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RESUMO

As lipases constituem, atualmente, um importante grupo de enzimas com enorme
potencial para aplicagbes biotecnoldgicas. As lipases (EC 3.1.1.3) pertencem a familia
das hidrolases e estdo associadas ao metabolismo e a hidrélise dos lipidios,
amplamente distribuidos na natureza. Atuam, por definicdo, na interface orgéanico-
aguosa, catalisando a hidrélise de ligacdes éster-carboxilicas e liberando acidos e
alcoois organicos. Entretanto, a reagdo inversa, esterificacdo, pode ocorrer em
ambientes com restricdo de agua. O objetivo deste trabalho foi estudar a producéo de
lipase por fungo Penicillium brevicompactum por fermentacdo em estado solido em
biorreator de leito fixo. Os efeitos das variaveis estudadas para o processo de
maximizacdo da producdo das enzimas foram investigados utilizando-se a técnica de
planejamento experimental. A condi¢do utilizada para a producéo de lipase em biorreator
de leito fixo foi de 55% de umidade e temperatura de 30C. Para a producdo da enzima
com a mistura de farelo de arroz e casca de arroz, a maxima atividade de esterificacao
obtida foi de 147,07U/g. Para a producdo com a mistura de farelo de soja e casca de
arroz, a maxima atividade de esterificagdo obtida foi de 51,22U/g. Utilizando farelo de
soja e casca de soja como substrato, a maxima atividade de esterificacdo foi de
98,83U/g. O extrato enzimético bruto que apresentou melhor estabilidade em baixas
temperaturas em 27 dias foi o extrato obtido da fermentacdo com a mistura de farelo de
soja e casca de soja. Para a estabilidade do extrato enziméatico em altas temperaturas, o
extrato que apresentou melhor estabilidade em 27 dias foi o extrato obtido da
fermentacdo com a mistura de farelo de soja e casca de soja. Os extratos enzimaticos
brutos apresentaram maior especificidade por acidos graxos de cadeias longas e alcoois
de cadeias longas. Os extratos enzimaticos brutos foram utilizados como catalisadores
em reacdo de alcéolise para producao de biodiesel. O extrato obtido a partir de farelo de
soja e casca de arroz conduziu a conversdes da ordem de 3%, usando como substrato

Oleo de oliva e etanol em solvente organico.



ABSTRACT

Lipases (triacylglicerol hydrolases, E.C. 3.1.1.3) are a part of the hydrolase family
which act in carboxylic ester bounds and have been standing out in the biotechnology
field as they are versatile enzymes that accept a wide range of substrates. They act, by
definition, in the organic-water interface, catalyzing the carboxylic ester bounds
hydrolysis and releasing alcohols and organic acids. However, the esterification inverse
reaction can occur in water restricted environments. The objective of this work was to
investigate the lipase production by Penicillium brevicompactum in solid state
fermentation using a fixed bed bioreactor configuration. The effect of process variables
was evaluated by experimental design technique, aiming at maximizing the lipase
production. The experimental condition of 55% of moisture content and 30°C was used in
fixed bed bioreactor. Using rice bran and rice husk as substrates, esterification activities
of 147.07U/g were reached. The use of soybean bran and rice husk as substrates led to
maxima esterification activities of 51.22U/g. Soybean bran and soybean husk as
substrates permitted obtain activities of 98.83U/g. The crude enzymatic extract that
presented higher stability at low temperatures after 27 days of storage was that obtained
using soybean bran and soybean husk as substrates. Higher stability at high temperature
was achieved by the fermented soybean bran and soybean husk, after 27 days of
storage. The crude enzymatic extracts presented higher specificity to long chain fatty
acids and alcohols. The crude extracts were used as catalysts for biodiesel production by
alcoholysis reaction. The extract obtained from soybean bran and rice husk led to
biodiesel conversions of about 3%, using olive oil and ethanol as substrates and n-

hexane as solvent.

Vi
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Capitulo 1 Introdugao

1. INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas hidroliticas que atuam na interface organica-aquosa
catalisando as reacdes de hidrélise de triglicerideos. Em baixas concentragdes de
agua podem ainda catalisar reacfes de esterificacdo, transesterificacdo ou
interesterificacdo. Além das vantagens classicas das enzimas, as lipases
microbianas apresentam uma série de vantagens se comparadas com as lipases
extraidas de fontes animais e vegetais. Estas vantagens estdo relacionadas a
algumas das caracteristicas peculiares das lipases como a sua régio-enancio
seletividade, a estabilidade a altas temperaturas e atuacdo em amplas faixas de pH
(Essamri et al., 1998; Maia et al., 1999; Sharma et al., 2001).

A producédo de residuos agroindustriais tem aumentado anualmente, e com
ela cresce a preocupacdo em relacdo a utilizacdo mais eficiente dos mesmos. Por
iSso, varios processos que usam estes residuos como substratos estdo sendo
desenvolvidos para a producdo de substancias quimicas e produtos de maior valor
comercial. Muitas industrias tém investido no uso de micro-organismos como agentes
redutores destes materiais, sendo as enzimas substancias de grande aplicacéo
nestes processos. Dentre as enzimas de grande interesse industrial, destacam-se as
lipases, comumente utilizadas nas industrias de alimentos como aditivos, na quimica
fina (sintese de ésteres), detergentes, tratamento de efluentes, de couro,
farmacéutica e area meédica. A utilizacdo de subprodutos agroindustriais como
substratos na producao de lipases possibilita a agregacdo de materiais de baixo
custo no mercado, podendo reduzir o seu preco final, além de contribuir na busca por
combinacdes ideais para se obter altos rendimentos na producdo das mesmas (Sun
e Shu, 2009).

Muitos trabalhos sobre fermentacdo em estado sélido (FES) foram
recentemente publicados utilizando subprodutos agricolas para producdo de
enzimas. Processos de FES sao de interesse em especial para 0os paises com uma
abundéancia de residuos agroindustriais, pois estes constituem uma alternativa de
matéria-prima de baixo custo comparado a outros substratos e contribuem com os

problemas de polui¢do e/ou estocagem desses residuos.



Capitulo 1 Introdugao

Processos biotecnoldgicos, especialmente a técnica de FES, tém contribuido
enormemente para tal utlizagcdo (Treichel et al., 2010; Alkan et al., 2006). A
fermentacdo em estado sélido (FES) foi definida como o processo de fermentagdo
gue envolve a matriz sélida e é realizado em auséncia ou quase auséncia de agua,
porém o substrato deve possuir umidade suficiente para dar suporte ao crescimento
e ao metabolismo do micro-organismo (Singhania et al., 2009). Uma das principais
caracteristicas da FES é a utilizacdo de substratos com baixa atividade de agua.
Somente as leveduras e os fungos filamentosos, baseando-se na classificagéo
tedrica, seriam micro-organismos capazes de se desenvolver na FES (Pandey,
2003).

Os biorreatores de leito fixo apresentam uma configuragdo promissora, pois
permitem analisar empiricamente a evolugcdo global do processo e determinar
parametros no controle de temperatura e umidade do meio sélido. Além disso,
também é possivel estudar fenébmenos de transferéncia de calor, massa e difusédo de

oxigénio (Durant, 2003).

Com base no exposto anteriormente, o presente trabalho tem como objetivo
geral estudar a producdo e caracterizacdo parcial de lipase por fungo Penicillium
brevicompactum por fermentagéo estado sélido em biorreator de leito fixo, utilizando

como substratos farelo de arroz e farelo de soja.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma revisdo sobre lipases incluindo
definicdo, aplicacbes, fontes e propriedades, consideracdes gerais sobre
fermentacdo em estado sélido, bem como configuracbes de biorreatores para este
tipo de fermentacdo e aspectos gerais relacionados a purificacdo de enzimas e

utilizacdo destas como catalisadores em reacdes especificas.

2.1. ENZIMAS

As enzimas sdo um grupo de componentes biolégicos com atividade intra
e/lou extracelular que tém funcdes catalisadoras de reacdes quimicas ou
bioquimicas, sendo parte principal dos processos metabolicos das células. A
propriedade metabdlica das enzimas as torna adequadas para aplicacdes industriais,
encontrando emprego nos mais diversos processos industriais destacando-se as
industrias farmacéutica e alimenticia (Cowieson et al., 2006). Sdo biocatalisadores
altamente requisitados, devido as suas propriedades, executando uma série de
transformacdes de modo seletivo, rapido e em condicbes brandas de reacéo, o que
as difere dos catalisadores ndo enzimaticos. A facilidade de regular a atividade
enzimética é mais um ponto positivo na utilizacdo de enzimas. Toda enzima ainda
catalisa as transformacdes moleculares sem ocorréncia de reacdes paralelas,
comuns em sinteses quimicas, devido a sua especificidade (Patel, 2002; Pizarro e
Park, 2003).

As enzimas industriais sdo, em sua maioria, obtidas de micro-organismos
(Sharma et al., 2001). As enzimas microbianas sdo normalmente mais Uteis que as
enzimas derivadas de plantas e animais, devido a grande variedade de atividades
cataliticas disponiveis, aos altos rendimentos possiveis, a facilidade de manipulacéo
genética, ao fornecimento regular devido a auséncia de flutuacbes sazonais e ao
rapido crescimento dos micro-organismos em meios de baixo custo. As enzimas
microbianas sdo também mais estaveis e sua producdo € mais conveniente e
segura. Contudo, apenas cerca de 2% dos micro-organismos existentes foram

testados como produtores de enzimas (Hasan et al., 2006).
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2.2. LIPASES

As lipases tém sido definidas como carboxilesterases, que hidrolisam
acilgliceréis com acidos graxos de cadeia longa, ou seja, com cadeia acila com mais
de dez atomos de carbono (Castro-Ochoa et al., 2005; Bornscheuer et al., 2002; Nini
et al., 2001; Sharma et al., 2001; Jaeger et al., 1999). Atuam como catalisadores em
diversas reacbes, com alta especificidade, estabilidade e condi¢cdes reacionais
brandas, incluindo as reacbGes de esterificacdo, transesterificacdo, lactonizacao,

acilacao regioseletiva e amindlise (Foresti e Ferreira 2006; Krishna e Karanth, 2001).

As lipases eram tradicionalmente obtidas de péncreas de animais. A
descoberta foi feita por Claude Bernard em 1856, e anos mais tarde, aumentou o
interesse pelas lipases microbianas devido a dificuldade de acesso do material de
origem animal. As lipases sdo originarias de um grande namero de bactérias, fungos,
plantas e animais, tendo suas propriedades variaveis de acordo com sua
procedéncia. Particularmente, as enzimas microbianas sdo mais estaveis que as
extraidas de plantas e animais, tornando sua producdo mais conveniente e segura
(Hasan et al., 2006).

As lipases provenientes de micro-organismos constituem um grupo de
valiosas enzimas de aplicagdo biotecnoldgica, principalmente devido a versatilidade
de suas propriedades, no que se refere a atuacdo enzimatica e especificidade ao
substrato e a facilidade de producdo em escala, sendo um dos grupos mais utilizados
no segmento industrial (Hasan et al., 2006). A capacidade de lipases para realizar
transformacdes quimicas muito especificas (biotransformacdes) tornou-as
interessantes em alimentos, detergentes, sinteses, cosméticos organicos, produtos
farmacéuticos e industriais (Treichel et al., 2010; Rodrigues et al., 2008). Contudo, as
lipases ainda tém sido pouco empregadas industrialmente, embora sejam estudadas
h& anos e possam ser produzidas em larga escala. Pesquisas tém sido realizadas
com o intuito de otimizar os processos de modificacdo de O6leos e gorduras
catalisados por lipases. Essas pesquisas incluem estudos cinéticos, desenvolvimento

de biorreatores e imobilizacdo de enzimas (Carvalho et al., 2003).
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2.2.1 Lipases microbianas

As lipases microbianas séo biocatalisadores de grande valor, devido
principalmente a caracteristicas como: acdo sob condicdes amenas, estabilidade em
solventes organicos, especificidade ao substrato e régio-enancio seletividade. Em
1906, iniciaram-se os estudos sobre producéo de lipases utilizando diversos micro-
organismos como bactérias, fungos e leveduras (Hasan et al., 2006).

Recentemente, 0 interesse em pesquisas com lipases, principalmente de
origem microbiana, tem crescido devido ao seu grande potencial biotecnoldgico.
Como biocatalisadores, as lipases apresentam algumas vantagens importantes sobre
0os catalisadores classicos industriais. Efetivamente, suas caracteristicas de
especificidade, regiosseletividade e enantiosseletividade, permitem a sintese de
compostos de alta pureza, com um numero reduzido de subprodutos e baixa geracao
de residuos (Castro-Ochoa et al., 2005; Silva et al., 2005; Villeneuve et al., 2000).
Contudo, a temperatura de estabilidade é uma das mais relevantes caracteristicas

para aplicagéo industrial dos biocatalisadores (Treichel et al., 2009a).

Alguns fungos produtores de lipases mais importantes comercialmente sao
reconhecidos como pertencentes aos géneros Rhizopus sp., Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Geotrichum sp., Mucor sp. e Rhizomucor sp. A producéo de lipases
por fungos filamentosos varia de acordo com a composicdo do meio, condicbes de
cultivo, pH, temperatura, e do tipo de fonte de carbono e nitrogénio empregados.
Além disso, as respostas aos fatores ambientais sdo também diferentes entre as
cepas fungicas, sendo que, para uma determinada cepa o mesmo fator pode
estimular a producdo, mas para outra pode ndo afetar, ou até mesmo inibir a

producéo de lipase (Colen, 2006).

A demanda industrial por novas fontes de lipases com diferentes
caracteristicas catalisadoras estimula o isolamento e sele¢do de novas cepas. Micro-
organismos produtores de lipase foram encontrados em diferentes habitats, tais
como residuos industriais, fabricas de transformacédo de Oleos vegetais, laticinios,
solo contaminado com 6leo e oleaginosas, entre outros (Treichel et al., 2010).
Porém, a limitagdo para a utiliza¢do industrial das lipases de origem microbiana tem
sido o custo para a sua obtencéo, que é determinado pelo rendimento da producao e

pela estabilidade da enzima (Xu et al., 2008).
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2.2.2 Producéao de lipases microbianas

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

especifica a aplicacdes de interesse comercial (Burkert et al., 2004).

Do ponto de vista industrial, os fungos sédo os preferidos como fontes de
lipases, pois as enzimas produzidas por eles geralmente sdo extracelulares,
facilitando a sua extracdo do meio fermentado e também por serem considerados
micro-organismos seguros para a aplicagdo na industria de alimentos, bebidas e
farmacéutica (Mahadik et al., 2002; Burkert, 2002; Burkert et al., 2004).

A literatura reporta que diversos géneros de fungos filamentosos tém sido
estudados como fonte de lipases, por exemplo: Rhizopus (Pastore et al.,, 2003),
Aspergillus (Mahadik et al., 2002), Rhizomucor (Cordova et al., 1998), Mucor ( Abbas

et al., 2003), entre outros.

As enzimas extracelulares podem ser produzidas em meio sélido ou liquido,
gue se diferenciam pela quantidade de &agua livre (aw). A producdo de lipase
microbiana pode ser realizada utilizando processos de Fermentacdo em Estado
Solido (FES) ou Fermentacdo Submersa (FS). Em qualquer situacdo deve-se
empregar meio de cultura que tenha um baixo custo (Lin et al., 2006). O meio deve
ser composto basicamente por fonte de carbono, fonte de nitrogénio (seja ela
organica ou inorganica), sais organicos, vitaminas e indutores, quando necessarios
para a producdo de lipase, visto que existem lipases induziveis e constitutivas
(Alonso, 2001).

