH: Atividade Hidrolitica em 72 horas de fermentacgéo (U/g farelo seco);
U: Umidade ;

OS :6leo de soja .

Tabela 16 — Anéalise de varidncia para atividade hidrolitica no tempo 72 horas,
utilizando P. brevicompactum e torta de babacu.

Soma dos Graus de Quadrados
guadrados liberdade médios Fealculado
Regressdo 2755,37 5 551,07 20,10
Residuo 137,07 5 27,41
Falta de ajuste 119,76 3
Erro puro 17,31 2
Total 2892,49 10
Fiab,5,595% = 5,05 R*=0,95

AH96 = 47,35 + 13,98*U- 40,23*U? - 6,20*0S — 13,08*0S? + 15,05*0S*U

Equacéo 10

ONDE:

AH: Atividade Hidrolitica em 96 horas de fermentagéo (U/g farelo seco);
U: Umidade ;

OS :6leo de soja .
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Tabela 17- Analise de variancia para atividade hidrolitica no tempo 96 horas, utilizando
P. brevicompactum e torta de babagu.

Soma dos Graus de Quadrados
guadrados liberdade médios Fealculado
Regressdo 3039,85 5 607,97 7,41
Residuo 409,85 5 81,97
Falta de ajuste 402,78 3
Erro puro 7,07 2
Total 344971 10
Ftab,5,5.95% = 5,05 R?= 0,93

As superficies de resposta (Figura 5a e 5b) mostram que em ambos 0s casos 0
méaximo de atividade hidrolitica se encontra em torno do ponto central, o que determina
a otimizacdo da producdo da enzima nas faixas estudadas (U=70% e OS= 2%), o0 que
pode ser melhor visualizado nas curvas de contorno (Figura 6a e 6b). A atividade
maxima obtida pode alcangar 45,07 U/g de farelo seco para 72 horas de fermentacao e
47,40 U/g de farelo seco para 96 horas de fermentacdo. Através desta analise fica
evidente que extremos de temperatura e umidade tendem a reduzir a producéo de lipase,
uma vez que em baixas concentracdes de carbono a cepa nao se desenvolve e em altas
concentracdes tem seu crescimento inibido por excesso de substrato. A umidade em
niveis muito baixos prejudica o transporte de nutrientes e toxinas através da membrana
e pode causar a perda das propriedades funcionais de enzimas da cadeia metabdlica
celular (Gervais e Molin, 2003). O excesso de umidade reduz a porosidade do substrato
prejudicando a transferéncia de calor e oxigénio (Pandey, 2003).

Em relagcdo ao planejamento 6, onde se utilizou como substrato farelo de
mamona, a analise estatistica mostra que em 72 horas o 6leo de soja e a interacao entre
as variaveis 6leo de soja e umidade possuem efeito significativo negativo (p<0,05) na
producéo de lipase hidrolitica.

Mais uma vez, a analise estatistica dos resultados permitiu a obtencdo dos
modelos codificados em fungdo da quantidade de 6leo de soja e umidade da matriz
solida, apresentados nas Equaces 11 e 12. Estes foram validados pela analise de
variancia mostrada nas Tabelas 18 e 19. Os valores dos coeficientes de correlacdo (0,96
e 0,93, respectivamente) e os valores de F calculado (4,98 e 1,41 vezes maior que 0
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tabelado) validaram os modelos. Com os modelos codificados foi possivel se obter as
superficies de respostas e curvas de contorno, apresentadas nas Figuras 7 e 8.
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Figura 5 — Superficie de respostas para atividade hidrolitica (a) 72 horas de

fermentacdo e (b) 96 horas de fermentacdo ambas utilizando P.
brevicompactum e torta de babagu.
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Figura 6 — Curvas de contorno para atividade hidrolitica (a) 72 horas de fermentagdo e

(b) 96 horas de fermentacdo ambas utilizando P. brevicompactum e
torta de babacu.
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AH72 = 42,20 — 0,51*U- 14,17*U?— 2,76*0S — 20,03*0S? - 3,81*0S*U
Equacédo 11

ONDE:

AH: Atividade Hidrolitica em 72 horas de fermentacédo (U/g farelo seco);
U: Umidade ;

OS :6leo de soja .

Tabela 18 - Andlise de variancia para atividade hidrolitica no tempo 72 horas,

utilizando P. brevicompactum e farelo de mamona.

Soma dos Graus de Quadrados
. . Fcalculado
guadrados liberdade médios
Regressdo 2798,33 5 558,67 25,13
Residuo 111,14 5 22,23
Falta de ajuste 108,21 3
Erro puro 2,94 2
Total 2904,47 10
7_
Fab: 5,5,95% = 5,05 R“=0,96

AH96 = 87,54 + 0,07*U — 21,90*U? +1,35*0S — 33,51*0S? +1,57*0S*U
Equacéo 12
ONDE:

AH: Atividade Hidrolitica em 96 horas de fermentagéo (U/g farelo seco);
U: Umidade ;

OS :6leo de soja .

Tabela 19 - Anélise de variancia para atividade hidrolitica no tempo 96 horas,

utilizando P. brevicompactum e farelo de mamona.

Soma dos Graus de Quadrados
guadrados liberdade médios Fealculado
Regresséo 7216,89 5 1443,38 7,12
Residuo 1014,17 5 202,83
Falta de ajuste 985,33 3
Erro puro 28,84 2
Total 8231,05 10
Fab: 5,5,95% = 5,05 R°=0,93
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As superficies de resposta (Figuras 7a e 7b) mostram que em ambos 0S €asos 0
maximo de atividade hidrolitica se encontra em torno do ponto central o que determina
a otimizacdo da producdo da enzima nas faixas estudadas (U=70% e OS= 2%), o que
pode ser melhor visualizado nas curvas de contorno (Figuras 8a e 8b). A atividade
méaxima obtida pode alcangar 42,22 U/g de farelo seco para 72 horas de fermentacao e
87,6 U/g de farelo seco para 96 horas de fermentacao.

O impacto do conteudo de umidade na matriz solida é definido através das
diferencas dos produtos formados na fermentacéo, pois este afeta a homogeneidade de
crescimento da cultura (Chinn et al., 2008). O alto conteido de umidade inicial na
matriz sélida da fermentacdo mostra-se necessario, uma vez que desde o momento do
indculo até o final da fermentacdo, este diminuird devido a evaporacéo acarretada pelo
calor metabdlico, ressaltando a necessidade de um balanceamento do conteddo de agua
no substrato suporte da FES (Chinn et al., 2008; Suryanarayan, 2003). No entanto, pode
ocasionar a diminuicdo da porosidade do substrato limitando os processos de
transferéncia de calor e massa (Gutarra et al., 2005; Pandey, 2003; Mitchell et al., 2003;
Mahadik et al., 2002).

Portanto, para aumentar o desempenho da FES, alguns fatores devem ser
ajustados de acordo com a especificidade do micro-organismo e o substrato usado,
facilitando a formacdo do micélio contribuindo para secrecdo da enzima hidrolitica
(Couto e Sanroman, 2005; Rahardjo et al., 2005; Raghavarao et al., 2003). Deve-se
considerar ainda que a porosidade do leito da fermentacdo em estado sélido e a area
superficial estdo diretamente relacionadas com a taxa de oxigénio distribuido e o espaco

entre as particulas de substrato.
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Figura 7 - Superficie de respostas para atividade hidrolitica (a) 72 horas de fermentacao

e (b) 96 horas de fermentacdo ambas utilizando P. brevicompactum e
farelo de mamona.
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Figura 8 - Curvas de contorno para atividade hidrolitica (a) 72 horas de fermentacédo e

(b) 96 horas de fermentacdo ambas utilizando P. brevicompactum e
farelo de mamona.

Alguns estudos para producdo de lipase em FES indicaram a necessidade de
70% de umidade em suporte inerte (Avincel) (Chinn et al
(Azeredo et al., 2007; Gutarra et al
Luccio et al.,

., 2008) em torta de babagu
., 2005; Palma et al., 2000), em farelo de soja (Di

2004), e esterase em bagaco de beterraba (Asther et al., 2002). Em FES
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com bagaco de cana de aglcar a umidade utilizada foi 75%, alcangando bons resultados
de produtividade (Rodriguez et al., 2006). Godoy et al. (2009) verificaram que a
produtividade aumentava quando a a,, estava alta, sendo que ap0s 48 h de fermentacéo,
0 decréscimo da umidade e a, eram observados e, consequentemente, a atividade
lipasica.

Segundo Rodriguez et al. (2006) a suplementacdo de bagago de cana de agUcar,
para producéo de lipase com o fungo Rhizopus homothallicus com adi¢cdo de 0,8% de
uréia ao meio sélido proporcionou aumento da atividade em torno de 6 vezes
comparada a suplementacdo com 0leo de soja como fonte de carbono, sendo este a
concentracdo intermedidria (2%) usada do planejamento, a qual resultou na maior

produtividade da enzima.

A adicéo de lipidios, como fonte adicional de carbono, indicou que estes podem
também ser usados como fonte de energia, para producdo em escala industrial, no caso,
0 Oleo de oliva e milho. A producdo de lipase em FES com Aspergillus niger
11T53A14, utilizando farelo de trigo indicou a suplementacdo do meio com residuo de
refinaria de milho, como promissor indutor, resultando em atividade lipasica de 60 U/g
(Damaso et al., 2008).

Conforme Montesinos et al. (1996), substratos insollveis como 6leo de soja
facilitam a associacdo de células, permitindo um rapido crescimento celular na presenca
de acidos graxos e consequentemente uma maior atividade lipasica, quando esse
crescimento cessa.

Diferentes estudos tém indicado que o uso de fonte suplementar de carbono em
FES pode favorecer a sintese de diferentes enzimas. De acordo com a aplicacdo
desejada, 0 meio basal pode ser diferentemente enriquecido para crescimento da cultura
e/ou a producgdo de metabolitos, como as enzimas (Rigo, 2009).

Assim, a constituicdo do meio sélido usado na FES, bem como os indutores
aplicados para aumentar a produtividade enzimatica, esta diretamente relacionada com o
grau de dificuldade de recuperagédo e purificagdo dos produtos obtidos. A diferenca
entre as propriedades cinéticas observadas nesta pesquisa podem estar associadas a
forca de interacdo das lipases produzidas com o0s compostos ndo protéicos dos
respectivos meios (Rigo, 2009).

Freire et al. (1997a) estudaram como fonte de carbono para producdo de lipase

por P. restrictum o 6leo de oliva, a glicose e a lactose. Os resultados demonstraram que

76



4 Resultados e Discussces

o crescimento celular para o 6leo de oliva e a glicose foi semelhante, porém, a atividade
enzimaética foi cerca de 6 vezes superior com o uso do 6leo de oliva, indicando que a
producdo da enzima pode ser regulada pela glicose. Na presenca de lactose ndo houve
crescimento celular e ocorreu baixa producdo da enzima, devido ao micro-organismo
ndo metabolizar este agUcar.

Outros trabalhos citados na literatura também investigaram a utilizacdo de
diferentes indutores para producdo de lipase. Hatzinikolaou et al. (1996) estudaram
como fonte de carbono para producéo de lipase por Aspergillus niger o éleo de milho, a
glicose, a sacarose e 0 6leo de oliva, dentre os indutores utilizados o que apresentou
melhor resultado foi o dleo de milho a 2% atingindo uma atividade lipasica de 40,5
U/mL.

Um exemplo do aspecto da torta de babacu e do farelo de mamona no inicio da
fermentacdo e apds 72 e 96 horas pode ser visualizado na Figura 9, onde é possivel
observar o crescimento do fungo filamentoso nas particulas da torta de babagu e no

farelo de mamona, conferindo aos substratos aparéncia esverdeada.

(b)
Figura 9 — Aparéncia dos substratos ap6s periodo de fermentacdo: (a) torta de babagu
tempo 0 h, 72 h e 96 h, (b) farelo de mamona tempo 0 h, 72 h e 96 h.
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4.3.2 Maximizacgéo da atividade de esterificacio

Devido a sua estabilidade a temperaturas, valores de pH e solventes orgénicos,
esterases tem se tornado objeto de interesse por possuir uma grande gama de aplicagoes
industriais (Schmid, 1998; Herbert, 1992; Jaeger, 1998; Soliman et al., 2007).

A catalise de reacdes inversas como esterificacdo acontece, pois o0 meio
reacional aquoso é modificado por um meio bifésico, essa sintese de ésteres pode ser
catalisada por acidos ou bases, mas o uso de tecnologia de enzimas oferece vantagens
ambientais e uma reducdo nos custos de energia. Além disso, a seletividade das lipases
pode acarretar em um maior grau de pureza nos produtos obtidos e trocas
termodinamicas para equilibrar reacdes desejadas (Hilal et al., 2006; Oliveira et al.,
2001; Kraai et al., 2008).

Para o estudo da maximizacdo da atividade de esterificacdo utilizou-se o0s
extratos obtidos nos planejamentos 5 e 6, liofilizados. A Tabela 20 mostra os valores de
atividade de esterificacdo para o planejamento 5, onde a fermentagéo foi realizada com
torta de babagu e P. brevicompactum.

Tabela 20 - Matriz do planejamento experimental completo (valores reais e
codificados) com as respostas da atividade de esterificacdo com P.

brevicompactum e torta de babagu em 72h e 96h.

Atividade de esterificacéo (U/g)

Tempo (h)
Ensaio Umidade (%) Oleo de soja (%) 72 96
1 60 (-1) 1(-1) 47,78 37,84
2 80 (1) 1(-1) 0,00 90,78
3 60 (-1) 3(1) 139,93 91,81
4 80(1) 3(1) 170,92 93,95
5 56 (-1,41) 2(0) 174,91 19,37
6 84 (1,41) 2(0) 67,63 40,25
7 70 (0) 0,6 (-1,41) 13,48 66,46
8 70 (0) 3,4 (1,41) 59,93 55,81
9 70 (0) 2(0) 232,68 188,34
10 70 (0) 2(0) 259,34 193,34
11 70(0) 2(0) 240,50 182,73
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Na Tabela 20 pode-se observar que a atividade de esterificacdo maxima obtida
nos dois tempos analisados ocorreu no ponto central (U=70%/0S=2%), seguido pela
condicdo experimental 5 para 72 horas (U=56%/0S=2%) e pela condicdo experimental
4 em 96 horas (U=80%/0S=3%). O minimo obtido nos dois tempos foi encontrado na
condigéo experimental 4 (U=80%/0S=3%) para 72 horas e na condi¢do experimental 5
para 96 horas (U=56%/0S=2%). Nota-se que a producdo de lipase de esterificagdo é
influenciada diretamente pela umidade do meio, fato evidente nos ensaios 2 e 4 onde
tem-se a mesma umidade com valores de suplementacéo diferentes , porém a atividade
hidrolitica, em 96 horas, sofre pouca varia¢do (90,78 e 93,95 U/g) e nos ensaios 4 e 5
onde tem-se extremos de umidade e pequenas variacGes de 6leo de soja a uma grande
variacdo na atividade hidrolitica para 96 horas (93,95 e 19,37 U/g respectivamente).

Conforme Tweddell et al. (1997), quando a interface de atuacdo da lipase possuli
agua e solvente organico (sistema bifasico), sua conformacgdo ativa é favorecida
permitindo assim esterificagdo do meio reacional.

A diminuicdo da atividade de esterificacdo em 96 horas pode ser explicada pelo
fendmeno de efeito da inibicdo enzimatica pois pela determinacdo de atividade
proteasica, esta ndo foi constatada no meio fermentativo , ou seja, este fendmeno pode
conduzir a formacdo de complexos binarios ou terciarios entre 0 complexo que esta
sendo formado pela lipase que age como catalisador. A concentracdo desses novos
complexos estd em equilibrio com o0s que estdo sendo formados pela lipase,
atrapalhando assim as reacOes de esterificacdo (Garcia et al., 2000).

Os modelos codificados otimizados para 72 e 96 horas, respectivamente, podem
ser visualizados nas Equacdes 13 e 14, e foram validados pelas analises de variancia
(ANOVA), apresentadas nas Tabelas 21 e 22. Observa-se que os coeficientes de
correlagdo obtidos (0,91 e 0,92, respectivamente) e os valores de F calculado (2,07
vezes maior que 0 Fyp para as atividades em 72 horas e 2,39 vezes para 96 horas)
permitiram a validacdo do modelo com 95% de confianca. Com o0s modelos validados

foi possivel construir as superficies de resposta apresentadas na Figura 10.

AE72 = 244,13 — 21,07*U — 58,86*U% + 41,19*0S — 101,40*0S? + 19,69*0S*U
Equacéo 13
AE96 = 188,01 + 10,60*U — 71,02*U? + 5,28*0S — 55,27*0S? - 12,70*0S*U

Equacéo 14
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ONDE:

AE: Atividade de esterificacdo em 72 horas e 96 horas de fermentacdo (U/g farelo seco);
U: Umidade ;

OS :6leo de soja .

Mahadik et al. (2002) observam que a producdo de lipase é influenciada pelo
conteddo de carbono no meio quando este € de origem lipidica. Ainda, os autores
alegam que este comportamento estd diretamente relacionado ao mecanismo de
regulacdo do micro-organismo em estudo. Assim, alguns casos relatam que a
suplementacdo do meio com lipidios ndo é eficiente (Kamini et al., 1998). Kiran et al.
(2008) mostram que a suplementacéo de 1% de tributirina proporcionou baixa producao

de lipase alcalina de Pseudomonas sp.

Tabela 21 - Andlise de variancia para atividade de esterificacdo no tempo 72 horas,

utilizando P. brevicompactum e torta de babacu.

Soma dos Graus de Quadrados
quadrados liberdade médios Fealculado
Regresséo 81484,41 5 16296,88 10,48
Residuo 7774,92 5 1554,98
Falta de ajuste 7399,43 3
Erro puro 375,50 2
Total 89259,33 10
Fiab,5,595% = 5,05 R*=0,91

Tabela 22 - Anélise de variancia para atividade de esterificacdo no tempo 96 horas,

utilizando P. brevicompactum e torta de babacu.

Soma dos Graus de Quadrados
guadrados liberdade médios Fealculado
Regresséo 37337,71 5 7467,54 12,11
Residuo 3083,02 5 616,60
Falta de ajuste 3026,61 3
Erro puro 56,41 2
Total 40420,73 10
Frab,5,595% = 5,05 R*=0,92

80



4 Resdta'c,os e Discusstes

w
=

5 o :
& 100 I Y
2 0 p
A ¢ 200
g I 300 g Em100
3 Bl 200 ¢ mo
¥ 0o
z o £
&

(@) (b)

Figura 10 - Superficie de respostas para atividade de esterificacdo (a) 72 horas de

fermentacdo e (b) 96 horas de fermentacdo ambas utilizando P.
brevicompactum e torta de babacu.

Takac e Marul (2008) relatam que o tempo necessario para atingir a producéo
maxima de lipase é dependente do tipo de 6leo vegetal usado como suplemento.
Contudo, observam que um maior aumento do tempo da fermentagdo leva a queda da
atividade lipasica, independentemente do 6leo vegetal usado. Este comportamento foi
atribuido a atividade proteasica.

Muitas lipases possuem a capacidade de hidrolise e sintese de ésteres, porém o
meio no qual a enzima é produzida pode favorecer a atividade de esterificagdo devido a

enancioseletividade ao substrato da reacdo (Chen e Sih, 1989; Tawaki e Klibanov,
1993).

A apresentacdo de uma regido 6tima de producdo € de extrema importancia sob a
Otica industrial, pois permite que a producdo da enzima seja realizada em uma faixa de
concentracdo dos componentes do meio, permitindo oscilagdes destas no processo,

dentro da area estudada.

A Tabela 23 apresenta a matriz do planejamento experimental 6, com os valores

da atividade de esterificacdo quando o meio utilizado foi farelo de mamona e P.
brevicompactum.
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Na Tabela 23 pode-se observar que a atividade de esterificacdo maxima obtida

nos dois tempos analisados ocorreu no ponto central (U=70%/0S=2%), seguido pela

condicdo experimental 4 para 72 horas (U=80%/0S=3%) e pela condicdo experimental

5 em 96 horas (U=56%/0S=2%). O minimo obtido nos dois tempos foi encontrado na

condigéo experimental 1,2 e 3 onde se vé que quando as concentracfes de carbono séo

extremas (1% e 3%) ocorre uma inibic&o.