2.3. APLICACOES INDUSTRIAIS DAS LIPASES

O desenvolvimento dos processos de fermentacdo durante a ultima parte do
século XX propiciou a produgdo de enzimas através do uso de cepas selecionadas e
tornou possivel a obtencédo de enzimas purificadas e bem caracterizadas, mesmo em
escala industrial. A producdo em larga escala permitiu a introducdo de enzimas em

varios segmentos industriais.
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O interesse em pesquisas com lipases, principalmente de origem microbiana,
tem crescido devido ao seu grande potencial biotecnolégico. Suas caracteristicas de
especificidade, regiosseletividade e enantiosseletividade permitem a sintese de
compostos de alta pureza, com um numero reduzido de subprodutos e baixa geracao
de residuos. Além disso, 0s processos enzimaticos requerem procedimentos mais
faceis e baratos, que utilizam temperatura e pressdao ambientes, condi¢des que
minimizam a degradacdo de compostos labeis e evitam o0 uso de compostos
guimicos com alto potencial poluente (Castro-Ochoa et al., 2005; Silva et al., 2005;
Villeneuve et al., 2000). Consequentemente, uma consideravel atencdo vem sendo
dada ao uso das lipases em aplicacdes industriais. A industria de enzimas como

existe hoje é o resultado do rapido desenvolvimento das ultimas quatro décadas,

gracas a evolucao das técnicas biotecnoldgicas.

Inimeras sdo as aplicacdes potenciais de lipases, muitas delas ja
desenvolvidas em escala industrial. As lipases tém sido freqiientemente utilizadas na
resolucdo de misturas racémicas, na formulacdo de detergentes e sintese de
biosurfactantes; no tratamento de efluentes, na industria oleoquimica (bioconverséo
de Oleos e gorduras) para a producdo de biodiesel; na inddstria agroquimica; na
manufatura do couro e papel; na nutricdo; na producdo de aromas; na formulacao de
perfumes, fragrancias e cosméticos; na fabricacéo de plasticos e fibras sintéticas; na
sintese de sedativos e outros farmacos; dentre outras (Cammarota e Freire, 2006;
Hassan et al., 2006; Salis et al., 2005; Silva et al., 2005).

As lipases também podem ser utilizadas para acelerar os processos de
degradacdo de gorduras em detritos industriais e no tratamento de efluentes.
Atualmente, a aplicacdo de lipases tem sido também sugerida na degradacao
biolégica e remocdo de carga lipolitica de efluentes industriais, gerados em
frigorificos e abatedouros, laticinios e industrias de alimentos em geral (Gandhi,
1997; Pastore et al., 2003; Rigoni et al., 2003; Mendes e Castro, 2003). Efluentes
gue contém elevados teores de gorduras apresentam elevada Demanda Bioquimica
de Oxigénio (DBO). A degradacdo bioldgica desses rejeitos € um processo lento,
tendo como etapa limitante a liberagdo de &cidos graxos pelos micro-organismos
com atividade lipolitica. Assim, a adicdo de lipases pode auxiliar na reducdo do
tempo de retencédo hidraulica e aumentar significativamente a eficiéncia do processo
(Pereira et al., 2002; Mendes e Castro, 2003).
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Tabela 1 - Aplicacéo de lipases em diferentes industrias.

INDUSTRIA APLICACAO
Laticinios Hidroélise de gordura do leite
Panificacdo Aumento do aroma e da vida de prateleira
Cervejaria Aceleracao da Fermentacdo em funcao dos lipidios
Carne Desenvolvimento do aroma e remocéo do excesso de gordura
Farmacéutica Digestédo de 6leos e gorduras em alimentos
Médica Determinacao de trigliceridios no sangue
Papel Tratamento de polpas de celulose
Tratamento de residuos Decomposicdo e remoc¢do de substancias oleosas

Fonte: Maldonado, 2006.
2.4. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A fermentacdo em estado solido pode ser definida como o processo que
envolve sdélidos, em auséncia ou quase auséncia de agua livre (Germano, 2000;
Pandey, 2003). O micro-organismo pode crescer entre os fragmentos do substrato
(dentro da matriz do substrato) ou sobre a superficie do mesmo, consumindo o
substrato e secretando metabdlitos, dentre os quais as enzimas (Mitchell et al.,
2006). Contudo, o substrato deve possuir umidade suficiente para dar suporte ao
crescimento e sustentabilidade ao metabolismo do micro-organismo (Germano,
2000; Pandey, 2003)

A fermentacdo no estado solido (FES) é uma pratica empregada no Oriente
h& muitos séculos para a obtencdo de alimentos fermentados (Pandey et al., 2000).
Em meados de 1940 ocorreu uma reducao drastica dos estudos envolvendo FES,
principalmente devido ao incentivo para a produgédo da penicilina por Fermentacéo
Submersa (FS) em meio a Segunda Guerra Mundial. Por isso, processos envolvendo
Fermentacdo Submersa tornaram-se modelos em muitos bioprocessos, sendo
extensivamente estudados ao longo dos anos. A partir dos anos 70 voltou-se a
atencdo para FES, devido a publicacdo de trabalhos referentes a producdo de
micotoxinas por fungos. Porém, a grande explosdo do uso de FES ocorreu a partir
dos anos 90 (Pandey, 2003).
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No Brasil, a partir de 1986 iniciou-se uma série de pesquisas referentes a
utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos em FES para a producao de
metabdlitos de alto valor agregado como: etanol, proteinas, enzimas, acidos

organicos, aminoacidos, entre outros (Couto e Sanroman, 2006).

Atualmente, devido a suas vantagens sobre a fermentagdao submersa, a FES
vem sendo empregada para a producdo de enzimas, aromas, biossurfactantes,
biopesticidas, acidos organicos, alimentos fermentados e também para a
biorremediacéo e biodegradacdo de compostos e detoxificacdo biologica de residuos
agroindustriais (Pandey et al., 2000).

As principais vantagens do emprego de FES sé&o: altas produtividades,
melhor circulacédo de oxigénio, utilizacdo de residuos agroindustriais, menores custos
na etapa de recuperacdo e purificacdo dos metabdlitos obtidos, baixo consumo
energeético, o crescimento dos micro-organismos é muito semelhante ao encontrado
no seu habitat natural, entre outros (Couto e Sanroméan, 2006). Uma outra vantagem
da FES em relacdo as culturas submersas pode estar relacionada ao custo do
processo, tendo em vista sua simplicidade e economia em termos de espac¢o, meio,

equipamentos e energia (Mitchell et al., 2006).

A fermentacdo em estado sélido € uma tecnologia adequada a producéo de
enzimas, uma vez que este processo pode ser realizado in situ e rejeitos industriais
podem ser empregados como fonte de nutrientes para o processo fermentativo
(Martins et al., 2008). O substrato € um aspecto chave da fermentacdo em estado
sélido. O material sélido nédo soluvel pode atuar apenas como suporte fisico ou ainda
exercer a funcéo de fonte de nutrientes (substrato) para a cepa. O solido pode ser de
origem natural, como produtos agricolas, residuos agroindustriais ou ser constituido
por um suporte inerte suplementado com o0s nutrientes necessarios para a FES
(Christen et al., 1997; Pintado et al., 1998; Dominguez et al., 2003; Pandey, 2003).

A utilizacdo de subprodutos agroindustriais como substrato na producéao de
lipases, além de agregar valor a materiais de baixo custo no mercado como a torta
de soja, pode vir a reduzir em muito o preco final da enzima, sendo que a aplicagéo
da fermentagdo em estado solido em muitos casos diminui consideravelmente os
custos do processo (Castilho et al., 2000). A matéria organica presente nestes

materiais € usada como fonte de energia para o crescimento e o carbono para a
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sintese de biomassa celular e dos produtos do metabolismo microbiano (Silva et al.,
2005).

No entanto, o uso de FES apresenta uma série de desvantagens devido a
natureza soélida dos substratos, é muito dificil homogeneizar uniformemente o leito e,
como resultados, os gradientes de temperatura, dgua e metabdlitos sdo inevitaveis
(Ashley et al., 1999); a auséncia de agua livre e a baixa condutividade dos substratos
levam a dificuldades no controle da concentracdo de células, pH, temperatura e
umidade (Hamidi-esfahani et al., 2007) e as dificuldades de aumento de escala,
principalmente associadas com a remocdo do calor metabdlico gerado pelo

crescimento dos micro-organismos (Lekanda e Pérez-correa, 2004).

Tabela 2 - Principais microrganismos e substratos envolvidos na producéo de lipases
por FES.

Micro-organismo Substrato Referéncias
Fungos
Aspergillus torta de 6leo de coco Ramachandran et al., 2004.
Aspergillus niger torta de gergelim Kamini et al., 1998.
farelo de trigo Mahadik et al., 2002.
Monascus fulginosus bagaco de cana Liu et al, 1995.
Neurospora sp TT-241 farelo de trigo Lin et al., 1996.
Penicillium
brevicompactum torta de babacu Silva et al., 2010.
Penicillium camembertii bagaco de cana Rivera-Mindz et al., 1991.
Penicillium restrictum torta de babacu Castilho et al., 2000.
Penicillium simplicissimum torta de soja Di Luccio et al., 2004.
Rhizopus oligosporus torta de améndoa Ul-Haq et al., 2002
Rhizopus homothallicus bagaco de cana Rodriguez et al., 2006.

As tortas residuais obtidas a partir de processos de extracdo de Oleos sdo
geralmente usadas na industria de alimentos para racao animal, por possuirem boas
guantidades de proteina. A aplicacdo de torta de girassol, soja, coco, mostarda,
palma, algod&o, canola, oliva entre outras podem ser utilizadas na FES para a
obtencdo de enzimas, antibidticos, biopesticidas, vitaminas, etc. Na produgédo de
enzimas, essas tortas sdo usadas como substratos na FES ou como suplemento do
meio de producgao, em termos de fonte de carbono e nitrogénio (Ramachandran et
al., 2007).

O estabelecimento das relacdes entre a fisiologia dos micro-organismos e 0s
fatores fisico-quimicos € o objetivo para o desenvolvimento de modelos adequados.

Esses fatores incluem temperatura, pH, aeracao, atividade de agua e umidade, as

10
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propriedades do meio, natureza do substrato sélido empregado, etc. Entre varios
fatores, pode-se citar como relevantes a umidade e a natureza do substrato soélido.
A definicdo da umidade depende do micro-organismo utilizado e também da natureza
do substrato. Fungos necessitam menor umidade, 40-60% de umidade pode ser
suficiente, mas a selecdo do substrato depende de varios fatores principalmente
relacionados com o custo e disponibilidade e, portanto, pode envolver a triagem de

residuos agroindustriais diversos (Singhania et al., 2008).
2.4.1 Caracteristicas da fermentacdo em estado soli  do

No processo de fermentacdo em estado solido deve-se levar em
consideracdo alguns aspectos importantes, como a selecdo do micro-organismo, a
escolha do substrato, a otimizacdo dos parametros do processo, 0 isolamento e a

purificagdo do produto, dentre outros (Pandey, 2003).

Uma das caracteristicas principais da fermentacdo em estado solido € a
baixa atividade de agua (aw) do meio. Baseando-se na classificacdo teorica, em
termos de atividade de agua, somente fungos e leveduras seriam micro-organismos
adequados para fermentacdo em estado solido. Culturas de bactérias exigem alta
atividade de &gua e, portanto ndo seriam adequadas a FES. No entanto, existem
relatos que demonstram que bactérias podem ser usadas nestes processos, quando

bem controladas e manipuladas (Pandey, 2003).

A agua apresenta um papel primordial na FES, pois € a responsavel pela
difusdo de solutos, gases, e metabdlitos inibitérios, bem como pela absorcao celular.
Parametros cinéticos e termodinamicos relativos a presenca da agua em FES devem
ser constantemente estudados para a avaliagdo dos efeitos causados no processo.
Os efeitos da agua na fisiologia fungica devem ser bem investigados, pois o fluxo de

agua através da membrana € responsavel pela manutencao da pressao intracelular.

A utilizacdo de altos niveis de 4gua na FES diminui a porosidade do meio, o
gue dificulta a penetracdo do oxigénio e facilita contaminacdes por bactérias. Em
contrapartida, meios com baixa umidade podem dificultar a acessibilidade dos
nutrientes, resultando em um crescimento microbiano reduzido (Gervais e Molin,
2003; Pandey, 2003).

11
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Outras caracteristicas basicas da FES sé&o (Bianchi et al., 2001; Sato e Sudo,
1999):

* A distribuicdo microbiana, o crescimento e a formacgéo de produto ocorrem

principalmente na superficie solida;

* O calor gerado durante o crescimento e metabolismo do micro-organismo

eleva a temperatura do leito de substrato, causando a reducao da umidade do meio;

* Os micro-organismos geralmente utilizados sdo espécies que podem
produzir amilases, com a finalidade de degradar o amido e penetrar dentro do
substrato sélido, essas espécies apresentam morfologias diferentes, quanto ao tipo

de miceélios (aéreas e submersas) com diferentes atividades fisioldgicas;

* O cultivo € geralmente estacionario, devido a dificuldade de agitacdo do
meio. A agitacdo pode causar danos as células, em alguns casos. Nos casos em que
€ necessaria a agitacdo utilizam-se fermentadores de leito fluidizado, leito fixo e de

tambor rotativo.

A principal vantagem da utilizacdo da fermentacdo em estado solido se da na
utilizacdo de substratos com baixo valor agregado. Além desta, existem outras
vantagens que estdo resumidas a seguir (Sato e Sudo, 1999; Palma et al., 2000;
Germano, 2000; Bianchi et al., 2001; Pandey e Soccol, 2001; Gervais e Molin, 2003):

» Pode-se adicionar nutrientes suplementares ao substrato solido;

« O volume de meio reacional é reduzido, implicando em um menor

investimento capital em biorreatores;

e Os esporos dos micro-organismos podem ser utilizados diretamente na
inoculacdo, evitando etapas prévias como pré-cultivos que envolvem grandes

volumes de meio e tanques para seu desenvolvimento;

» O crescimento dos fungos ocorre em condi¢des similares as do seu habitat

natural;

» O fato de o meio de cultivo apresentar baixa atividade de agua reduz o

problema de contaminacdes, especialmente por bactérias;

12
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* A aeracao do meio € facilitada devido ao maior espacgo entre as particulas e

pela difusdo do oxigénio na agua utilizada para umidificar o meio;

» Altos rendimentos quanto a formacdo de metabdlitos, e simplicidade nas

etapas de purificacdo, pois os produtos estardo concentrados no liquido da extracao.

Embora a fermentagdo em estado solido tenha se mostrado extremamente
vantajosa quanto a custos e facilidades, esta também apresenta alguns problemas
qgue dificultam a sua aplicacdo (Sato e Sudo, 1999; Germano, 2000; Bianchi et
al.,2001; Pandey e Soccol, 2001). A fermentacdo em estado solido normalmente é
restrita a micro-organismos capazes de crescer em sistemas com baixa umidade. No
entanto, ja existem alguns relatos de processos de FES utilizando bactérias (Pandey,
2003).