Tabela 23 - Matriz do planejamento experimental completo (valores reais e

codificados) com as respostas da atividade de esterificagdo com P.

brevicompactum e farelo de mamona em 72h e 96h.

Atividade de esterificacéo (U/g)

Tempo (h)

Ensaio Umidade (%0) Oleo de soja (%) 72 96
1 60 (-1) 1(-1) 0 0
2 80(1) 1(-1) 0 0
3 60 (-1) 3(1) 0 0
4 80 (1) 3(1) 48,08 0
5 56 (-1,41) 2(0) 39,89 39,89
6 84 (1,41) 2(0) 39,25 39,46
7 70 (0) 0,6 (-1,41) 38,52 38,30
8 70 (0) 3,4 (1,41) 39,88 39,73
9 70 (0) 2(0) 103,68 128,54
10 70(0) 2(0) 137,42 138,37
11 70(0) 2(0) 125,45 119,98

Os modelos codificados otimizados para 72 e 96 horas respectivamente,

(Equagdes 15 e 16), para a atividade de esterificacdo foram validados pelas analises de

variancia (ANOVA), apresentadas nas Tabelas 24 e 25. Observa-se que 0s coeficientes

de correlagéo obtidos (0,90 e 0,90, respectivamente) e o valor de F (1,65 vezes maior

que 0 Fp para as atividades em 72 horas e 1,63 vezes para 96 horas) validaram o

modelo matematico. Com os modelos validados foi possivel construir as superficies de

resposta na Figura 11.

AE72 = 122,29 + 5,92*U — 48,37*U? + 6,27*0S — 48,55*0S% + 12,02*0S*U

Equacéo 15
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AE96 = 129,11 — 0,08*U — 54,74*U? + 0,25*0S — 55,08*0S*
Equacéo 16
ONDE:

AE: Atividade de esterificacdo em 72 horas e 96 horas de fermentacdo (U/g farelo seco);
U: Umidade ;

OS :6leo de soja .

Tabela 24 - Andlise de variancia para atividade de esterificacdo no tempo 72 horas,

utilizando P. brevicompactum e farelo de mamona.

Soma dos Graus de Quadrados
quadrados liberdade médios Fealculado
Regresséo 21544,29 5,00 4308,86 8,33
Residuo 2584,85 5,00 516,97
Falta de ajuste 1999,79 3,00
Erro puro 585,06 2,00
Total 24129,14 10,00
Fran5,595% = 5,05 R*=0,90

Tabela 25 - Anélise de variancia para atividade de esterificacdo no tempo 96 horas,

utilizando P. brevicompactum e farelo de mamona.

Soma dos Graus de Quadrados
quadrados liberdade médios Fealculado
Regresséo 26160,42 5,00 5232,08 8,27
Residuo 3163,12 5,00 632,62
Falta de ajuste 2993,55 3,00
Erro puro 169,57 2,00
Total 29323,53 10,00
Fiab5,595% = 5,05 R*=0,90

Nahas (1995) estudou a concentracdo de 1, 2 e 4% de 6leo de oliva, 6leo de
cartamo, Oleo de girassol e oOleo de milho para producdo de lipase por Rhizopus
oligosporus, verificando uma atividade de 30 U/mL com Gleo de girassol como indutor

na producdo da enzima.
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Figura 11 - Superficie de respostas para atividade de esterificacdo (a) 72 horas de

fermentacdo e (b) 96 horas de fermentacdo ambas utilizando P.
brevicompactum e farelo de mamona.

Segundo Wang et al. (2008) a producdo de lipase pode ser induzida por
diferentes substratos lipidicos, mas o mecanismo envolvido ainda esta sob investigacéo.
O papel destes substratos na sua sintese e secre¢do ainda esta pouco esclarecido.

Akhtar et al. (1980) relataram aumentos da producdo de lipases de Mucor

hiemalis em cultivos suplementados com 1% de 6leo de oliva e

5a10 mM de
Ca* em diferentes tempos de fermentac&o.

A producdo de lipases por fungo entomopatogénicos Beauveria bassiana
produziu uma lipase extracelular em meio de cultura contendo 2% de 6leo de oliva

(Hegedus e Khachatourians, 1988). Silva et al. (2005) demonstraram que meios basais
suplementados com diferentes lipideos e surfactantes melhoraram a producéo de lipases

por Metharhizium anisopliae, isso pode acontecer devido a presenca de ligacOes éster na
estrutura quimica deste surfactante.
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4.3.3 Concentracdo do extrato enzimatico por precipitacdo com sulfato de

amonio

A técnica de precipitacdo das proteinas com sais é considerada uma ferramenta
importante para concentracdo de proteinas. O processo de concentracdo promove a
separacdo das proteinas da maioria dos demais compostos do meio, facilitando os
processos subsequentes (Martins, 2001). A concentracdo pela adicdo de sais, como
sulfato de aménio, baseia-se no aumento da forga idnica, de tal forma que as moléculas

protéicas se agregam e precipitam (Borzani et al., 2001).

Neste estudo foi utilizado o extrato aquoso liofilizado obtido nos planejamentos
5 e 6, sendo que as andlise foram feitas em cinética Oh, 24h, 48h, 72h e 96h, os pontos

escolhidos foram os que tiveram maior atividade de esterificagéo.

A faixa de concentracdo de 60-70% de saturacdo foi descrita como adequada
para precipitacdo de enzimas produzidas com diferentes micro-organismos e substratos
(Sun et al., 2008; Shu et al., 2006; Kanwar et al., 2006; Sharma et al., 2002; Prazeres et
al., 2006).

A Tabela 26 mostra a matriz do planejamento experimental (5) para atividade de
esterificacdo e atividade hidrolitica do extrato aquoso precipitado obtido da FES com P.

brevicompactum e farelo de babagu em 72h e 96 h.

A analise estatistica dos resultados de atividade lipasica permitiu a obtencdo dos
efeitos das varidveis estudadas. Os efeitos foram expressos na forma de gréficos de
Pareto apresentados nas Figuras 12 e 13. E interessante observar na Tabela 26 que
ocorre um declinio nas atividades maximizadas com o extrato bruto, este fendbmeno
pode estar acontecendo pela alta saturacdo empregada no experimento fazendo com que
a proteina se desnature. Os maiores valores encontrados para o extrato precipitado para
atividade hidrolitica foi em 72 horas no ensaio 7 (U%=70/0S=0,6%), e para atividade

de esterificacdo foi em 72 horas no ensaio 4.
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Tabela 26 - Matriz do planejamento experimental completo (valores reais e
codificados) com as respostas da atividade de esterificacdo e atividade
hidrolitica do extrato precipitado obtido da FES com P. brevicompactum
e farelo de babagu em 72h e 96 h.

Atividade Hidrolitica (U/g) Atividade de esterificacdo

Tempo (h) U'9)
Tempo (h)
Ensaio Umidade  Oleo de soja - % 7o %
(%) (%)
1 60(-1) 1(1) 0,00 52,66 28,23 77,28
2 80(1) 1(-1) 0,00 0,00 0,00 0,00
3 60 (-1) 3(1) 18,10 13,39 79,95 22,98
4 80 (1) 3(1) 33,53 5,25 207,40 106,56
5 56 (-1,41) 2(0) 95,51 120,45 0,00 0,00
6 84 (1,41) 2(0) 138,70 76,21 0,00 120,45
7 70 (0) 06(-1,41) | 227,57 19,74 38,42 60,13
8 70(0) 3,4 (1,41) 15,00 40,56 35,50 31,73
9 70(0) 2(0) 45,84 30,72 39,08 40,90
10 70(0) 2(0) 42,97 35,17 41,09 41,20
11 70(0) 2(0) 48,71 39,63 42,06 39,70

De acordo com estudos apresentados na literatura, a precipitacdo de lipases com
sulfato de aménio em distintas concentracbes varia de acordo com as referidas
pesquisas. As concentragdes indicadas variam de 80% a 20% de saturacdo do sal. Para
lipases produzidas por Pseudomonas aeruginosa (Karadzic et al., 2006), Pseudomonas
fluorescens (Makhzoum et al., 1995) e Aspergillus niger (Carvalho et al., 2005), foi
usada a concentracdo de sulfato de aménio de 80% de saturacdo. Algumas lipases foram
ainda precipitadas com 70% de saturacdo, como a de Antrodia cinnamomea (Shu et al.,
2006) e Bacillus sp. RSJ-1 (Sharma et al., 2002); 60% a de Bacillus coagulans MTCC-
6375 (Kanwar et al., 2006) e Antrodia cinnamomea (Shu et al., 2006); 40% para a de
Clostridium tetanomorphum (Petersen e Daniel, 2006) e 20% a proveniente de
Favobacterium odoratum (Labuschagne et al., 1997).

Pela Figura 12 observa-se que a variavel oleo de soja apresenta um efeito

significativo negativo, a umidade efeito significativo positivo e a interacdo entre as
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variaveis umidade e 6leo de soja efeito significativo positivo, comportamento este para

72 horas e em 96 horas.

Pelo Gréafico de Pareto (Figura 13) é possivel avaliar os principais efeitos e
interacdes das variaveis estudadas na atividade de esterificacdo do extrato precipitado.
Observou-se que, com 95% de confianca, em 72 horas somente a varidvel umidade
quadrética apresenta efeito negativo sobre a atividade de esterificagdo. Para 96 horas
todas as variaveis apresentam efeito positivo sobre a atividade de esterificacéo.

(2)Oleo de soja(L)

(1)Umidade(L)

Oleo de soja(Q)

®

m R
@

e

Figura 12 - Efeitos das variaveis manipuladas sobre a atividade hidrolitica do extrato
precipitado obtido da FES de P. brevicompactum em torta de babacu, (a)

analise em 72 horas e (b) analise em 96 horas.

111111

(a) (b)
Figura 13 - Efeitos das varidveis manipuladas sobre a atividade de esterificagdo do
extrato precipitado obtido da FES de P. brevicompactum em torta de

babacu, (a) analise em 72 horas e (b) anélise em 96 horas.
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Apesar da importancia do estudo da purificacdo da enzima é preciso considerar
que por mais adequado que seja o processo escolhido, este sempre vai causar alteracoes
na enzima. Reducdo da atividade enzimatica, alteracbes de temperatura e pH 6timo de
atuacdo e de estabilidade sdo algumas das caracteristicas que podem ser afetadas com o
processo de purificagdo (Maldonado, 2006).

Philips e Pretorius (1991) purificaram e caracterizaram a lipase extracelular de
Galactomyces geotrichum, um fungo teleomorfo do Geotrichum candidum e
compararam as caracteristicas das duas enzimas. A quantidade maxima de lipase
produzida pelo Galactomyces geotrichum foi observada ap6s 24-36 horas de incubacgéo
e meio preparado com Oleo de oliva. A lipase modificada mostrou ter diferente
composicdo de aminoacidos em relacdo a lipase de G. candidum. A atividade maxima
da enzima de G. geotrichum obtida foi a pH 7,75 e 30°C e a mesma perdeu toda
atividade quando submetida a tratamento a 56°C por 35 minutos.

Macedo et al. (2004) estudaram a producdo de lipase por Geotrichum sp., em
frascos agitados, nas condicdes operacionais de 30°C por 48 horas de incubacdo com
100 rpm de agitacdo. A lipase de Geotrichum sp. apresentou atividade méaxima de 6
U/mL na faixa de pH 5 a 8 a 45°C. A atividade enzimética foi acrescida em 45% na
presenca de 1 mmol/L de MgSO, no sistema de reagé&o.

A lipase de Aspergillus carneus foi purificada por cromatografia de interacéo
hidrofobica obtendo-se um fator de purificacdo de 24 vezes e uma recuperacdo da
atividade de 38%. A enzima apresentou pH e temperatura 6timos de 9,0 e 37°C,
respectivamente. Foi estavel na faixa de pH 8 a 10 por 24 horas e por 5 minutos a
temperatura de 70°C (Saxena et al., 2003).

Os resultados obtidos de atividade de esterificacdo e atividade hidrolitica do
extrato enzimatico precipitado obtido por FES de Peniccilium brevicompactum em
farelo de mamona podem ser visualizados na Tabela 27.
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Tabela 27 - Matriz do planejamento experimental completo (valores reais e
codificados) com as respostas da atividade de esterificagéo e atividade
hidrolitica do extrato precipitado obtido da FES com P. brevicompactum

e farelo de mamona em 72h e 96 h.

Atividade hidrolitica (U/g) Atividade de esterificacio

Tempo (h) (U/g)
Tempo (h)
Ensaio Umidade (%) Oleo de soja 72 96 72 96
(%)
1 60 (-1) 1(-1) 0,00 63,36 20,94 98,79
2 80(1) 1(-1) 0,00 128,26 0,00 0,00
3 60 (-1) 3(1) 7,86 2,86 70,44 0,00
4 80(1) 3(1) 0,00 0,00 74,68 72,01
5 56 (-1,41) 2(0) 28,66 115,18 98,00 44,76
6 84 (1,41) 2(0) 0,00 0,00 0,00 77,01
7 70 (0) 0,6 (-1,41) 57,12 49,71 72,75 78,90
8 70 (0) 3,4 (1,41) 106,35 0,00 71,83 0,00
9 70(0) 2(0) 13,11 33,89 119,75 110,37
10 70 (0) 2(0) 17,53 29,55 105,31 115,99
11 70(0) 2(0) 12,46 33,18 115,65 107,53

Se os resultados obtidos para a atividade de esterificacdo do extrato bruto
(Tabelas 15 e 23) forem comparados com as atividades de esterificacdo do extrato
precipitado nota-se que ndo ocorre um aumento significativo. Contudo, para a atividade
hidrolitica ocorre uma grande variacdo nos resultados obtidos. Essa variacdo de
atividade pode ocorrer devido a queda de pH ao se adicionar o sulfato de amonio,
podendo assim desnaturar a enzima.

Na Figura 14 visualizam-se os efeitos das varidveis de processo na atividade de
esterificacdo para 72 e 96 horas e para a atividade hidrolitica em 72 e 96 horas. A
analise em 72 horas permite observar que o 6leo de soja apresenta efeito significativo
para a atividade hidrolitica no extrato precipitado, para 96 horas a umidade quadratica
exerce influéncia significativa positiva (p<0,05) na producgdo de lipase hidrolitica. Para
a lipase com atividade de esterificacdo o efeito positivo significativo foi apresentado
pela variavel 6leo de soja, umidade e a interacdo entre elas e em 96 horas a interagdo

entre as variaveis e a umidade exercem influéncia significativa positiva (p<0,05).
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Figura 14 - Efeitos das variaveis manipuladas sobre a atividade hidrolitica do P.
brevicompactum em farelo de mamona, (a) analise em 72 horas , (b)
analise em 96 horas e sobre a atividade de esterificacdo (c) analise em 72

horas e (d) analise em 96 horas, ambas do extrato precipitado.

No caso da lipase de Pseudomonas sp. (MSI057) a precipitacdo foi realizada
com 80% de saturacdo, resultando em fator de purificagdo de 6,62. Com atividade
especifica de 0,99 U/mg as propriedades da enzima purificada foram avaliadas,
principalmente o efeito da adi¢do de diferentes ions na atividade da lipase, sendo o0s ions

Zn** e Co*" considerados ativadores (Kiran et al., 2008).
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Lin et al. (1996) purificaram uma lipase alcalina de P. pseudoalcaligenes, que
mostrou maior afinidade por grupos acil Cis quando utilizou como substrato p-

nitrofenil.

A Tabela 28 apresenta a atividade especifica dos quatro melhores pontos de
atividade de esterificacdo, os quais serdo posteriormente imobilizados e testados em

uma reacgdo de alcodlise de dleo vegetal.

Tabela 28 - Atividade especifica dos extratos enzimaticos obtidos por FES de P.
brevicompactum com torta de babagu e farelo de mamona,

respectivamente.

Atividade de esterificacéo

Proteina Ativ. Especifica
Substrato Ulg
(mg/g) (U/mg)
Extrato Bruto 170 4,99 34,07
Babacu
Extrato Precipitado 207 1,39 149,9
Extrato Bruto 138 3,75 36,8
Mamona
Extrato Precipitado 110 15,28 7,20

Pela Tabela 28 verifica-se que a maior atividade especifica foi encontrada no
extrato precipitado obtido da FES que utilizou como substrato torta de babacu seguida
pela atividade do extrato sem concentragdo do estudo da fermentagdo com P.

brevicompactum e farelo de mamona.

Atividades especificas menores foram encontradas por Shu et al. (2006) (12,7
U/mg) precipitando lipase de Antrodia cinnamomea com 70% de saturacdo. Jesus et al.
(1999) obtiveram 14,1 U/mg com 80% de saturagdo na precipitagdo de lipases de
Penicillium restrictum e Kanwar et al. (2002), precipitando lipase de Pseudomonas com
60% de saturacdo, atingiram uma atividade maxima de 19,46 U/mg. Sharma et al.
(2002) obtiveram 44,82 U/mg na precipitacdo de lipases de Bacillus sp. RSJ — 1 com
30% a 70% de saturacéo. Pastore et al. (2003), na precipitacdo de lipase de Rhizopus sp.
com 70% de saturacdo, alcangaram 103 U/mg. Abbas et al. (2002), na precipitagdo de
lipases de Mucor sp. com 75% de saturacdo, atingiram 129 U/mg e Bacha et al. (2005)
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encontraram 521 U/mg de atividade precipitando lipase de pancreas de avestruz a 60%

de saturagcdo com sulfato de amonio.

Observa-se, portanto, que hd uma diferenca significativa entre as atividades
encontradas na literatura, variando de acordo com a condicdo experimental e o micro-
organismo utilizado, o que justifica o confronto criterioso que deve ser realizado entre

os resultados obtidos neste trabalho e os citados na literatura.

4.3.4 Imobilizacdo de lipases

Para o estudo de imobilizacdo foram escolhidos os quatro melhores resultados
em termos de atividade (2 pontos do extrato bruto e 2 pontos de extrato precipitado). A
técnica de imobilizacdo testada neste trabalho foi otimizada por Menoncin (2007).

A Tabela 29 mostra os resultados obtidos para atividade de esterificagédo e
atividade hidrolitica para os pontos selecionados em 72 e 96 horas, quando imobilizadas

em Accurel e solucdo de alginato de sodio com carvéo ativado.

Na Tabela 29 pode-se observar que a enzima imobilizada com a solucdo de
alginato de sddio e carvdo ativado apresentou melhores resultados para atividade de
esterificacdo do que para atividade hidrolitica. Estes resultados sdo muitos promissores,
pois o carvao ativado tem um baixo custo e existem poucos relatos na literatura quanto

ao uso deste suporte na imobilizacdo de lipases (Kaewthong et al., 2005).

Observa-se que o rendimento obtido em ambos os suporte utilizados foi maior
que 20%, significando que o suporte utilizado pode nédo ser o ideal, pois a enzima possui

pouca afinidade com 0 mesmo.

Com base nestes resultados pode-se observar que os mesmos foram menores que
alguns reportados na literatura. Kaewthong et al. (2005), imobilizando a lipase PS
(Amano) em diferentes suportes, obtiveram rendimentos de 37,16% para Accurel
EP100 (<200 um). Quando esta mesma lipase foi imobilizada em Accurel EP 100 (200-
400 um) o rendimento encontrado foi de 31,10%, em carbonato de célcio 0,79%, 3,56%

em Celite, 6,42% em Silica Gel e 0,36% em Carvao Ativado.

92



4 Resdta'c{os e Discusstes

Tabela 29 — Resultados obtidos para imobilizagdo com accurel e solucdo de alginato de

sédio e carvao ativado.