7

Outro ponto complexo é a dificuldade na determinacdo do crescimento
microbiano. A biomassa nao pode ser determinada de forma direta, pois oS micro-
organismos se encontram intimamente ligados ao substrato. Estudos cinéticos do
crescimento microbiano na FES descrevem um baixo nivel de desenvolvimento,
normalmente associado a fatores como a heterogeneidade do substrato,
complexidade da interacdo micélio/substrato e a determinagdo indireta da biomassa
(Soccol et al., 1994; Germano, 2000).

2.4.2 Producao de lipase por fermentacdo em estado  sélido

As lipases podem ser encontradas em células 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).

A producdo de lipase por FES, em alguns casos, mostra-se altamente
dependente da relagéo de carbono/nitrogénio e do tipo de fonte de carbono do meio
(Gombert et al., 2000; Dominguez et al., 2003), por isso estudos utilizando diferentes
fontes suplementares de carbono e nitrogénio, com o objetivo de enriquecer o meio e
induzir a sintese da lipase, vém sendo desenvolvidos. O uso de triglicerideos como

fonte de carbono é adequado para crescimento celular e produgdo de enzima,
embora a indugdo da biossintese da lipase em presenca de acidos graxos livres ou
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triglicerideos seja controverso (Freire et al., 1997b). A presenca de materiais que
apresentam lipidios no meio de cultura usualmente aumenta em muito os niveis de

atividade lipésica (Dominguez et al., 2003).

As lipases microbianas demonstram um enorme potencial biotecnolégico, por
apresentarem fatores peculiares como estabilidade em solventes organicos, nao
requererem cofatores, possuirem especificidade pelos substratos e exibirem uma alta

enancioseletividade e enancioespecificidade (Elibol e Ozer, 2000).

Estudos mostram que as lipases microbianas produzidas por FES se
mantém estaveis na faixa de pH entre 5,0 a 8,0 e apresentam maior atividade na
faixa de temperatura de 30 a 40C, no entanto, algu mas lipases tém mostrado niveis
de estabilidade consideraveis mesmo em temperaturas extremas, como 5 e 60C
(Freire et al., 1997a; Kamini et al., 1998; Maia et al., 1999; Ferrer et al., 2000;
Benjamin e Pandey, 2001; Pastore et al., 2003). No entanto, algumas lipases
produzidas através de fermentacdo em estado sélido sdo enzimas sensiveis quanto
a presenca de proteases e aumentos no pH do meio, tendo sua atividade

comprometida por estes fatores (Gombert et al., 1999; Benjamin e Pandey, 2001).

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 producéo de lipase é necessariamente afetada pela fonte de carbono
no meio de cultura. Como substrato para a producdo de lipase e crescimento
microbiano, as fontes de carbono mais usuais sdo os carboidratos, os acidos
organicos, os gliceréis, outros alcoois e acidos graxos (Hadeball, 1991 apud
Goncalves, 2007 apud Silva, 2010).

Véarios trabalhos tém reportado o uso de residuos proveniente da
agroindustria na producdo de lipase por fermentacdo em estado solido. Estes séo
utilizados como fonte de nutrientes para o crescimento microbiano. Residuos como
os da industria de Oleos vegetais (6leo de oliva, d0leo de soja, oleo de babacu, 6leo
gergelim, 6leo de semente de girassol, 6leo de coco) (Cordova et al., 1998; Kamini et
al., 1998; Gombert et al., 1999; Palma et al., 2000) e subprodutos como farelo de
casca de trigo (Bertolin et al., 2001; Benjamin e Pandey, 2001; Mahadik et al., 2002),
farelo de cevada (Dominguez et al., 2003), farelo de arroz (Rao et al., 1993), entre

outros. Recentemente, Silva (2009) estudou a producdo e a caracterizacdo de

14



Capitulo 2. Revisdo Bibliografica

lipases de Penicillium verrucosum e Penicillium brevicompactum através de
Fermentacdo em Estado Sdlido (FES), utilizando torta de babacu e farelo de

mamona como substratos utilizando reatores de pequena escala.

2.5. PRE-PURIFICACAO DAS LIPASES

A etapa de purificacdo € importante para a obtencdo de enzimas com alto
grau de pureza e com maiores niveis de atividade enzimatica. O processo de
purificacdo é fundamental na obtencéo e aplicacdo industrial de uma enzima. Apés a
fermentacdo, a enzima encontra-se no meio contendo uma série de outros

compostos que nado sao de interesse (Maldonado, 2006).

Diversas técnicas tém sido empregadas para a purificacdo de lipase, a
precipitacdo de proteinas geralmente é usada como primeiro passo de purificacéo e,
neste caso, o sulfato de aménio € o agente de precipitacdo mais utilizado. Outra
técnica presente nos protocolos de purificacdo é a cromatografia (de troca idnica ou
interacdo hidrofobica). Esses métodos podem ser combinados para que se obtenha

enzimas com maior poder de catalise (Gupta et al., 2004; Saxena et al., 2003).

A metodologia com a adicdo de sulfato de amoénio consiste em uma das
técnicas mais comuns e simples para a concentracdo de proteinas, para a separagao
das mesmas dos outros compostos do meio. O sal € adicionado ao sobrenadante até
uma porcentagem de saturacdo em que a enzima de interesse seja precipitada e
separada por centrifugagcdo. A composicdo do extrato, sua concentracdo e
temperatura podem influenciar a precipitagdo, no caso das enzimas, a temperatura
deve ser mantida baixa (4C). A adicdo do sal deve ser lenta e sob agitacdo para
favorecer a homogeneidade. Apés a centrifugacdo, o precipitado deve ser re-
dissolvido com tampé&o adequado, utilizando-se um volume de aproximadamente

duas vezes o volume do precipitado (Borzani et al., 2001).

A escolha do processo de purificagdo enzimatica deve ser feita levando em
consideracao a necessidade de uma boa recuperacédo 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 € a etapa que mais

contribui para o custo total da obtencdo de uma enzima. Apesar da importancia do
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estudo da purificacdo da enzima € preciso considerar que, por mais adequado que
seja 0 processo escolhido, este sempre vai causar alteracdes na enzima. Reducéo
da atividade enzimatica, alteracbes de temperatura e pH 6timo de atuacdo e de
estabilidade sdo algumas das caracteristicas que podem ser afetadas em fungéo do
processo de purificacdo (Maldonado, 2006).

2.6. CARACTERIZACAO DE LIPASES

Diversos pesquisadores tém estudado o efeito de diversos fatores na
atividade e estabilidade de lipases brutas e purificadas. Fatores como pH,
temperatura, efeito de ions metalicos, solventes organicos, detergentes/surfactantes,
e outros inibidores podem aumentar ou suprimir a atividade das lipases. Além disso,
por ser uma enzima versatil, a lipase apresenta variadas especificidades aos
substratos reacionais. A caracterizacdo bioquimica das lipases determina a
adequacao da enzima para a aplicacdo em diferentes processos industriais (Hasan
et al., 2006).

2.6.1 Especificidade pelo substrato

A especificidade pelo substrato de lipases em reacdes de esterificagdo é
importante para obter um melhor entendimento da relacdo estrutura-funcéo e
melhorar 0s parametros reacionais, proporcionando maiores conversdes e
aplicabilidade (Peter e Preda, 2002). Dependendo das caracteristicas de
especificidade da lipase, esta pode se tornar atraente para diferentes aplicacées em
areas industriais potenciais (Sun e Xu, 2009).

As lipases sdo capazes de catalisar reagcdes com uma ampla faixa de
substratos, mas as taxas de reacdo variam amplamente com a estrutura das
moléculas do substrato. As diferentes afinidades de uma molécula de lipase por
diferentes alcoois e acidos graxos, pode ser entendida em termos da energia de
ligacdo que é liberada quando um substrato se liga ao sitio ativo das lipases. Poucos
dos muitos substratos que se ligam ao sitio ativo podem liberar uma quantidade

suficiente de energia de ligagdo para ocasionar uma mudanca na conformacao da
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lipase para uma forma mais eficiente cataliticamente (Abbas e Comeau, 2003). A
especificidade das lipases € controlada pelas propriedades moleculares da enzima,
estrutura do substrato e por fatores que afetam a ligacdo enzima-substrato

(hidratac&o estérica e interacdes hidrofobicas) (Rigo, 2009).

2.6.2 Estabilidade térmica

A termoestabilidade de um biocatalisador permite o uso de maiores
temperaturas operacionais, 0 que é claramente vantajoso devido a maior reatividade
(maiores taxas reacionais, menores restricoes difusionais), maior estabilidade, maior
rendimento de processo (solubilidade dos substratos e aumento dos produtos e
deslocamento favoravel do equilibrio em reacdes endotérmicas) e risco reduzido de
contaminacao microbiolégica (Hasan et al., 2006). Consequentemente, a estabilidade
térmica € uma caracteristica desejavel para as lipases (Sharma et al., 2001).

Enzimas termoestaveis podem ser obtidas a partir de organismos mesofilicos
e termofilicos; até psicréfilos podem produzir algumas enzimas termoestaveis.
Enzimas termoestaveis obtidas a partir de fontes microbianas sdo altamente
vantajosas para aplicacdes biotecnoldgicas, ja que podem ser produzidas com
baixos custos e exibem alta estabilidade. Nos ultimos anos, ha uma grande demanda

por enzimas termoestaveis na area industrial (Hasan et al., 2006).

A estabilidade térmica de uma lipase esta obviamente relacionada com a sua
estrutura (Sharma et al., 2001). Em baixos teores de agua, como € o caso das
enzimas liofilizadas, as moléculas de enzima apresentam certa rigidez
conformacional, que é responsavel por algumas consequléncias interessantes
observadas em solventes organicos anidros. Uma dessas conseqiiéncias € a maior
estabilidade quando submetida a temperaturas elevadas, ja que a conformacéo
rigida é mais estavel que a flexivel (observada na forma totalmente hidratada da
enzima). Além da rigidez, outra razdo para o aumento da estabilidade é que varios
processos covalentes envolvidos na inativacao irreversivel de proteinas, como a

desaminacdao, hidrolise peptidica e decomposicao da cistina, requerem agua. Esses
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processos irreversiveis sdo também extremamente lentos em baixos teores de agua
(Gupta, 1992).

Outra propriedade importante a ser avaliada € a estabilidade ao longo do
periodo de armazenamento em baixas temperaturas (Menoncin et al., 2009). O
estudo da estabilidade da enzima em baixas temperaturas indica a melhor

temperatura de estocagem da enzima para aumentar a sua vida de prateleira.

2.7 AIMPORTANCIA INDUSTRIAL DOS ESTERES

Os ésteres sao considerados uma das classes mais importantes de
compostos organicos e podem ser obtidos através de diferentes metodologias: 1)
reacao entre alcoois e acidos carboxilicos (esterificacdo) com a eliminacédo de agua;
2) reacOes de interesterificacdo, onde ocorrem trocas de grupos acilas entre ésteres
e acidos carboxilicos (aciddlise), entre ésteres e &alcoois (alcodlise) ou glicerdis
(glicerdlise) e entre ésteres (transesterificacdo); 3) através de fontes naturais por
destilacao e extracdo com solventes adequados ou por processos quimicos e, mais
recentemente, por biocatalise (Adachi e Kobayashi, 2005; Glvenca et al., 2002;
Chowdary et al., 2001; Alvarez-Macarie e Baratti, 2000).

A producédo biotecnologica de ésteres utilizando lipases tem recebido grande
atencdo devido as condicbes de reacbes brandas (temperatura, pH e pressao)
envolvidas, o elevado grau de pureza alcancado, bem como a aceitacdo destes

produtos na industria de alimentos (Martinez-Ruiz et al., 2008).

Os ésteres de sacarose, por exemplo, sdo conhecidos como bons
emulsificantes no campo da industria alimentar, farmacéutica e cosmética; o
palmitato de isopropila € usado em preparagdes medicinais para cosméticos, nas
quais € necessaria uma boa absorcdo do produto através da pele. Os ésteres de
acidos graxos de cadeia longa, como os oleatos, palmitatos e linolenatos sdo os
principais constituintes do biodiesel (Hazarika et al., 2002).

Os processos enzimaticos apresentam inUmeras vantagens em relacao aos
processos quimicos industriais. As enzimas utilizadas nos setores industriais sao

guase em sua totalidade produzidas por micro-organismos (Sharma et al., 2001;
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Hasan et al., 2006). Por isso, a sintese enziméatica do oleato de etila e de outros
ésteres do acido oléico em solventes organicos tém sido estudada utilizando-se
lipases de pancreas de porco e de varias fontes microbianas, como as de Mucor
miehei, Chromobacterium viscosum, Rhizopus oligospores, R. delemar, R. arrhizus,
Candida rugosa, Penicillium simplicissimum e Pseudomonas cepacia (Burkholderia
cepacia) (Bucala et al., 2006; Foresti e Ferreira, 2005; Foresti et al., 2005; Hazarika
et al., 2002; Maria et al., 2002).

A transesterificacdo catalisada por lipases é aplicavel aos Oleos vegetais
refinados e brutos. A sintese pode envolver o emprego de residuos de gorduras de
frituras, sebo e outros residuos de gorduras e diversos alcoois, como metanol,
etanol, propanol, isopropanol, butanol e isobutanol como substratos. A minima
concentracdo de &gua no meio reacional pode ter impacto positivo sobre a
produtividade de biodiesel, pois a camada de hidratacdo necessaria a atividade
enzimatica € mantida. A concentracdo de acidos graxos livres no 6leo pode ser muito

maior do que a rota quimica catalisada por alcalis (Ranganathan et al., 2008).

Gorduras contendo triacilglicerdis e acidos graxos livres sao facilmente
convertidos em biodiesel porque a enzima catalisa as reagdes de transesterificacéo,
podendo ser efetuada na presenca ou em meios isentos de solventes organicos.
Normalmente, em sistemas contendo solvente organico, as lipases catalisam a
conversdo de 6leo em biodiesel quando a aliquota global de alcool é adicionada no

inicio do processo (Ranganathan et al., 2008).

2.8. BIORREATORES E FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Os biorreatores mais comumente utilizados em processos em estado solido
sdo os biorreatores em bandeja, tambor rotativo, de leito fixo e de leito fluidizado
(Bianchi, 2001; Robinson e Nigam, 2003).

Na aplicacdo de biorreatores em escala industrial e piloto os maiores
problemas identificados estdo relacionados a transferéncia de calor e massa,
causados por compactacdo do meio, criagdo de caminhos preferenciais, que por sua
vez levam a aeracdo deficiente. No entanto, estes problemas podem ser minimizados

através de estratégias como a circulacdo de ar ao redor do leito do substrato e
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através deste e a utilizacdo de diferentes estratégias de agitacdo do leito. No
entanto, a questdo da agitacdo deve ser examinada com cautela, uma vez que
fungos que néo apresentem septo nas hifas podem ser pouco resistentes a agitacao

mecanica (Durand, 2003).

Os reatores mais simples sédo os reatores em bandeja e os de colunas de
leito fixo. Em escala de laboratorio comumente se utilizam placas de Petri,
erlenmeyers de boca larga, béqueres, e outros tipos de recipientes que promovam
uma boa superficie de contato entre o meio e o ar atmosférico. Usualmente em
escala reduzida somente se controla a temperatura do ambiente no qual o frasco
contendo o meio inoculado é incubado. Este tipo de estratégia é apropriada para
avaliacdes iniciais sobre os tipos de micro-organismos e meios adequados ao
processo de interesse, por ser pratica e de facil manuseio para um grande numero

de experimentos (Durand, 2003).

2.8.1 Biorreator tipo bandeja

O biorreator tipo bandeja é a configuragdo mais simples, onde uma fina
camada de substrato mais micro-organismo sao incubados em uma camara com
controle de umidade e temperatura. Esta tecnologia pode ser facilmente escalonada,
uma vez que o numero de bandejas pode ser aumentado para atingir a capacidade
de processamento exigida pelo processo. Embora esta tecnologia venha sendo
amplamente usada na industria, principalmente no Japao para a producdo de molho
de soja fermentado, a mesma apresenta o inconveniente de requerer uma ampla

area dentro da industria para o desenvolvimento do processo.

2.8.2 Biorreatores de leito fixo

Os biorreatores de leito fixo também sdo bastante utilizados em escala
laboratorial. Neste tipo de biorreator, o0 meio pré-inoculado € acondicionado em
colunas pequenas que séo incubadas em banho termostatico. Ar umido é forcado
através do leito, buscando expandir o mesmo, aumentando a superficie de contato e

assim propiciando uma melhor transferéncia de calor. O ar utilizado deve ser
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saturado em &gua para minimizar a evaporagdo. Este sistema facilita o
acompanhamento do crescimento microbiano através de técnicas de respirometria
(Sato e Sudo, 1999; Mitchell et al, 2003a). Este equipamento também apresenta

outras vantagens como o baixo custo e uso relativamente facil (Durand, 2003).

Com relacdo aos biorreatores de leito fixo, sdo apresentados varios
trabalhos, os quais usam em média 1,5 a 5kg de substrato. Roussos et al. (1993)
apresentaram um projeto de biorreator para operar em escala piloto, com capacidade
maxima de 40kg de substrato. Virtaten et al. (2008) usaram um biorreator de leito fixo
com capacidade para 40kg de substrato na producéo de biopesticidas. A literatura
apresenta inimeras aplicacbes de biorreatores de leito fixo para a obtencdo de
bioprodutos em FES. No entanto, todos os trabalhos foram realizados em escala de
laboratorio, usando no maximo 40kg de substrato. Mazutti et al., (2009), estudou a
cinética da producdo de inulinase em biorreator de leito fixo, utilizou 2kg de bagaco

de cana seca.

Em ambos os casos, ndo se encontram problemas referentes ao acumulo de
calor no interior do leito, devido ao pequeno volume de meio normalmente utilizado.
No entanto, em escala piloto ou industrial, os biorreatores de leito fixo apresentam
como desvantagem a dificuldade de se obter um crescimento microbiano uniforme e
na dissipacéo do calor (Robinson e Nigam, 2003). Assim, a formac&o de gradientes
de temperatura durante a fermentacdo € inevitavel e outras estratégias devem ser

utilizadas.

2.8.3 Biorreator de tambor rotativo

Nos biorreatores de tambor rotativo, o uso da rotacdo promove a agitacéo e
aeracdo do meio, sendo que estes biorreatores podem ainda ser utilizados em
processos continuos. Durante a fermentacdo é possivel se fazer uma pulverizacao
de agua na superficie do leito, permitindo desta forma o uso de ar seco para remover
o calor gerado durante a fermentacdo. No entanto, no substrato pode haver
problemas de aglomeracao ou atrito. O uso da agitacdo pode promover e facilitar a
transferéncia de massa e calor e uma distribuicdo mais uniforme dos nutrientes (Sato
e Sudo, 1999; Robinson e Nigam, 2003).
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Em um biorreator de tambor rotativo, a transferéncia de calor e, portanto, a
remocao do calor metabdlico, € limitada pela evaporacdo de agua das particulas de
substrato e pela perda de calor por conveccao através das paredes do biorreator
para o ambiente. Quanto maior a escala do processo fermentativo, a remocéo de
calor por evaporagédo torna-se mais importante que a perda de calor por convecgao
(Mitchell et al., 2003).

Uma das maiores vantagens dos biorreatores do tipo tambor rotativo € a
possibilidade de adicdo de agua durante a fermentacdo, por exemplo, pela aspersao
de uma fina camada sobre o substrato durante o movimento de rotagdo do tambor.
Isto implica dizer que a remocéo de calor por evaporacdo pode ser usada como o
principal mecanismo de retirada de calor do meio sem limitar o crescimento

microbiano devido & diminuicdo da umidade do meio.

2.8.4 Biorreator de leito fluidizado e de leito agi  tado

A principal diferenca entre os biorreatores do tipo tambor rotativo e os
biorreatores de leito fluidizado e de leito agitado € a maneira pela qual ocorre o
sistema de aeracdo do leito. Em biorreatores de leito fluidizado e reatores de leito
agitado o ar é injetado diretamente no leito contendo o substrato, como ocorre nos
biorreatores de leito fixo, melhorando consideravelmente a area de contato entre o
gas e as particulas sélidas, enquanto que no biorreator de tambor rotativo o ar é
injetado no headspace do biorreator. No caso de biorreatores do tipo leito fluidizado,
0S mesmos nao podem ser assumidos perfeitamente agitados, mas a remog¢ao de
calor por conveccdo € efetiva, de maneira que o balanco de energia é
desconsiderado na grande maioria das vezes, limitando-se somente ao balanco de
massa, especificamente, o balanco para agua (Mitchell et al., 2003). No caso de
biorreatores de leito agitado, diversos mecanismos de agitacdo tém sido empregados
como alternativas para obter uma melhor uniformizacdo das propriedades do leito.
Mitchell et al. (2000) apresentam varias configuragdes diferentes de biorreatores de
leito agitado, onde, na grande maioria dos casos, a agitacdo é realizada pelo uso de
pas dispostas no centro do biorreator.
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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 de oxigénio sdo iguais em todo o leito. No entanto,
com o decorrer do processo, surgem problemas na difusdo de oxigénio e
transferéncia de calor, por compactacdo e encolhimento do meio. O calor e gases
gerados nas reacOes tendem a se acumular no leito, formando gradientes. Este
problema € bastante complexo e pode afetar o controle de dois parametros
fundamentais como a temperatura e o conteudo de agua no meio sélido, que por sua
vez podem levar a mudangas nas condicdes operacionais, prejudicando o
andamento do processo (Sangsurasak e Mitchell, 1998; Bianchi, 2001; Raghavarao

et al., 2003; Durand, 2003; Robinson e Nigam, 2003).

Poucas melhorias tém sido desenvolvidas em termos de biorreatores para
FES. Na maioria dos casos, o escalonamento se baseia em procedimentos empiricos
e na mecanizacdo de fermentadores de leito ou bandejas, utilizando-se agitadores
mecanicos planetéarios ou diferentes tipos de tambores rotativos (Durand, 2003). No
entanto, avancos significativos tém sido realizados no sentido de desenvolver
abordagens quantitativas da transferéncia de calor e massa em biorreatores de FES
(Mitchell et al., 2003a) e desenvolvimento de modelos matematicos de biorreatores e

de crescimento microbiano (Von Meien e Mitchel, 2002; Mitchell et al., 2003).
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2.9 CONSIDERACOES FINAIS

A revisdo bibliografica apresentada nesse capitulo permitiu concluir que as
lipases microbianas apresentam um grande potencial em aplicacées biotecnologicas.
O conhecimento das caracteristicas da lipase produzida e as variaveis que envolvem
0 processo de obtencdo da enzima como: condi¢coes de extracdo, pH, temperaturas
Otimas de atuacdo, estabilidade quando armazenadas em altas e baixas
temperaturas e a especificidade pelo substrato sdo de extrema importancia para

determinar suas possiveis aplicacoes.

A busca pela reducdo dos custos de producdo de lipases faz com que
aumente as investigacdes sobre substratos e principalmente formas de fermentacoes
para que a obtencdo da enzima se torne viavel economicamente. Atualmente, os
processos de fermentacdo em estado solido vém ganhando espaco e a atencdo de
pesquisadores por apresentar vantagens econOmicas perante a fermentagéo
submersa, porém sao necessarios estudos mais aprofundados no que se refere ao

comportamento do processo em aumento de escala e emprego de biorreatores.

O aumento de escala, por sua vez, requer o desenvolvimento de modelos
matematicos confiaveis que possam ser utilizados como ferramentas de projeto,
otimizacdo e controle do processo. A escolha certa da configuracdo do biorreator,
obrigatoriamente, determinard& o bom desenvolvimento deste tanto na escala

laboratorial como na industrial.

Contudo, € de grande importancia a execug¢do de estudos na busca de
processos e condigcbes aprimoradas para maior conhecimento do processo em
grande escala para a producdo de lipases em biorreatores, visando um maior
rendimento em pouco tempo e utilizando meios de baixo custo que disponibilizem um

resultado breve.
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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 a caracterizacdo de lipases extracelulares obtidas por fermentacdo em
estado solido (FES) utilizando residuos agroindustriais como substratos e o fungo

Penicillium brevicompactum.
3.1 MATERIAIS

Os principais reagentes e meios de cultura utilizados no decorrer deste

trabalho foram:

. Acetona (Quimex);

. Biftalato de Potassio (Nuclear);

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

. Casca de arroz (Josapar, Pelotas, RS);

. Casca de soja (Olfar, Erechim, RS);

. Etanol 95% (Quimex);

. Farelo de arroz (Josapar, Pelotas, RS);

. Farelo de soja (Olfar, Erechim, RS);

. Fenolftaleina (Nuclear);

. Fosfato de sédio (Vetec);

. Hidréxido de sddio (Nuclear);

. Meio PDA (Batata, Dextrose, Agar) (Acumedia);
. Metanol seco (max. 0,005% H,0) (Merck);

. n-propanol (Vetec);

. Oleo de oliva (Arisco), 6leo de soja (Soya), 6leo de coco;
. Sulfato de aménio (Synth);

. Tween 80 (Vetec);

. Uréia (Synth).
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3.2 EQUIPAMENTOS
Os principais equipamentos utilizados no decorrer deste trabalho foram:

. Agitador orbital (Marconi MA-410);

. Agitador magnético (Fisatom);

. Balanca analitica (Bel Engineering);

. Biorreator de leito fixo;

. Céamara de fluxo laminar (Pachane);

. Dessecador com silica (Vidralabor, Thermex);

. Estufa com circulacdo de ar (Fanem, modelo 320SE);
. Freezer -80°C (Hitachi);

. Germinadora para incubacéo (Tecnal TE-401);

. Liofilizador (Edwards Modulyo);

. Microondas Philco (modelo PMW 110);

. Microscopio (Leica);

. Medidor de pH digital (Gehaka, modelo PG2000);

. Mixer manual (Black e Decker);

. Titulador automatico (Mettler Toledo DL 50 Graphix).

3.3 METODOS

A seguir serdo apresentadas detalhadamente as metodologias experimentais
empregadas para obtencéo de lipases extracelulares com atividade de esterificacéo,
através de fermentacdo em estado solido (FES) investigando diferentes residuos
agroindustriais como substratos. De forma sucinta, estdo apresentadas as etapas
realizadas visando o estudo da producé&o da lipase com atividade de esterificacéo:

a) Ensaios para a producao da lipase:

* Avaliacdo da producédo da lipase e da suplementacdo do meio com
residuos agroindustriais (ureia, melaco e 6leo de soja), com atividade
de esterificacéo através da cepa de Penicillium brevicompactum.

» Concentracdo do extrato enzimatico com sulfato de amdonio:

b) Producao de lipase em biorreator de leito fixo:
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* Avaliacdo da producdo de lipase com atividade de esterificacdo do
extrato enzimatico bruto.

» Concentracdo do extrato enzimatico bruto com sulfato de amonio.

c) Caracterizacdo bioquimica da lipase com atividade de esterificacao:
» Determinacédo da estabilidade da lipase bruta liofilizada, em termos de
altas temperaturas (40,50 e 60C).
» Determinacédo da estabilidade da lipase bruta liofilizada, em termos de
baixas temperaturas (4C, -10C e -80C).
» Avaliacdo da especificidade dos extratos enzimaticos com atividade de
esterificacdo em:
Acidos: laurico (C12:0) , oléico (C18:1) e butirico (C4:0).
Alcoois: Metanol, etanol, n-propanol e butanol.
* Avaliacdo da especificidade dos extratos enzimaticos com atividade de
esterificacdo em diferentes triglicerideos: 6leo de oliva, 6leo de soja e

6leo de coco.

3.3.1 Micro-organismo

O fungo Penicillium brevicompactum foi isolado previamente por Freire
(1996) a partir do flotado da fermentacdo natural de améndoas de babacu. Este
fungo foi selecionado como bom produtor de lipase utilizando-se metodologias de
selecdo em meio solido e liquido, descritos na literatura (Freire, 1996).

3.3.2 Manutencéo da cepa

Para a manutencédo, as cepas do fungo foram crescidas em meio (PDA-
potato dextrose agar) durante sete dias a 30T e entdo as colénias foram raspadas
através de alca de platina e adicionadas em tubos com solugdo aquosa estéril
contendo 50% de glicerina bi-destilada (87% pureza), Tween 80 (0,1% v/v) e NacCl
(0,9% m/v). A solucdo contendo esporos foi transferida para criotubos de 1,5mL
estéreis e conservada a -18<C. A propagacédo de espo ros para posterior fermentacao
foi feita por um periodo de 7 dias a 27,5C.

27



Capitulo 3 Materiais e Métodos

3.3.3 Fermentacédo em estado solido (FES)

Nessa etapa as cepas foram inoculadas em farelo de arroz e casca de arroz,
farelo de soja e casca de arroz, farelo de soja e casca de soja, baseando-se nas
condicdes estabelecidas pelo planejamento de experimentos. Apds a fermentacéo,
avaliou-se a atividade de esterificacdo no extrato bruto e extrato precipitado, ambos

liofilizados.
3.3.3.1 In6culo

O meio para a produgdo do in6culo do fungo constituiu-se de frascos
Erlenmeyer de 500mL contendo 100mL de meio (BDA). O meio esterilizado foi
inoculado com 0,5mL de suspensao de esporos obtida a partir de estoque, sendo
entdo incubado por sete dias a 27,5C. A coleta dos esporos foi realizada
adicionando-se 10mL de solu¢do aquosa Tween 80 (0,1% v/v) e pérolas de vidro

estéreis ao frasco para uma melhor remogdo dos mesmos.

A suspenséao resultante foi armazenada a 4C até a sua utilizagdo, por um
tempo maximo de 15 dias. Para a contagem de esporos, 1mL da suspensao era
retirado assepticamente e diluido de 10 a 1000 vezes em solucdo aquosa estéril de
Tween 80. A suspensédo resultante foi transferida para a camara de Neubauer
(Prolab) para a contagem dos esporos. A concentracdo da suspenséo foi ajustada

para se alcancar 1,5 X 10’ esporos/g de substrato seco (Freire, 1996).
3.3.3.2 Substratos

Os substratos utilizados como suporte no processo fermentativo para a
producdo de lipases por fermentacdo em estado soélido (FES) foram: farelo de soja
(FS) e casca de soja (CS), que consiste no residuo da extracdo do oleo de soja,
obtido ap6s a prensagem de grédos e extragdo com solventes, doado por uma
industria de 6leo de soja local (Olfar, Erechim, RS), o farelo de arroz (FA) e a casca
de arroz (CA), que é um subproduto do processo de beneficiamento do arroz, obtido

em uma industria de parboilizacao de arroz (Josapar, Pelotas, RS).