Atividade hidrolitica (U/g) Atividade de esterificacéo (U/g)
Parametros Rend. (%) Accurel Alginato +carvao Accurel Alginato +carvao
Ensaio 4 72 horas
(80%U/3%0S) ppto torta 20,34 0,00 214 2215 26,05
de babacu
Ponto Central 72 horas
(70%U/2%OS) extrato 19,89 9,13 10,46 15,09 42,79
bruto torta de babacu

Ponto Central 96 horas

(70%U/2%0S) extrato 22,56 12,45 16.89 30,12 39,67
bruto farelo de mamona

Ponto Central 96 horas

(70%U/2%0S) extrato 27,3 812 567 35,18 45,67
ppto farelo de mamona

Segundo estudos realizados por Rocha et al., (1998), ndo sé o pH do meio como
também o tampdo utilizado, podem influenciar no processo de imobiliza¢do. Brigida
(2006) testou diferentes pHs com tampdo 25 mM para verificar essa interferéncia na
imobilizacdo de Candida antarctica em fibra de cdco verde. A andlise dos dados
permite verificar que entre pH 3 e 6 , a imobilizacdo é mais eficiente ja que as cargas
opostas tendem a aumentar a atracdo da enzima ao suporte.

Embora mais estavel, o perfil de desativacdo da enzima imobilizada por
adsorcéo € igual ao da enzima livre. Isto se deve ao fato de as enzimas estarem expostas
na superficie do suporte (Arroyo et al., 1999).

Em termos de retengdo de atividade, Knezevic et al. (2002), imobilizando
lipases de Candida rugosa em diferentes concentracGes de alginato, obtiveram retencéo

maxima de 79,99%, sendo esta muito superior que a encontrada neste estudo.

As enzimas imobilizadas com Accurel EP100 e solucdo de Alginato de sédio

com carvao ativado podem ser visualizadas na Figura 15.
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(a) (b)
Figura 15 — Enzimas imobilizadas em (a) solucdo de alginato de sédio com carvao
ativado e (b) Accurel EP100.

Em geral o suporte pode conferir uma maior estabilidade térmica e aumentar o
tempo de uso das enzimas em reacOes de biocatalise (Arroyo et al., 1999; Moreno et al.,
1997). Por outro lado a imobilizagéo de lipases pode conduzir a uma diminui¢do na sua
estabilidade (se o suporte interagir negativamente com a proteina), e também reduzir a
atividade catalitica se a conformacdo da enzima for alterada durante o processo de
imobilizacdo, ou seja, alguns dos aminoacidos do centro ativo se envolvem nos lacos
estabelecidos com o suporte (Foresti e Ferreira, 2007).

O controle de suportes ativados com glutaraldeido ¢ muito importante, pois 0s
mondmeros e 0s dimeros presentes no glutaraldeido apresentam reatividade diferente:
enguanto o dimero imobiliza rapidamente proteinas por ligacdo covalente, 0 monémero
diminui a taxa de imobilizagdo. Isto ocorre devido a presenca de compostos i6nicos
(grupos aminas), que promovem uma troca idnica com o suporte, alterando a forga
ibnica durante a imobilizacdo e alterando a regido (sitio ativo) onde a enzima faz

interacdo com o suporte (Betancor et al., 2006).
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4.3.5 Caracterizacdo Parcial do Extrato Enzimético

4.3.5.1 Estabilidade do Extrato Enzimético a baixas temperaturas

A estabilidade é uma das caracteristicas requeridas de enzimas com potencial
para aplicagdo industrial, como lipases, uma vez que muitoS processos usam
temperaturas em torno de 50°C. Lipases microbianas tém sido estudadas com relacdo a
estabilidade. Entretanto, ndo ha& padronizacdo nas metodologias, tornando dificil a
comparacgao e o estabelecimento de regras gerais. O que se observa € que a estabilidade
destas enzimas varia entre 0s géneros, as espécies e até entre isoformas produzidas por
uma mesma cepa. Ha alguns exemplos de lipases estaveis em temperaturas acima de
70°C, como as lipases de Bacillus circulans (Kademi et al., 2000) e Pseudomonas
cepacia (Sugihara et al., 1992).

A estabilidade do extrato enzimatico foi avaliada conservando o extrato
enzimatico em temperatura de geladeira e de congelamento. O estudo da estabilidade é
importante, pelo fato de permitir observar o comportamento da enzima e quanto de sua

atividade inicial € preservada ao longo do armazenamento (Wolski, 2008).

A seguir estdo apresentados os comportamentos do extrato enzimatico em

temperatura de congelamento (-10 °C) e de geladeira (4°C).

Estabilidade do extrato enzimatico em temperatura de congelamento

Para 0 estudo de estabilidade neste trabalho, foram usadas 4 amostras: 2
amostras do extrato obtido da FES de P. brevicompactum e torta de babacu (1 amostra,
concentrada com 60% de saturacdo com sulfato de amonio, e outra do extrato bruto) e 2
amostras do extrato obtido da FES de P. brevicompactum e farelo de mamona (1
amostra concentrada, com 60% de saturacdo com sulfato de amonio e outra extrato

bruto), escolhidas por apresentarem valores promissores na atividade de esterificagéo.

O extrato enzimatico produzido por Penicillium brevicompactum foi estocado
durante 86 dias em congelador, na temperatura de -10°C. Neste periodo foram

determinadas as atividades de esterificacdo e hidrolitica a cada dez dias.
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Na Figura 16 estdo apresentados os resultados encontrados para o
acompanhamento da atividade hidrolitica e de esterificacdo, respectivamente, do extrato
enzimatico bruto e precipitado durante o armazenamento em temperatura de

congelamento (-10°C) no periodo de 86 dias.

De acordo com os valores apresentados na Figura 16(a), pode-se verificar que
até o 20° dia de armazenamento, a atividade hidrolitica da lipase se manteve
razoavelmente constante, no 30° dia aumentou, porém do 31° dia até o 66° dia diminui e
no 76° dia aumentou. Na Figura 16(b) a atividade de esterificacdo da lipase manteve o
mesmo comportamento manteve-se constante até o 20° dia, decrescendo até o 66° dia,
aumentando a partir do 76° dia e voltando a decrescer no 86° dia. De acordo com
Menoncin (2007), esse aumento pode ser explicado pelo fato de que algumas enzimas
podem se regenerar. 1sso se deve ao fato da modificacdo das conformacGes terciarias

das proteinas quando submetidas a baixas temperaturas.

Para Wolski (2008), o extrato enzimatico obtido a partir de Penicillium sp.
Obteve um aumento em sua atividade hidrolitica até o 92° dia com 7 U/mL, ap0s esse

periodo a atividade comeca a cair até sua inativacao em 177 dias.

Segundo Menoncin (2007), atividade hidrolitica do extrato enziméatico bruto
obtido da FES de P. verrucosum e farelo de soja, decresce até o 98° dia de
armazenamento. Apos este periodo a atividade aumenta, sendo este aumento mantido
durante os demais dias de armazenamento, com 218 dias a enzima permanecia com 80%
de sua atividade inicial. A termoestabilidade da enzima Bacillus sp. foi aumentada pela
adicdo de estabilizadores como etileno glicol, sorbitol e glicerol fazendo com que a

enzima mantivesse sua atividade por 150 minutos a 70°C (Nawani e Kaur 2000).

96



4 Resdtados e Discusstes

140
120
100
80
60
40

Ativ. Hidrolitica (U/g)

20

=2

m1

m3

I E— )
~o o L) > % &

‘o S

Tempo {dias)

(@)

300

250

200

150

100

Atividade de esterificagdo(U/g)
(€]
Q

o

m?2
|l
H3
]
o > =7 k2] e

% ) %

Tempo (dias)

(b)

Figura 16 — Estabilidade para o extrato enzimatico armazenado em congelador

(-10°C), (a) atividade hidrolitica e (b) atividade de esterificacdo. Amostra
1- Planejamento 5, ensaio 4 72 horas e extrato precipitado; Amostra 2 -
Planejamento 5, ponto central, 72 horas e extrato bruto; Amostra 3 —
Planejamento 6, ponto central, 96 horas e extrato bruto e Amostra 4 —

Planejamento 6, ponto central, 96 horas e extrato precipitado.

Estabilidade do extrato enzimatico em temperatura de geladeira

Para o estudo de estabilidade neste trabalho, foram usadas 4 amostras: 2

amostras do extrato obtido da FES de P. brevicompactum e torta de babagu (1 amostra

concentrada, com 60% de saturacdo com sulfato de aménio, e outra do extrato bruta) e 2
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amostras do extrato obtido da FES de P. brevicompactum e farelo de mamona (1
amostra concentrada, com 60% de saturacdo com sulfato de amonio, e outra extrato
bruto) sendo que estes pontos mostraram valores promissores na atividade de

esterificacao.

O extrato enzimatico obtido a partir de Penicillium brevicompactum foi
estocado durante 86 dias em geladeira, na temperatura de 4°C. Neste periodo foram
determinadas as atividades de esterificacdo e hidrolitica em intervalos de tempos

regulares a cada dez dias.

Na Figura 17 estdo apresentados os resultados encontrados para 0
acompanhamento da atividade hidrolitica e de esterificacdo, respectivamente, do extrato
enziméatico durante o armazenamento em temperatura de geladeira (4°C) durante 86

dias.

De acordo com os valores apresentados na Figura 17(a), pode-se verificar que
a maior atividade hidrolitica é obtida apds 10 dias de incubacao, do 20° até o 48° dias as
atividades decaem até sua inativacdo porém no 68° ocorre um acréscimo na atividade
sugerindo que a enzima possui 0 potencial de se autoregenerar, devido a capacidade da
enzima em modoficar sua estrutura terciaria ao ser submetidas a baixas temperaturas.
Na Figura 17(b) a atividade de esterificagdo da lipase do 10° ao 20° dia aumenta
gradativamente até atingir seu pico no 30° dia, apds decresce e mantém sua atividade do
40° até o 86° dia.

Lin (1996) testou a estabilidade de Pseudomonas pseudoalcaligenes F111 em
solvente organico e adicdo de ions célcio a 4°C por 24 horas verificando que apos este
periodo a enzima manteve 20% de sua atividade.

Conforme caracterizacdo bioquimica de Hiol et al. (2000), a lipase produzida
por S. aurelis NCTC 8530 tem sua atividade estabilizada em pH 6timo ao redor de 6.

A estabilidade da lipase esta obviamente ligada com sua estrutura, que pode ser
afetada por mudanga de pH ou presenca de ions metélicos. Em alguns casos sua
desnaturacdo térmica ocorre quando o desdobramento dos polipeptideos no sitio ativo
fica em estado intermediario (Zhu et al., 2001). A estabilidade de uma enzima pode ser
aumentada se for empregada a técnica de imobilizacdo (Xu et al., 1995; Reetz et al.,
1996; Arroyo et al., 1999; Hiol et al., 2000).
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Figura 17 - Estabilidade para o extrato enzimatico armazenado em geladeira (4°C), (a)
atividade hidrolitica e (b) atividade de esterificagho. Amostra 1 -
Planejamento 5, ensaio 4 72 horas e extrato precipitado; Amostra 2 -
Planejamento 5, ponto central, 72 horas e extrato bruto; Amostra 3 —
Planejamento 6, ponto central, 96 horas e extrato bruto e Amostra 4 —
Planejamento 6, ponto central, 96 horas e extrato precipitado.
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4.3.5.2 Especificidade do extrato enzimético

Especificidade do extrato enzimatico frente a diferentes alcodis e &cidos graxos

As taxas de reacGes de sintese e o método de dosagem de atividade s&o
controlados por diferentes variaveis, tais como, a fonte e atividade catalitica da enzima,
0 tipo de reacdo, o substrato, e o solvente usado, bem como a temperatura (Ruiz et al.,
2008). A estabilidade da enzima e a sua atividade em solventes organicos dependem néo
somente das propriedades e concentracdes do solvente organico, mas também da

natureza da enzima (Torres e Castro, 2004).

Desta forma, no presente trabalho, realizou-se a avaliacao do efeito de diferentes
alcoois e acidos na atividade catalitica da lipase produzida através de fermentacdo em
estado sélido. Altos rendimentos nas reacdes de esterificacdo comeca pela escolha do
meio da reacdo (Bloomer et al., 1992; Miller et al., 1988; Molinari et al., 1996 apud
Leblanc et al., 1998)

Os dados apresentados na Figura 18 mostram a influéncia de diferentes alcoois
(etanol, metanol, propanol e butanol) na atividade de esterificacdo com acido olé€ico.
Observa-se que enzimas obtidas da fermentacao com torta de babacu (amostra 1 e 2), no
qual o substrato usado na fermentacdo foi a torta de babacu e apresenta em sua
composicdo acidos graxos de cadeia média C12:0 (55%), mostra maior afinidade
quando o meio no qual estd interagindo é de cadeia longa (C18:1) em presencga de
etanol. Cabe ressaltar que todas amostras mostraram ter boa afinidade com éacidos
graxos de cadeia longa em presenca de etanol, contudo quando houve a troca do alcool

na reacdo os valores de atividade decresceram.

Comportamento semelhante foi observado por Rigo (2009) na producdo de
lipase por FES utilizando farelo de soja como substrato e uma cepa de Penicillium
crustosum, ao adicionar metanol ao invésde propanol na reacdo com acido oléico
diminuiu a atividade de esterificacdo de 104,97 (U/g) para 1,57 (U/g). Pode-se dizer que

as enzimas usadas nesta reacdo podem efetuar a sintese de etil oleato.

Dormo et al. (2004) estudaram a influéncia do tamanho da cadeia do alcool em
reacOes de esterificacdo com acido oléico empregando a lipase comercial Novozym 435.

Os alcodis investigados foram etanol, n-propanol, i-butanol e i-pentanol. Os autores
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verificaram que os maiores rendimentos foram obtidos com alco6is menos hidrofilicos

(de maior cadeia). Os alcoois de maiores cadeias estudados foram n-butanol e n-

propanol, tendo 0s mesmos apresentado as maiores conversoes.

Especificidade em Acido Oleico
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Figura 18 - Especificidade do extrato enzimatico da reacdo do &cido oléico em
diferentes alcodis. Amostra 1 - Planejamento 5, ensaio 4 72 horas e
extrato precipitado; Amostra 2 - Planejamento 5, ponto central, 72 horas
e extrato bruto; Amostra 3 — Planejamento 6, ponto central, 96 horas e
extrato bruto e Amostra 4 — Planejamento 6, ponto central, 96 horas e
extrato precipitado.
Em geral, os solventes polares (misciveis em 4&gua) causam maior

desestabilizacdo das lipases que os apolares (imisciveis em agua) (Nawani et al.,1998).

A atividade lipasica seria altamente dependente da hidrofobicidade do solvente,

relacionando-se este fato a existéncia ou ndo da camada de agua na superficie da

enzima. Desta forma, reporta-se que a manutencdo da atividade catalitica pode ser

favorecida pelo uso de solventes apolares (Hazarika et al., 2002; Sztajer et al.,1992).

Embora uma grande maioria das lipases apresente preferéncia reacional frente a
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solventes apolares, sdo ainda necessarias pesquisas que reportem esta relacdo (Gupta,

1992).

A Figura 19 apresenta o comportamento da lipase na reacdo de acido butirico

com etanol, metanol, propanol e butanol.
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Figura 19 - Especificidade do extrato enzimatico da reacdo do acido butirico em
diferentes alcodis. Amostra 1 - Planejamento 5, ensaio 4 72 horas e
extrato precipitado; Amostra 2 - Planejamento 5, ponto central, 72 horas
e extrato bruto; Amostra 3 — Planejamento 6, ponto central, 96 horas e
extrato bruto e Amostra 4 — Planejamento 6, ponto central, 96 horas e

extrato precipitado.

Pela Figura 19 nota-se que a enzima do ensaio 1 apresenta maior afinidade,
quando o &cido graxo utilizado na reacao de esterificacdo é de cadeia curta na presenca
de um alcool de cadeia longa com baixa quantidade de agua, comportamento analogo ao
da enzima do ensaio 3 obtida da fermentacdo em farelo de mamona, que obteve sua
maior atividade de esterificacdo quando o alcool usado na reagéo foi de cadeia curta.

A estabilidade de lipases bacterianas ou fungicas em solventes organicos

hidrofilicos é uma caracteristica rara, e ativacdo da enzima por estes solventes, como
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verificado para a lipase de B. megaterium, € mais rara ainda. A lipase de P.mendocina
PK12CS (Jinwal et al., 2003) é o Unico exemplo de uma lipase microbiana que é
razoavelmente estavel em solventes hidrofilicos, quando incubada por 2,5 h em 100%
de etanol a atividade residual foi de 83%.

Contudo, cabe ressaltar que em 3 ensaios ocorreu completa inativacdo do extrato
enzimético. Esse comportamento foi observado por Chulalaksananukul et al. (2003),
quando utilizaram excesso de n- butanol para sintese de butirato de etila, verificando
que um excesso de alcool pode agir como um inibidor competitivo na reacdo de
esterificacdo, impedindo a formacao do complexo enzima-&cido.

A Figura 20 mostra 0 comportamento da lipase na reacao de acido laurico com

etanol, metanol, propanol e butanol.

Com o comportamento mostrado pela enzima do ensaio 2 fica evidente sua
preferéncia por acidos graxos de cadeia semelhante ao substrato no qual foi cultivada
(&cido laurico (C12) e torta de babacu (C12)) e sua afinidade com alcool de cadeia
longa (Figura 20).

Rua e Ballesteros (1994) ressaltam que a diferenca de atividade obtida por uma
mesma lipase em meios reacionais diferentes pode estar relacionada com o nimero de
moléculas da enzima presente no meio reacional. Ainda Bartolini et al. (1995)
descrevem que em sua estrutura a lipase pode possuir mecanismos capazes de promover
sua adaptacdo em diferentes ambientes reacionais com diferentes tipos de substratos,

conseguindo assim atividade em diferentes meios reacionais.
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Especificidade em Acido Laurico
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Figura 20 - Especificidade do extrato enzimatico na reacdo do acido laurico em
diferentes alcodis. Amostra 1 - Planejamento 5, ensaio 4 72 horas e
extrato precipitado; Amostra 2 - Planejamento 5, ponto central, 72 horas
e extrato bruto; Amostra 3 — Planejamento 6, ponto central, 96 horas e
extrato bruto e Amostra 4 — Planejamento 6, ponto central, 96 horas e

extrato precipitado.

Assim, fica claro que a reacdo de esterificacdo é dependente diretamente da
concentracdo das lipases presentes em cada extrato. Consequentemente, a presenca de
isoenzimas contidas naturalmente em biocatalisadores brutos, enzimas hidroliticas e
misturas complexas de isoenzimas podem estar presentes em algumas lipases adquiridas
comercialmente. Contudo, a reproducdo dos resultados obtidos em cada estudo de
processo, de forma satisfatéria € necessario, buscando indicacdo segura do
biocatalisador adequado, atraves de procedimentos analiticos (Maria et al., 2002; Maria
e Sinisterra, 1999).
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Especificidade do extrato enzimatico a diferentes triglicerideos

Estudos recentes (Pencreac’h e Baratti, 2001), comparando a atividade de 32
lipases comerciais em meio aquoso e em meio organico, demonstraram que ndo ha uma
relacdo fixa entre as atividades lipoliticas nos dois meios, ou seja, ndo ha como prever a
atividade de uma enzima em meio organico baseando-se em sua atividade em meio
aquoso. Estes resultados ressaltam a importancia de se estudar a capacidade catalitica de
lipases diretamente em meio organico e assim avaliar o potencial de aplicacdo destas
enzimas em biocatalise.

A Figura 21 apresenta a especificidade do extrato enzimatico obtido neste

trabalho frente a diferentes triglicerideos.
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Figura 21 - Especificidade do extrato enzimatico na reagdo com diferentes
triglicerideos. Amostra 1 - Planejamento 5, ensaio 4 72 horas e extrato
precipitado; Amostra 2 - Planejamento 5, ponto central, 72 horas e
extrato bruto; Amostra 3 — Planejamento 6, ponto central, 96 horas e
extrato bruto e Amostra 4 — Planejamento 6, ponto central, 96 horas e
extrato precipitado.