Todos o0s substratos foram estocados a -15°C e foram utilizados como

recebidos, sem tratamento prévio.
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3.3.3.3 Estudo da producéao de lipases

Neste item serd apresentada a metodologia utilizada para a producdo de
lipases em béqueres e em biorreator de leito fixo utilizando residuos agroindustriais
como farelo de arroz e casca de arroz, farelo de soja e casca de soja por
fermentacdo em estado solido.

A técnica de planejamento de experimentos € uma ferramenta estatistica que
permite determinar as variaveis que exercem maior influéncia no desempenho de um
determinado processo, assim como avaliar possiveis inter-relagées 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 € a reducédo do numero de experimentos e

a consequente reducao de custos (Rodrigues e lemma, 2005 ).

Dois planejamentos fatoriais 2° foram conduzidos e as amostras foram
analisadas por 72 horas. A andlise de superficie de resposta foi utilizada para avaliar
a influéncia das variaveis nas condi¢cdes de cultivo para a producdo de lipases em

fermentacdo em estado solido. Esta etapa do trabalho foi realizada em béqueres.

Nos planejamentos experimentais 1 e 2, farelo de arroz foi utilizado como
substrato. A temperatura foi fixada em 30T e a con centracdo de esporos em 1,5x10’
esporos/(g farelo seco). Cabe ressaltar que a diferenca entre os dois planejamentos

€ suplementacao com 6leo de soja no planejamento 2.

Tabela 3 - Variaveis e niveis estudados nos planejamentos 1 e 2.

Variaveis Niveis
-1 0 1
Melaco (%) 0 2 4
Ureia (%) 0 1 2

29



Capitulo 3 Materiais e Métodos

3.3.4 Avaliacdo da producéo de lipase por fermenta  ¢éo em estado solido (FES)

em béqueres

O farelo sem classificacdo prévia foi utilizado nas fermenta¢cdes conduzidas
por 72 horas em béqueres de polipropileno de 600mL tampados com manta acrilica
hidrofébica, contendo 10g de farelo seco com umidade fixada de 80% com agua
destilada. Apoés esterilizacdo (121C, 15min) os béqueres foram inoculados e
incubados em camara climatizada (Tecnal TE-410). Para a inoculacdo do fungo,
utilizou-se 2,5mL de inoculo com concentracdo de esporos ajustada para obter-se
1,5x10’ esporos/g de farelo seco, incubando-se a 30C.

3.3.4.1 Suplementacdo do meio

Os suplementos testados foram: dleo de soja, melaco de cana de agucar pre-

tratado e uréia, nas propor¢des descritas conforme o planejamento de experimentos.

Para a realizacdo das suplementagfes foram preparadas emulsdes com
agua deionizada e a concentracdo do respectivo suplemento, homogeneizando-se
com mixer por aproximadamente 3 minutos, levando-se em consideracdo 0s niveis

avaliados no planejamento de experimentos.

O volume de emulsé&o adicionado ao farelo foi padronizado em 2mL. O ajuste
de umidade foi realizado com agua destilada estéril, levando-se em consideracéo a
guantidade de agua presente no indculo e a umidade natural dos farelos brutos. As
emulsdes foram adicionadas por gotejamento manual com auxilio de pipetador, de
forma que toda a é&rea do farelo fosse recoberta, melhorando assim a
homogeneidade do meio. A umidade do meio foi fixada em 80%. Os béqueres foram

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

Apés a esterilizagcdo, procedeu-se a inoculacdo do farelo com uma
suspensdo de esporos de 1,5x10’ esporos/(g de farelo seco). Os béqueres foram
inoculados em camara a 30C, com injecdo de ar umido, de forma a manter a

umidade relativa do ar no interior da camara superior a 90%.

As fermentacdes foram realizadas em triplicata com a retirada das amostras

apo6s 72 horas de fermentacao.
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3.3.5 Estudo da producéo de lipase em biorreator de leito fixo

As fermentacdes foram realizadas em biorreator de leito fixo com capacidade
util de 4kg de casa de arroz seca. O biorreator consiste de um cilindro de 34cm de
diametro e 50cm de altura. A Figura 1 apresenta um diagrama esquematico do
biorreator de leito fixo. O biorreator foi conectado a duas estratégias de aeracao:

umidificador de ar e/ou secador de ar.

1) O umidificador de ar: fornece ar com umidade relativa entre 95-100%,
consiste de um cilindro de PVC disposto horizontalmente antes da entrada do ar no
biorreator. O ar seco fornecido por um compressor de ar foi bombeado diretamente
dentro do umidificador usando um difusor, onde o ar permanecia em contato com a
agua por um tempo suficiente para que fosse obtido ar saturado a uma temperatura
de 30C.

2) O secador de ar: consistia de uma resisténcia disposta antes da entrada
de ar no biorreator. O ar seco, também fornecido por um compressor de ar, foi
bombeado para dentro da resisténcia em (30C). Inde pendente do tipo de ar injetado

para dentro do biorreator, 0 mesmo percorria todo o leito, até sua saida no topo.

Figura 1 - Diagrama esquematico do biorreator de leito fixo: a) compressor; b)
umidificador; c¢) controle de vazdo, temperatura e umidade; d) sensores de

temperatura; e) medidor de CO,, temperatura e umidade.
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Foram realizadas trés fermentagdes no biorreator com diferentes substratos
sendo que a primeira consistiu de uma mistura de 1kg farelo de arroz e 1kg casca de
arroz, 68 horas de fermentacdo. A segunda fermentacao foi realizada utilizando 2kg
de farelo de soja e 2kg de casca de arroz, 48 horas de fermentacéo e a terceira
utilizou uma mistura de 2kg de farelo de soja e 2kg de casca de soja, em 48 horas de
fermentacdo. Todos os experimentos foram realizados com suplementacédo de o6leo
de soja (3%), melaco de cana de acucar pré-tratado (4%) e ureia (2%). A umidade
dos substratos foi fixada em 55% (Base seca - p/p) e autoclavado a 121T por 15
minutos. Em seguida, 1000mL de in6culo foi adicionado ao meio e deu-se inicio a

fermentacéo.
3.3.5.1 Monitoramento da temperatura

As temperaturas de entrada (Ocm) e saida do biorreator (40cm), bem como
as temperaturas ao longo da altura do biorreator (10, 20, e 30cm), foram
constantemente monitoradas através de um sensor de temperatura PT100 (NOVUS,

Brasil).
3.3.5.2 Monitoramento da produgcao de CO »

Também foi avaliado o metabolismo respiratério do micro-organismo,
determinando a producdo de CO,, de modo que o ar de saida do biorreator foi
analisado por um sensor de CO, gasoso baseado na refracdo das ondas de
infravermelho (CARBOCAP GMT220, VAISALA, Inc, Finlandia) com sinal de saida
linearmente convertido para 4-20mA. O sensor foi conectado a placa de aquisi¢cao de
dados (FIELDLOGGER NOVUS, Brasil), com um intervalo de 1 minuto entre cada

aquisicao.
3.3.5.3 Processo de extracao da enzima

Apos a fermentagcdo em biorreator de leito fixo, foram retiradas amostra do
farelo fermentado em diferentes alturas, divididas em topo, meio e fundo.

Em seguida, o processo de extracdo foi realizado em erlenmeyeres de
250mL, onde ao meio fermentado era adicionado tampéao fosfato de sédio 100mM pH
7,0, na razdo 1.5 (10g de farelo fermentado para 50mL de tampé&o fosfato). Estes
frascos foram incubados por 20min a 35 e 200rpm e m agitador orbital. Ap6s a
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incubacédo, as mesmas foram filtradas, utilizando-se tecido de nylon e presséo
manual obtendo-se o extrato enziméatico bruto (Vargas et al., 2008).

A atividade enzimatica foi determinada segundo metodologia descrita
posteriormente. Todas as analises de atividade foram realizadas em triplicata. A
determinacao de atividade enzimética deve ocorrer em sistema com baixo conteddo
de umidade, por isso foi necessario realizar a desidratacdo do extrato aquoso obtido
apos o processo de extracdo da enzima da matriz sélida, no qual foi empregado o

processo de liofilizagéo.

Os extratos foram dispostos em camadas de um centimetro de espessura em
placas de Petri e entdo submetidas ao congelamento a -80C por 24 horas como
fase preparatéria do procedimento de liofilizacdo (Persson et al., 2002). As amostras
foram entdo levadas ao liofilizador, onde através do processo de sublimagdo em
condicdes de vacuo, a 4gua livre presente no congelado foi removida. As amostras
secas foram acondicionadas em frascos de vidro, lacrados, codificados, vedados e

armazenados.
3.3.6 Determinagé&o da atividade de esterificagdo

A atividade de esterificacdo do extrato enzimatico bruto liofilizado foi
quantificada através da reacéo de sintese do acido oléico e etanol (razdo molar 1:1)
(Langone et al., 2002; Bernardes et al., 2007, modificado). A reac¢ao foi conduzida a
40<C, 150rpm por 40min. Esta foi iniciada pela adic¢ &o do extrato liofilizado (0,1g) ao
meio reacional, em frascos de vidro tampados e mantidos em agitador orbital. Foram
retiradas aliquotas (triplicata) de 500uL do meio reacional e a reagao foi interrompida

pela adicdo de 20mL de uma solucdo de acetona/etanol 1:1 (v/v).

Os acidos graxos ndao consumidos na reacao foram titulados até pH 11,0
com uma solucdo de NaOH 0,035N. Os brancos reacionais foram preparados
retirando-se aliquotas (triplicata) de 500uL e interrompendo-se a reagcdo com 20mL
da solucdo de acetona/etanol 1:1 (v/v). Os brancos foram também titulados até pH
11,0 com solugao de NaOH 0,035M. As dosagens de atividade foram feitas em

triplicata para cada amostra liofilizada.
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Uma unidade de atividade lipasica foi definida como a quantidade de enzima
necesséria para consumir 1umol de acido graxo por minuto nas condi¢des descritas,

determinada por meio da Equagéo 1.

(Vb —Va)xMx1000x Vf
t.M ELVc

AE =

Equacédo 1
Onde:
AE = atividade de esterificacdo (U/g);
V, = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada ap6s 40min (mL);
V,, = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo 0 (mL);
M = molaridade da solucdo de NaOH,;
V= volume final de meio reacional (mL);
t = tempo (min);
MgL = massa da preparagéo enzimatica liofilizada utilizada na reagédo (g);

V. = volume da aliquota do meio reacional retirada para titulagéo (mL).
3.3.7 Concentracao da lipase

De acordo com a metodologia desenvolvida por Menoncin et al. (2008), o
processo de precipitacao foi realizado com a adicdo de 150mL do extrato enzimatico
bruto em um béquer de 500mL, ao qual foi acrescentado sulfato de aménio (Vetec)
até a concentracdo de 60% de condicdo de saturacdo. O béquer com a mistura foi
mantido em banho de gelo a 4C, com agitacao consta nte, controlando-se o pH em
7,0 com a adicdo de NaOH 20%.

O extrato enzimatico contendo o sal foi transferido para tubos de centrifuga e
mantido a (-10C) durante 5 horas. Transcorrido o tempo, o mesmo foi centrifugado a
4T por 5400xg durante 30 min, separando a fracdo protéica. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado removido com uma pequena quantidade de tampé&o
fosfato de sédio 100mM pH 7,0 ( Shu et al., 2006; Menoncin et al., 2009).
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As amostras foram entdo congeladas a -80CT e liofil izadas por 48 horas. As
determinacdes de atividade de esterificacdo foram realizadas conforme descrito

anteriormente.
3.3.8 Caracterizacao parcial do extrato enzimatico  bruto
3.3.8.1 Especificidade do extrato enzimatico com at  ividade de esterificacao

Para a determinacéo da especificidade do extrato enzimatico com a atividade
de esterificacdo, utilizou-se o extrato bruto nas condicbes maximizadas, e
previamente liofilizado. Os extratos enziméticos, produzidos através de fermentacéo

foram caracterizados frente a diferentes alcoois e acidos graxos.
« Alcoois

A seletividade do extrato enzimatico bruto liofilizado foi avaliada em
diferentes &lcoois (metanol, etanol, n-propanol e n-butanol) através da determinacéo

da atividade de esterificacao.
« Acidos Graxos

A seletividade da enzima do extrato enzimético bruto liofilizado, foram
avaliadas em &cido laurico (C12:0), oléico (C18:0) e butirico (C4:0) (Bradoo et al.,
2002). A atividade enzimatica foi determinada de acordo com o procedimento

padrédo, descrito anteriormente.
3.3.8.2 Estabilidade em altas temperaturas

Para a determinacdo da estabilidade térmica, o extrato bruto enzimatico
liofilizado foi incubado em diferentes temperaturas (40, 50 e 60°C). A atividade de
esterificagdo foi monitorada até a perda total de atividade em intervalos periodicos de
24 horas.

3.3.8.3 Estabilidade em baixas temperaturas

Foram armazenadas amostras do extrato bruto enzimatico liofilizado
utilizando diferentes substratos (farelo de arroz e farelo de soja) em geladeira (4°C),
congelador (-10°C) e em freezer (-80C). A atividad e de esterificacdo foi medida
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periodicamente a cada 10 dias, a fim de monitorar a estabilidade das mesmas em

diferentes temperaturas de armazenamento.

3.3.9 Estudo preliminar da alcodlise de Oleo vegeta | utilizando lipase de

Penicillium brevicompactum como catalisador
3.3.9.1 Substrato e solvente

O Oleo de soja, o 6leo de cbco, e o Oleo de oliva foram escolhidos como
substratos a serem utilizados na alcodlise enzimatica em solvente organico. Alcool
etilico (Merck, 99% de pureza), foi utilizado nos experimentos como substrato e o
solvente organico escolhido para a realizacéo deste estudo foi n-hexano PA (Merck)
(Faccio, 2004).