A preferéncia pelo 6leo de soja no ensaio 1 era um comportamento esperado ja

que foi utilizada como fonte de suplemento na etapa de producdo da enzima. Entretanto,
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é evidenciado que as enzimas utilizadas neste estudo possuem uma preferéncia por
triglicerideos de cadeia média insaturados, com exce¢do do ensaio 2, 3 e 4 que
apresentam especificidade com 06leo de dendé que possui em sua composicdo acido
palmitico que é saturado, mostrando que as enzimas possuem capacidade de adaptacao
para utilizar os substrtaos do meio reacional, ou seja, segunado Koshland Jr. (1958), as

enzimas possuem sitio ativo capaz de se moldar ao substrato.

A lipase concentrada de Bacillus sp. A30-1 foi mais especifica a triglicerideos de
cadeia média, como a trilaurina (C12:0), seguida de tricaprilina (C10:0) (Wang et al.,
1995), da mesma forma a lipase extracelular Rhizopus oryzae, para a tricaprilina
(C10:0) (Razak et al., 1997). J& a lipase de Aspergillus carneus apresentou boas
atividades em uma faixa de triglicerideos variando de C4 a C18 (Saxena et al., 2003).

A enzima alcalina P. fluorescens S1K WI utilizada por Lee et al. (1993),
produzida em meio no qual o 6leo de oliva era fonte de carbono, mostrou uma alta
afinidade lipolitica por triglicerideos de cadeias curtas como C6 e C8 com preferéncia
por ésteres na posicdo 1 e 3. Semelhantemente, a lipase alcalina de Penicillium
expansum apresentou preferéncia por triacilglicerol, mas ndo teve especificidade pela

posicao do éster (Sztajer et al., 1993)

No trabalho realizado por Lee e Choo (1989), as enzimas utilizadas nao
apresentam atividade hidrolitica em alguns meios, isso pode ter ocorrido devido a uma

desnaturacdo interfacial, ou seja, quebra da molécula em diversos peptideos.

A hidrolise de p-nitrofenil por duas lipases A e B de C. rugosa caracterizadas
por Rodendo et al. (1995), mostra que a lipase a apresenta maior afinidade por

triglicerideos C8 enquanto a lipase B por C12.

As lipases extracelulares produzidas pelo fungo P. brevicompactum, deste
trabalho, apresentaram maiores atividades quando os triglicerideos do meio reacional
eram de cadeia média, caracterizando-as como verdadeiras lipase. Comportamento
semelhante foi pesquisado por Gutarra et al. (2009) com a cepa de P. simplicissimum e
por Jesus et al. (1999) com P. restrictum, ambos isolados de torta de babagu que contém

45% de &cido laurico em sua composig&o.

Entretanto, a observacdo da Figura 21 permite verificar que a enzima produzida
com o farelo de mamona mostrou boa afinidade com triglicerideos de cadeia curta,
embora tenha sido produzida em meio que continha a maioria de cadeias longas (C18).
Segundo Leblanc et al. (1998), enzimas que possuem afinidade com ésteres de acidos
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graxos com cadeia curta, podem ser utilizadas para sintese de aromas. Desempenho
similar foi observado no caso da Pseudomonas fluorescens HU380 a maior atividade foi
observada quando triglicerideo (C4:0) foi usado na reacdo (Kojima e Shimizu, 2003),

bem como para lipase bruta de Colletotrichum gloesporioides (Colen et al., 2006).

4.3.6 Teste preliminar de aplicacdo do extrato enzimético na alcodlise de 6leo
vegetal

Com o intuito de mostrar a utilizacdo de lipases microbianas para producdo de
biodiesel, realizou-se um ensaio preliminar utilizando as condigdes otimizadas por
Faccio (2004), cabe ressaltar que as enzimas utilizadas neste ensaio foram as que
apresentaram maiores resultados de atividade de esterificacdo e previamente

imobilizadas em solucdo de alginato de sodio e carvao ativado.

Os resultados obtidos para a alcodlise enziméatica com Oleo de soja sdo

mostrados na Tabela 30.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 30, pode-se observar que as
maiores conversfes foram obtidas com a amostra 1 e 4 (15% e 6,5%) que sdo
precipitadas, ou seja, as enzimas estdo com auséncia de possiveis interferentes que se
liguem ao sitio ativo da enzima , fazendo com que a reacdo ndo ocorra, cabe ressaltar

gue as enzimas foram imobilizadas em alginato de so6dio e carvéo ativado.

No trabalho realizado por Rampim (2007), metanol foi mais conveniente para a
realizacdo de sintese utilizando lipases de P. fluorescens e R. miehei. A lipase de P.
fluorescens apresentou mais de 90% de conversdo para o 6leo de girassol enquanto a

lipase de R. miehei foi capaz de atingir 80% de conversao.

Luo et al. (2006) investigaram a enantioseletividade de uma lipase psicrotofila

de P. fluorescens para producéo de biodiesel e conseguiu uma converséo de 24,8%.
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Tabela 30 — Conversdes obtidas na alcoolise enzimatica do 6leo de soja em solvente

organico.
Parametros de producao da enzima Conversdo (%)
Ensaio 4 72 horas (80%U/3%0S) ppto torta de babacu (Amostra 1) 15,05 + 4,85
Ponto Central 72 horas (70%U/2%0S) extrato bruto torta de babagu (Amostra 2) 1,21 +1,39
Ponto Central 96 horas (70%U/2%0S) extrato bruto farelo de mamona (Amostra 3) 0,93+0,11
Ponto Central 96 horas (70%U/2%0S) extrato ppto farelo de mamona (Amostra 4) 6,47 + 2,57

Na literatura, Encimar et al. (2002) fizeram uso de 6leo de alcachofra pra a
reacdo de transesterificagdo com lipase de Cynara cardunculus, alcancando um
rendimento méximo de 94% a 75°C.

A baixa conversdo obtida nas amostras 2 e 3 pode ser devido a uma inativagdo
que pode ser explicada pela imiscibilidade entre os triglicerideos e alcoois de cadeia
curta (metanol e etanol). Além disso, o suporte no qual a enzima foi imobilizada pode
adsorver compostos polares como etanol, o que promove a formacdo de uma camada
estagnada desse reagente em torno da particula de enzima imobilizada, impedindo a

entrada de triglicerideo ao sitio ativo da enzima (Chen e Wu, 2003).

Apesar de o metanol propiciar melhores rendimentos em condi¢fes mais amenas
de temperatura, o contexto brasileiro sugere a utilizacdo do etanol, devido a grande
capacidade produtora no pais e por esse alcool ser obtido de uma fonte renovavel de
energia (Silva, 2008).

A razdo molar 6leo:alcool é uma das variaveis mais importantes que afetam o
rendimento de ésteres de acidos graxos. Kusdiana e Saka (2001a) sugerem que razdes
molares mais altas de Oleo:alcool resultem em uma reacdo de transesterificacdo mais
eficiente, devido talvez ao aumento da area de contato entre alcool e triglicerideos. Fato
este também observado nos resultados apresentados por He et al. (2007); Silva et al.
(2007); Bunyakiat et al. (2006) para transesterificacdo continua e ndo-catalitica de 6leos

vegetais sem adigédo de cossolvente.
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4.3.7 Caracterizagéo do catalisador

Para a caracterizacdo do catalisador foi utilizada somente a amostra que
apresentou maior conversdo na sintese de biodiesel (ensaio 4 do planejamento 5 em 72
horas, concentrado com 60% de saturacdo com sulfato de amoénio e imobilizado com

alginato de sddio e carvéo ativado).

A partir das isotermas de adsor¢édo do nitrogénio foram determinadas as seguintes
propriedades do catalisador: A ger (area superficial determinada pela isoterma BET);
Vgn (volume dos poros, determinacdo pelo modelo BJH); diametro médio do poro (

determinado pelo modelo BJH).

O resultado da caracterizagéo e alguns exemplos sdo apresentados na Tabela 31.

Tabela 31 — Resultado da caracterizagdo dos catalisadores pela anélise de BET

_ Diametro de Volume de Area Superficial -
Enzima 2
Poro (nem) Poro (mL/g) BET (m /g)
Novozym 435 15,0 0,5 130
P. simplicissimum imobilizada
13,0 0,14 42,6
(accurel)
A. parasiticus imobilizada (accurel) 13,0 0,14 46,3
P. brevicompactum imobilizada
4,24 0,1 89,8

(alginato de sddio e carvéo ativo)

Conforme a Tabela 31 observa-se que o diametro do poro da enzima obtida neste
trabalho e imobilizada na solugé@o de alginato de sodio e carvao ativado é pequeno se
comparada com a enzima Novozym 435, o que explica o baixo rendimento de esteres
etilicos de 6leo de soja. Como 0s poros sdo pequenos, dificulta a entrada da molécula do
6leo em suas cavidades, dificultando a reac¢do, conduzindo, assim, a um baixo
rendimento. Além disso, o didmetro pequeno dos poros aumenta a resisténcia de
transferéncia de massa devido a difusdo e, consequentemente, aumenta 0 tempo

reacional.
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Contudo a capacidade de adsor¢do dos poros da enzima de P. brevicompactum é
semelhante a enzima de P. simplicissimum e P. parasiticus ambas, imobilizadas em

accurel.
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5 Conclustes

Apos a realizacdo deste estudo pode-se concluir que:

X E possivel realizar fermentagio em estado sélido para producéo de lipases com

atividade de esterificacdo e hidrolitica usando farelo de mamona e torta de

babacu. O estudo da suplementacédo realizado com os micro-organismos, ambos

do género Penicillium, se mostram promissores na producdo de lipase sendo a

suplementacdo com 6leo de soja a que resultou em melhores atividades.