3.3.9.2 Procedimento experimental para a reagéo

Os experimentos foram realizados em erlenmeyers de 250mL, previamente
fechados com tampa de vidro. As quantidades de 6leo e solvente (n-hexano) foram
mantidas fixas em 1g e 40mL, respectivamente. A concentracdo de lipase foi fixada
em 40% (m/v). 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 200rpm por 8 horas. Apés decorrido o tempo de reacéo, a
amostra foi filtrada e levada a evaporacao do solvente em estufa na temperatura de
60T, e entdo diluida em 10mL de n-heptano. Seguind o este procedimento, a fase
superior torna-se concentrada em ésteres etilicos (biodiesel) e a fase inferior contém
os demais produtos da reacao (mono e diglicerideos, glicerol e impurezas) e também
0s substratos ndo reagidos (6leo e etanol). A conversdo da reacédo foi determinada

conforme metodologia descrita a seguir.
3.3.9.3 Determinacéo da conversao da reacao

As amostras foram preparadas apds a evaporacdo do etanol ndo reagido,
transferindo-se 250uL da amostra para um baldo volumétrico de 10mL completando
o volume com n-heptano. ApGs transferiu-se uma aliquota desta solugédo para um
baldo de 1mL, a fim de obter uma concentragcdo de 1000mg/L e adicionou-se 0
padrao interno (metil heptadecanoato) na concentracdo de 250mg/L, utilizando como

solvente n-heptano.
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A solucao foi entéo injetada (1mL) em triplicata em um cromatdgrafo gasoso
nas condicdes cromatograficas estabelecidas pela norma EM 14103 (2001),
verificando a determinacdo do percentual de ésteres etilicos nas amostras e,
consequentemente, o valor da conversdo da reacdo. As condigcBes cromatograficas
consistem basicamente da inje¢cdo de amostras em um cromatografo gasoso com
detector de ionizagcdo de chama (CG/FID Shimadzu modelo GC 2010) equipado com
injetor automatico AOC-20i e uma coluna capilar RTX-Wax (30m x 0,25mm X
0,25mm), com as seguintes condi¢des cromatograficas: temperatura inicial da coluna
de 120, permanecendo 1 minuto nesta condi¢do e fi nalmente aumentando-se a
uma taxa de 15C/minuto até 230C permanecendo nest a condi¢cdo por 2 minutos.
Hélio era utilizado como gas de arraste e a temperatura do injetor e detector eram de
2507 e a taxa de split de 1:50.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTUDO DA PRODUCAO DE LIPASE

4.1.1 Ensaios da producdo de lipase em béqueres

Foram realizados 2 planejamentos preliminares em béqueres para avaliar a
producdo da enzima. No primeiro planejamento utilizou-se como substrato farelo de
arroz (FA) suplementado com ureia e melago, nos valores determinados pelo
planejamento de experimentos, umidade de 80% e 72 horas de fermentacéo.
Convém salientar que a temperatura e a concentracdo de esporos foram fixados em
30T e 1,5x10  esporos/(g farelo seco), respectivamente. No segundo planejamento
adicionou-se 3% de Oleo de soja na fermentagdo além dos outros componentes

utilizados no primeiro planejamento experimental.

Os resultados obtidos no planejamento 1 em termos de atividade de
esterificagdo do extrato enzimético bruto, para a fermentacdo em 72 horas, 80% de
umidade sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Matriz do planejamento experimental (1) (valores reais e codificados) com

as respostas da atividade de esterificacdo do extrato enzimatico bruto.

Atividade de
Ensaio Melaco (%)  Ureia (%) esterificagao
(Ulg)
1 -1(0) -1(0) 89,23
2 1(4) -1(0) 50,42
3 -1(0) 1(2) 15,86
4 1(4) 1(2) 106,02
5 0(2) 0(1) 53,66
6 0(2) 0(1) 49,82
7 0(2) 0(1) 43,71

De acordo com os valores apresentados nesta tabela pode-se observar que
a maxima atividade de esterificacdo obtida ocorreu no ensaio 4 (106,02U/g), com o
meio suplementado com 4% de melaco e 2% de ureia. O ensaio 1 conduziu a
segunda maior atividade de esterificacdo, condicdo experimental sem

suplementacao, no qual uma atividade de 89,23U/g foi obtida. No ensaio 3 ocorreu a
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menor atividade enzimatica no meio suplementado com 2% de ureia. A menor

atividade pode estar relacionada a falta de carbono no meio de fermentacéo.

Segundo Rodriguez et al. (2006) a suplementacdo de bagaco de cana de
acucar para producao de lipase com o fungo Rhizopuz homothallicus com adi¢cédo de
0,8% de ureia ao meio solido proporcionou aumento da atividade em torno de 6

vezes comparada a suplementacéo com o6leo de soja como fonte de carbono.

Em seu estudo, Ferraz (2010) observou que as maiores atividades de
esterificacdo por FES para a levedura Sporobolomyces ruberrimus em meio sem
suplementacao foram de 116,35 (em 72h); 128,88 (em 48h) e 269,39 (em 48h) U/g
de substrato seco (gss) para bagaco de cana, farelo de arroz e farelo de soja,

respectivamente.

Silva et al. (2010) observou que a maxima atividade (15,88U/g) para a FES
com P. verrucosum utilizando como meio farelo de mamona foi obtida em 72 horas
de fermentacdo (U=55%) sem suplementacdo de melaco, ureia e 6leo de soja.
Porém, neste mesmo estudo, utilizando o fungo Penicillium brevicompactum em meio
utilizando torta de babacu, a maior atividade lipasica (98,78U/g) ocorreu na umidade
de 65% em 96 horas de fermentacéo. Neste caso, o meio foi suplementado com 2%

de melaco, 1% de ureia e 1 % de 6leo de soja.

A anadlise estatistica dos dados permitiu a construcdo de um modelo
matematico codificado, o qual é apresentado na Equacédo 2. O mesmo foi validado,
com 95% de confianga, pela andlise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela
5, onde observa-se que o coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,99 e o F calculado
foi de 53,15, enquanto o F tabelado foi de 19,24 (F calculado 2,76 vezes maior que o
F tabelado). Com o modelo validado foi possivel construir a superficie de resposta

juntamente com a curva de contorno, apresentadas na Figura 3.

AE =49,06 + 12,83 * ME + 16,31 ME2- 4,44 * U + 32,24 * ME * U

Equacéo 2

Onde:

AE: Atividade de esterificacdo em 72 horas de fermentacgao (U/g)
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U: Ureia (%)

ME: Melaco (%)

Tabela 5 - Analise de variancia para a atividade de esterificagdo no tempo de 72

horas utilizando P. brevicompactum e farelo de arroz como substrato.

Fontes de Soma dos Graus de Soma dos F
o ; guadrados
variacao quadrados liberdade N calculado
médios
Regresséo 5353,34 4 1338,33 53,15
Residuo 50,37 2 25,18
Total 5403,71 6

Fu, 19,24 R?=0,99

A superficie de resposta na Figura 2 (a) mostra que os valores maximos de
atividade de esterificagcdo encontram-se na regido correspondente a 4% de melaco e
2% de ureia, o que pode ser melhor visualizado na curva de contorno (Figura 2 (b)).
Através dessa andlise fica evidente que a interacdo entre ureia e melago resulta em

uma maior atividade.

A temperatura e a composicao dos substratos (carbono, nitrogénio, minerais
e pH) também devem ser levados em consideracdo, pois podem ativar ou inibir a
producdo da enzima. Portanto, € interessante ainda ressaltar que a producdo das
lipases esta relacionada a éarea total do substrato e a faixa de pH ideal esta

associada com a ativacdo do sitio catalitico das hidrolases (Fojan et al., 2000).
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Figura 2 - Superficie de resposta para atividade de esterificacdo (a), curva de
contorno (b), extrato bruto, planejamento 1.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados do planejamento 2, referente ao
extrato enzimético bruto obtido com a adicdo de 3% de Oleo de soja, em 72 horas de
fermentacdo utilizando farelo de arroz como substrato. A analise desta tabela permite
verificar que a maior atividade de esterificacdo (127,90U/g) foi obtida no ensaio 12,
na condicdo equivalente a adicdo de 2% de melaco e 1% de ureia. Nota-se em todos
0S ensaios um aumento da atividade com o meio suplementado com 3% de 6leo de
soja. A menor atividade foi observada no ensaio 8 (96,50U/g), sendo ainda assim

superior a obtida no planejamento 1, sem a suplementacdo com 6leo de soja.

Tabela 6 - Matriz do planejamento experimental (2) (valores reais e codificados) com

a atividade de esterificagdo, extrato enzimético bruto com 3% de 6leo de soja.

Atividade de

Ensaio Melago (%)  Ureia (%) esterificacao
(Ulg)
8 -1(0) -1(0) 96,50
9 1(4) -1(0) 123,01
10 -1(0) 1(2) 101,87
11 1(4) 1(2) 110,06
12 0(2) 0(1) 127,90
13 0(2) 0(1) 117,50
14 0(2) 0(1) 118,00

Véarios estudos comprovam a eficacia da suplementacdo de meios de

fermentacdo com Oleos vegetais, utilizados como fontes extras de carbono para a
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producédo de lipases em FES. He e Tan (2006) obtiveram méxima producao de lipase
de Candida sp. 99-125 com o meio contendo 6leo de soja (4,185%), atingindo uma
atividade de 6230U/mL.

Segundo Rodriguez et al. (2006), que pesquisaram diferentes 6leos como
fonte de carbono para o crescimento do Rhipozopus homothallicus, quando o 6leo &
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.

A adicdo 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, o 6leo de oliva e milho. A producédo de lipases 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 60U/g (Damaso et al., 2008).

Conforme Montesinos et al. (1996), substratos insollUveis 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,

guando 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 aplicacao
desejada, o meio basal pode ser diferentemente enriquecido para crescimento da

cultura e/ou a producédo de metabalitos, como as enzimas (Rigo et al., 2010).

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

Com a analise estatistica dos resultados de atividade de esterificacdo do
extrato enzimético bruto, apresentados na Tabela 6, foi possivel estimar os efeitos

das variaveis estudadas. Observa-se no grafico de Pareto apresentado na Figura 3.
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gue as variaveis, dentro das faixas estudadas, ndo apresentaram efeito significativo

(p<0,05) na atividade de esterificacdo do extrato enzimatico bruto.

melago(Q)

(1)melago(L)

(2)ureia(L)

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 3 - Efeitos das variaveis manipuladas sobre a atividade de esterificagdo do

extrato bruto liofilizado referente ao planejamento experimental 2.

4.1.2 Concentracdo do extrato enzimatico com sulfat o de aménio

De acordo com resultados obtidos previamente (Menoncin et al., 2008), no
estudo da precipitacao da lipase de Penicillium verrucosum, a saturagao de 60% com
sulfato de aménio e 5 horas de precipitacdo foram definidos como a condicdo que
conduziu aos melhores resultados e, desta forma, esta condigao foi utilizada no
presente estudo. A faixa de concentracédo de 60-70% de saturacéo foi descrita como
adequada para a 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., 2001; Prazeres et al., 2006).

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados obtidos do planejamento 1, com
a atividade de esterificacdo do extrato enzimético concentrado com 60% de sulfato
de amoénio, para a FES em 72 horas, 80% de umidade utilizando farelo de arroz

como substrato.
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Tabela 7 - Matriz do planejamento experimental (1) (valores reais e codificados) com
a atividade de esterificagdo do extrato enzimatico concentrado com sulfato de

amonio 60% de saturacéo e extrato bruto.

Atividade de Atividade de
esterificacao (U/g) esterificacdo (U/g)
Ensaio Melaco (%) Ureia (%) Ext. Precip. Ext. Bruto
1 -1(0) -1(0) 101,31 89,23
2 1(4) -1(0) 34,57 50,42
3 -1(0) 1(2) 18,92 15,86
4 1(4) 1(2) 17,36 106,02
5 0(2) 0(1) 43,25 53,66
6 0(2) 0(1) 59,97 49,82
7 0(2) 0(1) 48,2 43,71

De acordo com os dados apresentados na Tabela 7, observa-se que o maior
valor de atividade de esterificacdo (101,31U/g) foi obtido no ensaio 1, apds a
concentragcdo, em meio sem suplementacédo de ureia e melago. No ensaio 2 e 4 a
atividade diminuiu, e nos ensaios 1, 3, 6 e 7 a atividade aumentou, quando
comparadas com o extrato enzimatico bruto.

A analise estatistica dos resultados apresentados na Tabela 7 permitiu a
obtencado dos efeitos das variaveis estudadas. Os efeitos foram expressos no gréfico
de Pareto, apresentado na Figura 4.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 4 pode-se observar
gue a interacao entre as variaveis melaco e ureia possui efeito significativo negativo
na atividade de esterificagdo do extrato enzimético concentrado, permitindo concluir
gue altas concentragcdes de nitrogénio no meio podem diminuir a atividade de

esterificacdo da enzima.
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Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4 - Efeito das variaveis manipuladas sobre a atividade de esterificacdo do

extrato concentrado liofilizado referente ao planejamento experimental 1.

A Tabela 8 apresenta os valores da atividade de esterificagdo referente ao

planejamento experimental 2, extrato enzimético concentrado com sulfato de aménio

60% para a FES em 72 horas em meio suplementado com 3% de 6leo de soja,

utilizando farelo de arroz como substrato.

Tabela 8 - Matriz do planejamento experimental (2) (valores reais e codificados) com

a atividade de esterificagdo do extrato enzimatico concentrado com sulfato de

amonio e extrato bruto.

Atividade de Atividade de
esterificacdo (U/g) esterificacao (U/g)
Ensaio Melago (%) Ureia (%) Ext. Precip. Ext. Bruto

8 -1(0) -1(0) 76,42 96,5

9 1(4) -1(0) 128,39 123,01
10 -1(0) 1(2) 87,77 101,87
11 1(4) 1(2) 97,67 110,06
12 0(2) 0(1) 113,61 127,9
13 0(2) 0(1) 131,36 117,5
14 0(2) 0(1) 150,12 118

De acordo com os valores apresentados na Tabela 8 é possivel observar que

a concentracdo do extrato enzimatico conduziu a um aumento da atividade

enzimatica em alguns ensaios, No ensaio 14, meio suplementado com 2% de melaco

e 1% de ureia, obteve-se a maxima atividade (150,12U/g), seguida da condicdo 13
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(131,36U/9g), correspondente ao meio foi suplementado com 2% de melaco, e 1% de
ureia. Porém, comparando com as atividades de esterificacdo do extrato bruto, os

ensaios 8, 10, 11 e 12 conduziram a uma diminuicdo da atividade de esterificacao.

Apesar da importancia do estudo da purificagdo da enzima € preciso
considerar que por mais adequado que seja o processo escolhido, este sempre vai
causar alteracbes na enzima. Reducdo da atividade enzimatica, alteracdes de
temperatura e pH Otimo de atuacdo e de estabilidade sdo algumas das
caracteristicas que podem ser afetadas com o processo de purificacdo (Maldonado,
2006).

Para o extrato concentrado do planejamento 2, nenhuma das variavel

estudadas apresentou efeito significativo com 95% de confianca.

Através dos resultados obtidos nos testes preliminares realizados em béquer,
apresentados anteriormente, partiu-se para a realizacdo dos experimentos em
biorreator de leito fixo, utilizando as combinacdes de farelo de arroz (FA) e casca de
arroz (CA), farelo de soja (FS) e casca de arroz (CA) e farelo de soja (FS) e casca de
soja (CS) como substratos. Todos os meios foram suplementados com 2% de ureia,

4% de melaco e 3% de Oleo de soja.
4.2 PRODUCAO DE LIPASES EM BIORREATOR DE LEITO FIXO

Para o estudo da producao de lipase em biorreator de leito fixo, o biorreator
foi dividido em zonas de coleta do meio fermentado: topo (40cm de altura), regiao
intermediéaria (20 e 30cm de altura), e fundo (10cm de altura). Tal procedimento teve
por objetivo permitir uma melhor andlise da atividade enziméatica em todo o
biorreator. A umidade foi fixada em 55%, pois teores maiores de umidade como 80%
tornavam dificil o preparo do meio, conduzindo a vazamentos no biorreator devido ao

excesso de umidade.