X A técnica de planejamento de experimento mostrou-se eficiente para

maximizacao de processo fermentativo com:

* Extrato bruto obtido da FES de P. brevicompactum em torta de babagu

* Para o

Para a atividade hidrolitica a condicdo maximizada foi em 96
horas de fermentagdo (47,4 U/g), 30°C, 70% de umidade e

suplementacdo com 2% de 6leo de soja;

Para a atividade de esterificacdo a condicdo maximizada foi em
72 horas de fermentacdo (244,17 U/g), 30°C, 70% de umidade e
suplementacdo de 2% de 6leo de soja;

extrato concentrado, com 60% de saturagdo com sulfato de

amonio, obtido da FES de P. brevicompactum em torta de babagu

X Parao

O ponto de maior atividade hidrolitica do extrato enzimatico
concentrado ocorrem em 72 horas de fermentacdo (227,57 U/g),
30°C, 70% de umidade e suplementado com 0,6% de Gleo de
soja;

O ponto com maior atividade de esterificacdo foi em 72 horas de
fermentacdo (207,40 U/g), 30°C, 80% de umidade e meio
suplementado com 3% de 0leo de soja;

extrato enzimatico bruto obtido da FES de P. brevicompactum em

farelo de mamona
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= A atividade hidrolitica foi maximizada em 96 horas de
fermentacdo (87,6 U/g), 30°C, 70% de umidade e meio

suplementado com 2% de 0leo de soja;

= A atividade de esterificacdo maximizada foi conseguida em 96
horas (128,96 U/g) nas condicdes: 30°C, 70% de umidade e meio
suplementado com 2% de 6leo de soja;

* Para o extrato concentrado, com 60% de saturagdo com sulfato de
amonio, obtido da FES de P. brevicompactum em farelo de mamona:

» Para a atividade hidrolitica ndo foi possivel se obter uma condicao
maximizada, porém, valores promissores foram conseguidos em
96 horas de fermentacdo (128,26 U/g) na condicdo 30°C, 80% de

umidade e meio suplementado com 1% de 6leo de soja;

= A condicdo maximizada para producdo de lipase com atividade de
esterificacdo foi em 96 horas (111,30 U/g) na condicdo de 70%
de umidade, meio suplementado com 2% de 6leo de soja a 30°C;

X No estudo realizado para FES de P. verrucosum em torta de babacgu e farelo de
mamona as atividades de hidrolise e de esterificacdo foram inferiores as obtidas

no estudo com P. brevicompactum, optando-se por interromper o estudo;

X A maior atividade de esterificagdo especifica obtida foi com o extrato
concentrado de P. brevicompactum e farelo de babacu (149,90 U/mg), isso se
deve a pré-purificacdo do extrato com sulfato de aménio que concentra as

proteinas de interesse;

X Para os testes de imobilizacdo do extrato enzimatico, realizados com os
melhores resultados de atividade hidrolitica e de esterificacdo, a solucdo de

alginato de sodio e carvao ativado apresentou os melhores resultados;

X Estabilidade a baixas temperaturas

* Extrato enzimatico bruto obtido da FES de P. brevicompactum em torta

de babacu
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e Com o extrato mantido a -10°C a maior atividade hidrolitica foi
obtida em 76 dias (96,51 U/g) e a atividade de esterificacdo em
10 dias (228, 54 U/g);

e Com o extrato mantido a 4°C , a maior atividade hidrolitica foi
obtida em 10 dias (94,83 U/g) e a atividade de esterificacdo em
30 dias (163,47 U/g);

* Extrato enzimatico concentrado obtido da FES de P. brevicompactum em
torta de babacu

e Com o extrato mantido a -10°C a maior atividade hidrolitica foi
obtida em 76 dias (125,5 U/g) e a atividade de esterificacdo em
76 dias (200,90 U/g);

e Com o extrato mantido a 4°C , a maior atividade hidrolitica foi
obtida em 10 dias (35,3 U/g) e a atividade de esterificacdo em 20
dias (150,07 U/g);

* Extrato enzimaético bruto obtido da FES de P. brevicompactum em farelo

de mamona

e Com o extrato mantido a -10°C a maior atividade hidrolitica foi
obtida em 76 dias (96,54 U/g) e a atividade de esterificacdo em
10 dias (268,50 U/g);

e Com o extrato mantido a 4°C , a maior atividade hidrolitica foi
obtida em 10 dias (58,23 U/g) e a atividade de esterificacdo em
30 dias (207,00 U/g);

* Extrato enzimatico concentrado obtido da FES de P. brevicompactum em

farelo de mamona

e Com o extrato mantido a -10°C a maior atividade hidrolitica foi
obtida em 40 dias (52,10 U/g) e a atividade de esterificacdo em
20 dias (251,15 U/g);

e Com o extrato mantido a 4°C , a maior atividade hidrolitica foi
obtida em 10 dias (71,01 U/g) e a atividade de esterificacdo em
86 dias (96,74 U/g);
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X Especificidade
* Extrato enzimatico bruto obtido da FES de P. brevicompactum em torta

de babacu

e Para a atividade de esterificacdo possui maior especificidade por

alcodis de cadeia longa e acidos graxos de cadeia média;

e Para atividade hidrolitica possui maior especificidade por

triglicerideos de cadeia média insaturada;

* Extrato enzimatico concentrado obtido da FES de P. brevicompactum em

torta de babacu

e Para a atividade de esterificagdo possui maior especificidade por

alcoois de cadeia longa e acidos graxos de cadeia média;

e Para atividade hidrolitica possui maior especificidade por
triglicerideos de cadeia média insaturada;

* Extrato enzimaético bruto obtido da FES de P. brevicompactum em farelo

de mamona

e Para a atividade de esterificagdo possui maior especificidade por
alcodis de cadeia curta e &cidos graxos de cadeia curta;

e Para atividade hidrolitica possui maior especificidade por

triglicerideos de cadeia média insaturada;

* Extrato enzimatico concentrado obtido da FES de P. brevicompactum em

farelo de mamona

e Para a atividade de esterificacdo possui maior especificidade por

alcodis de cadeia curta e &cidos graxo de cadeia curta;

e Para atividade hidrolitica possui maior especificidade por

triglicerideos de cadeia média insaturada;

* Para o teste preliminar da reacdo de alcodlise enzimética com oOleo
vegetal de soja a enzima concentrada e imobilizada obtida da FES de P.
brevicompactum e torta de babagu, apresentou a melhor converséo
15,05%.

114



6 Sugesttes para trabalhos futures

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

X Realizar novo estudo para FES em torta de babagu e farelo de mamona com P.

verrucosum, a fim de se obter condig¢Oes experimentais mais promissoras;

X Desenvolver estudo de concentragdo do extrato enzimatico obtido da FES em
torta de babacu e P. brevicompactum a fim de se obter condi¢bes de
maximizacdo nas atividades de hidrodlise e esterificagdo;

X Novo estudo de concentracio para o extrato obtido da FES em farelo de mamona

e P. brevicompactum para maximizar as atividades hidroliticas;

X Testar novos métodos de purificacdo com o objetivo de se obter enzimas com

maior poder catalitico;
X Estudo com novos suportes para imobilizacgéo;

X Testar novos parametros e Oleos vegetais para reacdo de alcodlise a fim de

aumentar as conversoes;

X Testar 0 aumento de escala na FES com as condigbes maximizadas neste
trabalho;

X Testar extracdo da enzima em diferentes pH;

X Testar a estabilidade da enzima a altas temperaturas.
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Anexo 1

Teste preliminar com P. brevicompactum e P. verrucosum utilizando como meio
torta de babacu. A Tabela 1 e o Gréfico 1 mostram a cinética dos testes preliminares de
producdo enzimatica por FES, utilizando P.brevicompactum e P.verrucosum em torta de

babacu.

Tabela 1 - Cinética da atividade lipasica dos testes preliminares com
P.brevicompactum e  P. verrucosum por FES utilizando como meio torta
de babacu.

) Atividade lipasica (U/g)
Ensaio
0 24 48 72 96
5 3,12 4,83 43,94 18,19 27,86
6 1,07 0,00 4,70 7,83 1,57
7 7,02 27,94 33,87 26,05 36,70
8 1,71 13,79 6,45 0,00 0,29
9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Onde: Ensaio 5 — Utilizou-se o micro-organismo P.brevicompactum e meio suplementado com 2% de melaco pré-

tratado.

Ensaio 6 — Utilizou-se o micro-organismo P.verrucosum e meio suplementado com 2% de melago pré-tratado.
Ensaio 7 — Utilizou-se o micro-organismo P.brevicompactum e meio sem suplementacéo.

Ensaio 8 — Utilizou-se o micro-organismo P.verrucosum e meio sem suplementacgao.

Ensaio 9 — Utilizou-se somente meio e agua para controle do experimento

Nota-se que o ensaio com maior atividade enzimatica é o ensaio 5 com 48h , onde o meio foi suplementado com 2% de

melaco e a cepa utilizada foi P.brevicompactum, portanto é necessario a suplementagdo do meio
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Anexo 2

Teste preliminar com P. brevicompactum e P. verrucosum utilizando como meio
farelo de mamona. A Tabela 2 e o Grafico 2 mostram a cinética dos testes preliminares
de producgdo enzimatica por FES, utilizando P.brevicompactum e P.verrucosum em

farelo de mamona.

Tabela 2 - Cinética da atividade lipasica dos testes preliminares com

P.brevicompactum e  P. verrucosum por FES utilizando como meio farelo

de mamona.
_ Atividade lipasica (U/g)
Ensaio
0 24 48 72 96
1 2,61 3,06 60,71 37,15 7,32
2 0,62 1,03 34,57 56,93 18,76
3 1,49 2,04 2,61 20,57 15,59
4 0,00 0,00 1,73 2,68 3,90
5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Onde: Ensaio 1 — Utilizou-se o micro-organismo P.brevicompactum e meio suplementado com 2% de melago pré-

tratado.

Ensaio 2 — Utilizou-se o micro-organismo P.brevicompactum e meio sem suplementacgéo.

Ensaio 3 — Utilizou-se o micro-organismo P.verrucosum e meio suplementado com 2% de melago pré-tratado.
Ensaio 4 — Utilizou-se o micro-organismo P.verrucosum e meio sem suplementagao.

Ensaio 5 — Utilizou-se somente meio e agua para controle do experimento
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Nota-se que o ensaio com maior atividade enzimatica é o ensaio 1 com 48h , onde o meio foi suplementado com 2%
de melago ,seguido pelo ensaio 2 com 72h com meio sem suplementagdo, em ambos 0s casos a cepa utilizada foi
P.brevicompactum portanto é necessario a suplementacdo do meio .Porém quando a cepa utilizada é P.verrucosum a

atividade lipasica decresce mesmo com o meio suplementado .
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