De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 9 e 10 é possivel
observar que a producdo de lipases em termos de atividade de esterificacdo
aumentou conforme aumentou a altura do biorreator, nas fermentacbes que
utilizaram FA+CA e FS+CA como substratos. Na tabela 11, a fermentacéo realizada

com FS+CS apresentou comportamento inverso, ou seja, a producdo de enzima
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diminuiu conforme aumentou a altura do biorreator. Esta queda na producédo pode
ser consequéncia da desnaturacdo causada pelo aumento do calor metabdlico
gerado pelo micro-organismo no topo do biorreator. Esse comportamento também foi
observado por Astolfi (2010), na producao de inulinase por batelada alimentada em

biorreator de leito fixo.

Tabela 9 - Atividade de esterificacdo do extrato bruto, fermentacdo com FA+CA em

biorreator de leito fixo.

Atividade de
Ensaio Melago (%) Ureia (%) esterificacdo
(U/g)
Topo 4 2 147,07
Meio 4 2 142,79
Fundo 4 2 34,51

Tabela 10 - Atividade de esterificagéo do extrato bruto, fermentagdo com FS+CA em

biorreator de leito fixo.

Atividade de

Ensaio Melago (%) Ureia (%) esterificacdo
(U/g)
Topo 4 2 47,17
Meio 4 2 51,22
Fundo 4 2 23,54

Tabela 11 - Atividade de esterificagéo do extrato bruto, fermentagdo com FS+CS em

biorreator de leito fixo.

Atividade de

esterificacdo
Ensaio  Melacgo (%) Ureia (%) (U/g)
Topo 4 2 40,64
Meio 4 2 98,83
Fundo 4 2 66,62
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4.2.1 Estudo da producéo de lipase em biorreator de leito fixo utilizando farelo

de arroz e casca de arroz como substratos

Nesta etapa do estudo, utilizou-se como substrato uma mistura de 1kg de
farelo de arroz (FA) e 1kg casca de arroz (CA) e, com base nos resultados obtidos
nos testes preliminares, fixou-se a suplementacdo em 3% de 6leo de soja, 4% de

melaco, 2% de ureia, a umidade em 55% e 68 horas de fermentacéao.

Os resultados da atividade de esterificacdo do extrato enzimatico bruto para
a fermentacdo com (FA+CA), em biorreator de leito fixo foram apresentados na
Tabela 9. Observa-se que a maior atividade de esterificagao (147,07U/g) foi obtida
no ensaio correspondente a retirada de amostra no topo do reator; a segunda maior
atividade (142,79U/g) foi obtida na amostra retirada na regido intermediaria do

fermentador (20 cm de altura).

A Figura 5 apresenta a aparéncia do meio fermentado dentro do biorreator.
Nota-se que no topo do biorreator, onde foram coletadas estas amostras, ocorre uma
concentragdo do fungo Penicillium brevicompactum, nesse local a area de

oxigenacao do meio é maior, favorecendo o desenvolvimento do micro-organismo.

Figura 5 - Aparéncia do meio fermentado no biorreator de leito fixo com farelo de
arroz e casca de arroz apos 72 horas de fermentacdo. Amostra coletada no topo do
fermentador.
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4.2.2 Estudo da producéo de lipase em biorreator de leito fixo utilizando farelo

de soja e casca de arroz como substratos

Nesse estudo utilizou-se como substratos uma mistura de 2kg de farelo de
soja (FS) e 2kg casca de arroz (CA), fixando a suplementacdo em 3% de 6leo de
soja, 4% de melaco e 2% de ureia e a umidade em 55%. Devido ao forte odor
exalado pelo meio de fermentacéo, optou-se por diminuir o tempo de fermentacéo
para 48 horas. Os resultados obtidos para a atividade de esterificacdo do extrato
enzimatico bruto foram apresentados anteriormente na Tabela 10. De acordo com
esta tabela, observa-se que a maior atividade de esterificacdo (71,52U/g) foi obtida
da amostra retirada na regido intermediaria do reator, seguida da amostra retirada no
topo do fermentador, referente a atividade de esterificacdo de 47,17U/g.

Na Figura 6 (a) observa-se que o meio fermentado em biorreator de leito fixo
utilizando FS+CA como substratos ndo apresentou visivelmente hifas do fungo, e
aparenta-se compactado, dificultando a oxigenacdo necessaria para O
desenvolvimento do micro-organismo. A constatacdo deste fato pode ser realizada
guando da comparacado do meio fermentado com farelo de soja em béquer (Figura 6

(b)), onde nota-se uma grande concentracdo do fungo em todo o meio utilizado.

b)
Figura 6 - Aparéncia do meio fermentado em biorreator de leito fixo com FS+CA (a),

e a aparéncia do meio fermentado em béquer com FS (b).
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4.2.3 Estudo da producéo de lipase em biorreator de leito fixo utilizando farelo

de soja e casca de soja como substratos

Nesse estudo utilizou-se como substratos uma mistura de 2 kg de farelo de
soja (FS) e 2 kg casca de soja (CS), e com base nos testes anteriores, fixou-se 0s
valores da suplementacdo em 3% de 6leo de soja, 4% de melaco, 2% de ureia 2% e
a umidade em 55% e 48 horas de fermentacdo. Os resultados obtidos para a
atividade de esterificacdo do extrato enzimatico bruto sdo apresentados na Tabela
11. A maior atividade de esterificacdo (112,90U/g) foi obtida a partir da amostra
retirada na regido intermediaria do reator. A menor atividade (40,64U/g) foi obtida na
amostra retirada do topo do fermentador.

Na Figura 7 (a) observa-se que o meio fermentado em biorreator de leito fixo
com FS+CS, o substrato ndo apresentou concentragcdo do fungo e aparenta-se
compactado, dificultando a oxigenacdo necessaria para o desenvolvimento do micro-
organismo. Tal afirmacédo é embasada pela Figura 7 (b), que apresenta a aparéncia
do meio fermentado com farelo de soja em béquer, onde nota-se uma concentracao
do fungo em toda a superficie do meio utilizado.

-

Figura 7 - Aparéncia do meio fermentado em biorreator de leito fixo com FS+CS (a),

e a aparéncia do meio fermentado em béquer com FS (b).
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4.2.4 Concentracdo por precipitacdo com sulfato de amonio dos extratos

enziméaticos obtidos por fermentacdo em biorreator d e leito fixo

Nesse estudo foi utilizado o extrato aquoso obtido nas fermentacdes em
biorreator de leito fixo, com FA+CA, FS+CA e FS+CS, suplementado com 3% de
Oleo de soja, 4% de melaco e 2% de ureia, umidade 55%. Os respectivos extratos
brutos foram concentrados utilizando sulfato de aménio a 60% de saturacdo. A
Tabela 12 apresenta os valores de atividade de esterificacdo do extrato precipitado

obtido da fermentac&o em biorreator de leito fixo utilizando FA+CA como substratos.

Tabela 12 - Atividade de esterificacdo do extrato precipitado, fermentacdo com

FA+CA em biorreator de leito fixo.

Atividade de Atividade de
esterificagao (U/g) esterificagao (U/g)
Ensaio  Melago (%) Ureia (%) Ext. Precip. Ext. Bruto
Topo 4 2 77,25 147,07
Meio 4 2 26,09 142,79
Fundo 4 2 50,48 34,51

Observa-se na Tabela 12, nos ensaios referentes a retirada de amostra no
topo e regido intermediaria do fermentador, que a adi¢cdo de sal no extrato enziméatico
bruto conduziu a uma diminuicdo considerdvel da atividade de esterificagéo,
comparado aos valores de atividade obtidos no extrato bruto. Porém, na amostra de
fundo, a atividade de esterificacdo aumentou para 50,48U/g ap0s precipitacdo com

sulfato de amoénio.

A Tabela 13 apresenta os valores de atividade de esterificacdo do extrato
precipitado obtido da fermentacédo em biorreator de leito fixo utilizando FS+CA como

substratos.
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Tabela 13 - Atividade de esterificacdo do extrato precipitado, fermentacdo com

FS+CA em biorreator de leito fixo.

Atividade de Atividade de
esterificagao (U/g) esterificagao (U/g)
Ensaio Melaco (%) Ureia (%) Ext. Precip. Ext. Bruto
Topo 4 2 18,11 47,17
Meio 4 2 27,68 51,22
Fundo 4 2 12,93 23,54

Na Tabela 13 pode-se observar novamente a diminuicdo da atividade de
esterificacdo em todos os ensaios realizados para avaliacdo da precipitacdo, em
comparacao ao extrato bruto. A maior atividade de esterificagdo (27,68U/g) obtida
nesta etapa refere-se & amostra retirada da regido intermediéria do fermentador.
Atividades baixas (12,93U/g) foram observadas na amostra retirada no ensaio de

fundo (20 cm de altura).

Na Tabela 14 s&o apresentados os valores de atividade de esterificagdo do
extrato precipitado obtido da fermentacdo em biorreator de leito fixo utilizando

FS+CS como substratos.

Tabela 14 - Atividade de esterificacdo do extrato precipitado, fermentagdo com

FS+CS em biorreator de leito fixo.

Atividade de Atividade de
esterificacao (U/g) esterificacao (U/q)
Ensaio Melaco (%) Ureia (%) Ext. Precip. Ext. Bruto
Topo 4 2 46,21 40,64
Meio 4 2 125,4 98,83
Fundo 4 2 125,29 66,62

De acordo com os dados apresentados na Tabela 14, quando comparadas
as atividades deste extrato precipitado com o bruto, no ensaio de meio, € possivel
observar que a atividade de esterificacdo aumenta razoavelmente de 98,83U/g para
125,40U/g ap0s precipitacdo com sulfato de amonio. No ensaio de fundo, a atividade
de esterificacdo aumentou consideravelmente de 66,62U/g no extrato bruto,

atingindo valores de 125,29U/g ap0s a precipitacao.
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Porém os resultados encontrados por Silva et al. (2010), em seu estudo de
producdo e caracterizagdo parcial de lipases de Penicillium brevicompactum
utilizando como substrato farelo de babacu, apresentou uma atividade de
esterificacdo de 207,40U/g em 72 horas e 120,45U/g em 96 horas, com 60% de
saturacao.

Vérios trabalhos s@o apresentados na literatura com atividades especificas.
Kanwar et al. (2002) encontraram uma atividade especifica maxima de 19,46 U/mg
precipitando lipase de Pseudomonas com 60% de saturacdo. Shu et al. (2006),
encontraram 12,7 U/mg de atividade especifica precipitando lipase de Antrodita
cinnamomea com 70% de saturacdo. Menoncin et al. (2008) encontraram (0,91
U/mg) de atividade especifica apos a precipitacdo com 60% de saturacdo em 5

horas.
4.2.5 Avaliagdo cinética da temperatura e producao de CO;

Na Figura 8 sdo apresentados os perfis de temperatura (a) e perfil de CO,
(b), obtidos durante a fermentagcdo em biorreator de leito fixo com o substrato
FA+CA. A temperatura foi medida na entrada e saida de fluxo de ar a 10 e 40cm (T1

e T4) e no interior do biorreator a 20 e 30cm (T2 e T3), respectivamente.
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Figura 8 - Perfis experimentais para temperatura (a), e perfis de CO, (b) obtidos nos
experimentos de avaliacdo do processo de producado de lipase, fermentacdo com
FA+CA.

De acordo com a Figura 8 (a) observa-se uma variagéo de temperatura nas 4
zonas de altura dentro do biorreator, nota-se que no fundo (T1), onde seria a entrada
do biorreator, a temperatura depois de 20 horas atinge um pico, passando dos 30
para 35C, e mantém-se razoavelmente nessa temperatura até as 50 horas de
fermentacdo, apos isso a temperatura decresce. Nesse ponto do biorreator (T1) foi
encontrada a menor atividade de esterificacdo (34,51U/g). Em T2 e T3,
correspondente a zona intermediaria do reator, a temperatura também aumenta apos
20 horas, porém o pico de temperatura é atingido depois de 50 horas de fermentacéo
(T2) atingindo 35T e (T3) em torno de 33TC. Nesta regido encontrou-se a segunda
maior atividade enzimatica (142,79U/g). Em T4, correspondente ao topo do
biorreator, a temperatura praticamente nao ultrapassa os 30T, temperatura de
entrada, até o final da fermentacdo. Mesmo néo tendo variacdo de temperatura em
T4, foi nesta regido que se obteve a maxima atividade de esterificagédo (147,07U/g).

A Figura 8 (b) apresenta os perfis de concentracdo de CO, obtidos ao longo
das fermentacbes. Através da analise da Figura 8 (b) pode-se verificar que as
maiores concentragbes de CO, foram obtidas entre 20 e 40 horas de fermentacéo,
ou seja, no intervalo de tempo que comeca a haver variagcdo de temperatura dentro
do biorreator. Esse comportamento € contrario ao estudo realizado por Mazultti et al.

(2009) para a producao de inulinase em biorreator de leito fixo, onde foi verificado
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gue a producdo de enzima diminuiu conforme aumentou a altura do biorreator,

independente do tempo de fermentacao.

Apoés 48 horas de fermentacédo, o fundo do leito se apresentava mais quente
do que a parte central e o topo. Este comportamento também tem sido descrito na
literatura, podendo ser atribuido a uma combinacgéo de efeitos. A maior parte do calor
do leito é eliminada por conveccdo e por evaporacdo da agua. Devido a maior
intensidade de aeracédo no fundo do leito, ha a maior geracdo de calor metabdlico,
gue se acumula no fundo do reator, devido a baixa condutividade térmica do leito.
Com a secagem do leito ao longo da fermentacao, a transferéncia de calor é ainda
mais prejudicada, havendo entdo a formacdo de gradientes de temperatura

(Sangsurasak e Mitchell,1998; Palma et al., 2002; Durand, 2003).

O modelo matemético proposto por von Meien e Mitchell (2002) prevé que
proximo a regido de entrada do ar no biorreator ha diferencas significativas entre a
temperatura do ar e do solido, sendo que no restante do biorreator essas
temperaturas encontram-se proximas do equilibrio, dependendo das condicbes de

operacao do biorreator.

Na Figura 9 sdo apresentados os perfis de temperatura (a) e perfil de CO,
(b), obtidos durante a fermentagcdo em biorreator de leito fixo com o substrato
FS+CA. A temperatura foi medida na entrada e saida de fluxo de ar a 10 e 40cm (T1

e T4) e no interior do biorreator a 20 e 30cm (T2 e T3), respectivamente.

40
~ 35
L . T1
g -T2
3 30
[S « T3
a
- T4
§ 25
|_
20 -
0 10 20 30 40 50
Tempo (h)
(a)

55



Capitulo 4 Resultados e Discussao

0,14
0,12 A
sama a
0,1 ansss am 84 a a2
. & scmssmmns am aa
X 0,08 A a&mn o a a asa
= 4 cvsevemssmess s aasa a
8 0,06 A AseERSGNENeENS 4 ASAAA A At AD
BN M ASEBSSMNOA 4 SMANAA ADSASABSA
0,04 amane pr—
0,02 a @a a mame o oammn s
om sanen - amsssames asccmis somn & s &6 2 aa
0 T T u 1
0 10 20 30 40 50
Tempo (h)

(b)

Figura 9 - Perfis experimentais para temperatura (a), e perfis de CO, (b) obtidos nos
experimentos de avaliacdo do processo de producado de lipase, fermentacdo com
FS+CA

Observa-se na Figura 9 (a) que a temperatura de entrada (T1) aumenta ap0s
10 horas de fermentacao, onde atinge um pico de temperatura de 35T, apds esse
periodo de 10 horas, a temperatura decresce para os 30C e mantém-se até o final
da fermentagcdo. Nas alturas T2, T3 e T4, ndo ocorreu aumento da temperatura
durante o processo, onde se manteve em 30C. Porém, na altura T3, correspondente
a regido central do biorreator, foi obtido o valor maximo de atividade nesse processo
(71,52U/g), seguida da segunda maior atividade (47,17U/g) em T4, correspondente
ao topo do biorreator. Em T2 (10cm de altura), a atividade obtida foi de 30,92U/g.
Com relacéo ao perfil de CO, apresentado na Figura 9 (b), nota-se um aumento na
concentracdo de CO, entre 10 a 40 horas de fermentacdo, apds esse periodo

praticamente ndo houve mais producéo de CO, no processo.

O aumento da temperatura no meio é o maior desafio na operagdo de
biorreatores de leito fixo em FES para a obtenc&o de bioprodutos (Fanaei e Vaziri,
2008).

Na figura 10 serdo apresentados os perfis experimentais de temperatura e

CO;, obtidos da fermentacdo com FS+CS.
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Figura 10 - Perfis experimentais para temperatura (a), e perfis de CO, (b) obtidos
nos experimentos de avaliacdo do processo de producao de lipase, fermentagédo com
FS+CS.

Na Figura 10 (a) sdo apresentados os perfis de temperatura em biorreator de
leito fixo, obtidos da FES, utilizando FS+CS como substratos em 48 horas de
fermentacdo. Nota-se que a temperatura de entrada (T1) do biorreator se mantém
proxima dos 30T até 10 horas de fermentacdo, ap0s esse tempo a temperatura
atinge um pico depois de 15 horas. Nesse ponto foi obtida uma atividade de

esterificacdo de 66,62U/g. Nas alturas de T2 e T4 do biorreator, a temperatura de
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entrada ndo aumentou em funcdo do tempo, em T2 obteve-se a maxima atividade de
esterificacdo do processo (112,90U/g). Em T4, topo do biorreator, obteve-se a menor
atividade (40,64U/g), porém, na altura T3, a temperatura diminuiu gradativamente
depois de 20 horas de fermentacdo e se manteve em torno de 15T até o final da
fermentacdo, nesse ponto obteve-se a segunda maior atividade (84,76U/g). Com
relacdo ao perfil de CO, equivalente a esta condicédo (Figura 10 (b)), nota-se que a

producdo de CO, aumentou depois de 20 horas de fermentacao.

Em um processo industrial, a temperatura utilizada na fermentacdo é o fator
limitante da altura do leito. Nos estagios iniciais do processo de fermentagéo, a
temperatura e a concentracdo do oxigénio sao iguais em todo o leito. No entanto,
com o decorrer do processo, surgem problemas na difusdo de oxigénio e
transferéncia de calor, por compactacédo e encolhimento do leito. O calor e gases
gerados na biorreacdo tendem a se acumular no leito, formando gradientes. Este
problema € bastante complexo e pode afetar o controle de dois parametros
fundamentais como a temperatura e o conteudo de agua no meio sélido, que por sua
vez podem levar a mudancas nhas condicdes operacionais, prejudicando o
andamento do processo (Sangsurasak e Mitchell, 1998; Raghavarao et al., 2003;

Robinson e Nigan, 2003; Vargas, 2004).

O efeito da temperatura na fermentacédo pode estar relacionado ao fato de
gue uma maior temperatura leva a uma elevada queda de umidade no meio. Como ja
observado por outros autores, extremos de temperatura e umidade reduzem a
producao de lipases (Kamini et al.,1998). Como nao existem relatos na literatura para
a producao de lipases em biorretor de leito fixo com Penicillium brevicompactum
ficou dificil a comparacdo dos dados obtidos no processo. Contudo, pode-se
ressaltar que as maiores atividades de esterificacdo nas trés fermentacoes
realizadas com diferentes substratos, foram obtidas nas zonas do biorreator, em que
a temperatura manteve-se em 30T, a qual seria a te mperatura Otima para o

crescimento do fungo Penicillium brevicompactum.
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4.3 CARACTERIZACAO PARCIAL DO EXTRATO ENZIMATICO

4.3.1 ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO EM D IFERENTES
TEMPERATURAS

4.3.2 Estabilidade em baixas temperaturas

As estabilidades dos extratos enzimaticos liofilizados das enzimas
produzidas em biorreator de leito fixo pelo fungo Penicillium brevicompactum
utilizando diferentes substratos (FA+CA, FS+CA e FS+CS), armazenados em
geladeira (4°C), congelador (-10°C) e freezer (-80), foram monitoradas por um
periodo de 71 dias. Neste periodo foram determinadas as atividades de esterificacdo
em intervalos de tempos regulares, a cada dez dias.

A atividade lipasica (AL) relativa (%) foi associada a atividade inicial da
enzima (tempo = 0 dia). A Figura 11 (a, b e c) apresenta os perfis de atividade
lipasica relativa (%) ao longo do tempo de armazenamento em geladeira (4°C),
congelador (-10°C) e freezer (-80°C), respectivamente.

De acordo com os valores apresentados na Figura 11 (a) pode-se observar
gue a atividade de esterificacdo da enzima obtida a partir de FA+CA apresentou
aumento em 54,78% em relacdo a sua atividade inicial ap6s 23 dias de
armazenamento, mostrando decaimento apdés 48 dias até 71 dias de
armazenamento, atingindo atividade residual de 30,65%. Na amostra 2 (FS+CA)
também houve aumento similar da atividade apos 23 dias de armazenamento. Apés
71 dias de armazenamento, uma diminuicdo de 44,5% em relacdo a atividade inicial
foi observada. O extrato obtido a partir de FS+CS mostrou um aumento de 125,89%
da atividade ap0s 36 dias de armazenamento em geladeira. Reducdo similar aos

outros extratos enzimaticos foi observada apés 71 dias de armazenamento.

Resultado semelhante foi encontrado por Silva et al. (2010), que estudou a
estabilidade do extrato enzimatico obtido a partir de Penicillium brevicompactum
estocado durante 86 dias em geladeira, na temperatura de 4. Neste periodo foram
determinadas as atividades de esterificacdo a cada dez dias, observando que do 10°

ao 20° dia a atividade aumentou gradativamente até atingir seu pico no 30° dia, apos
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este periodo apresentou decréscimo e manteve sua atividade do 40° até o 86° dia.
Ferraz (2010) estudou a estabilidade do extrato enzimatico obtido a partir de
Sporobolomyces ruberrimus utilizando baga¢co de cana como substrato apresentou
uma ativagdo crescente da atividade, atingindo um pico apds 30 dias de incubacao
(68,24% em relacdo a atividade inicial).

Na Figura 11 (b) pode-se observar que na amostra 1 (FA+CA), a atividade
inicial diminuiu gradativamente do 10° até o 61° di a de armazenamento, porém no
71° dia a atividade de esterificacdo relativa aumentou em 204,28%, 0 maximo
atingido para esta amostra. Na amostra 2 (FS+CA), a atividade diminuiu no 23° dia,
porém no 36°dia aumentou e manteve-se razoavelment e constante até 61 dias e no
71 dias aumentou em 76,48% a sua atividade de esterificacdo relativa, 0 maximo
atingido para esta amostra. Na amostra 3 (FS+CS) pode-se observar que a atividade
de esterificacdo diminuiu do 23° dia de armazenamento chegando a sua inativacéo
no 36°dia, porém no 48°dia a atividade aumentou g radativamente até 71°dia onde

atingiu-se o0 maximo de atividade de esterificacéo relativa 306,94%.

De acordo com Menoncin et al. (2008) esse aumento pode ser explicado pelo

fato de que algumas enzimas podem se regenerar.
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Figura 11 - (a) Estabilidade do extrato enzimatico armazenado em geladeira (4C),
(b) estabilidade do extrato enzimatico armazenado em freezer (-10C) e (c)

estabilidade do extrato enzimatico armazenado em freezer (-80C).

De acordo com os valores apresentados na Figura 11 (c) verifica-se que na
amostra 1 (FA+CA) o maximo de atividade de esterificacdo foi obtido no 23°dia de
armazenamento, onde a enzima atingiu o valor maximo de atividade relativa
(aumento de 202%) para esta amostra. Do 36°até o 4 8°dia de armazenamento, as
atividades decairam até a sua inativacdo no 61° dia, no 71° dia ocorreu um
acréscimo na atividade. Na amostra 2 (FS+CA), a atividade de esterificacdo decaiu

gradativamente do 10°até o 61 dia, e ocorreu um au mento de atividade no 71°dia,
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onde foi obtida 0 maximo de atividade de esterificacdo relativa, aumento de 94,82%.
Na amostra 3 (FS+CS) pode-se observar que o maximo de atividade de esterificacéo
relativa ocorreu no 10°dia de armazenamento, onde a enzima atingiu um aumento
de 339,77%, no 23°dia a atividade decaiu gradativa mente até a sua inibi¢édo no 61°
dia, porém no 71°dia a atividade aumentou, chegand o préximo do maximo atingido
(305,35%). Nota-se que as enzimas da amostra 3 possuem maior estabilidade na
temperatura de -80C mantendo uma atividade de este rificacao relativa de 305,05%

em 71 dias.

Como considerages finais no estudo da estabilidade enzimética em baixas
temperaturas, conclui-se que o0 extrato enzimatico bruto obtido a partir da
fermentacdo com FA+CA, FS+CA e FS+CS, pode ser armazenada em baixas
temperaturas até 71 dias sem perda da sua atividade inicial de esterificacdo, pois
ocorre um aumento de atividade ao final do periodo de armazenamento, indicando a

possibilidade de armazenamento por este periodo de tempo.

4.3.3 Estabilidade do extrato enzimatico em altast emperaturas

A estabilidade térmica dos extratos enziméticos brutos liofilizados,
produzidos em biorreator de leito fixo pelo fungo Penicillium brevicompactum
utilizando diferentes substratos (FA+CA, FS+CA e FS+CS), foi avaliada nas
temperaturas de 40, 50 e 60°C, quanto a atividade de esterificacéo relativa, ao longo

de 30 dias, em intervalos de tempos regulares a cada 24 horas.

A atividade lipasica (AL) relativa (%) foi associada a atividade inicial da
enzima (tempo = 0 dia). As Figuras 12, 13 e 14 apresentam a atividade lipasica
relativa (%) ao longo do tempo de incubacédo nas temperaturas de 40, 50 e 60°C,

respectivamente.

A andlise da Figura 12 permite observar que a amostra 1 atingiu seu maximo
de atividade de esterificacdo relativa, aumento de 179,87%, no l1dia de
armazenamento, decrescendo no 2%ia e até o 27dia e manteve-se em 31,45% com
relagéo a atividade inicial. Na amostra 2, a enzima atingiu o seu maximo de atividade
de esterificagcdo relativa no 8dia, aumento de 236, 30%, porém no 10ia a atividade

decresceu e no 27° dia aumentou para 67,42%, voltando a decrescer até a sua

62



Capitulo 4 Resultados e Discussao

inativacdo. Na amostra 3, a atividade da enzima aumentou no 1°dia, e no 8°dia

atingiu o maximo de atividade.

Em seu estudo, Smaniotto (2010) avaliou a estabilidade de lipases
produzidas em diferentes meios (industrial e convencional), brutas e precipitadas
incubadas em 45°C. Os extratos brutos, obtidos a partir de meio convencional e
industrial, sofreram uma pequena ativacao térmica apos 20 horas de incubacéo (35 e
10% da atividade inicial, respectivamente). A enzima bruta produzida a partir de meio
sintético sofreu desativacdo completa apds 44 horas de incubagcdo e a obtida em
meio industrial, ap6s 92 horas. A enzima precipitada convencional apresentou um
pequeno aumento de atividade apdés 44 horas de incubacdo (10%) e manteve a
atividade até 92 horas, enquanto que a enzima precipitada de meio industrial ndo

apresentou ativagdo, no entanto, manteve a atividade até 116 horas.
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Figura 12 - Estabilidade do extrato enzimatico armazenado em 40C. Amostra 1
(FA+CA); Amostra 2 (FS+CS); Amostra 3 (FS+CS).

Porém, no estudo realizado por Ferraz (2010), as enzimas incubadas a 45T
ndo sofreram ativacdo térmica nessa condi¢cdo. Contudo, a enzima obtida com
bagaco de cana reteve 55,05% da sua atividade inicial apos 48 horas de incubacéao,
seguidas das enzimas obtidas por farelo de arroz e farelo de soja que mantiveram
48,17 e 45,45% de suas atividades iniciais ap0s esse mesmo periodo de tempo.
Ambas as enzimas sofreram desativacdo completa apds 96 horas de incubacdo,

sendo que a enzima produzida utilizando bagaco de cana como substrato manteve
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maiores picos de atividade de esterificacdo em cada periodo de medida, quando

comparada com as outras.

Na Figura 13 sdo apresentados os valores de atividade de esterificacdo para
a estabilidade dos extratos enzimaticos brutos obtidos da FES em biorreator de leito
fixo, armazenados a 50C durante 30 dias.
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Figura 13 - Estabilidade do extrato enziméatico armazenado em 50C. Amostra 1
(FA+CA); Amostra 2 (FS+CA); Amostra 3 (FS+CS).

De acordo com os dados apresentados na Figura 13, observa-se que em
todas as amostras analisadas, a atividade de esterificacdo relativa da enzima
aumentou gradativamente até atingir seu pico de atividade no 8dia. Nas amostras 1,
2 e 3 os aumentos foram de 425,15%, 390,89% e 843,68%, respectivamente. As

amostras 2 e 3 foram completamente inativadas apés 28 dias de armazenamento.

No trabalho realizado por Fernandes et al. (2004), em temperaturas mais
elevadas (37, 50 e 60°C) a enzima perdeu a sua atividade rapidamente, mantendo

menos de 40% da atividade inicial ap6s 30 minutos de incubacéo.

Na Figura 14 sao apresentados os valores de atividade de esterificacdo para
a estabilidade dos extratos enzimaticos brutos obtidos da FES em biorreator de leito

fixo, armazenados a 60T durante 30 dias.
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De acordo com os dados apresentados na Figura 14 observa-se que a
amostra 1 (FA+CA) atingiu o maximo de atividade de esterificagdo relativa, aumento
de 62,64% no 1°dia, apos a atividade diminuiu e no 27°dia manteve-se em 45,44%
da sua atividade inicial. No 28° dia de armazenamento, o extrato apresentou
atividade nula. Na amostra 2 (FS+CA) notou-se que no 2°dia de armazenamento foi
obtido um pico de atividade de esterificacdo relativa de 148,31%, porém no 3Uia
diminuiu, até inativacdo no 28Uia de armazenamento. Na amostra 3 (FS+CS),
observou-se uma maior resisténcia da enzima a temperatura de 60C quando
comparada a atividade das outras amostras. No 1°dia a atividade de esterificagéo
relativa atingiu um pico de 79,86% e no 27dia manteve 80,07% da sua atividade

inicial. Apés este periodo, o0 extrato enzimatico foi inativado.

300+
250
S 200-
Cg
2 150] OFA+CA
o BFS+CA
X 100
2 OFS+CS

Tempo (dias)

Figura 14 - Estabilidade do extrato enzimatico armazenado em 60C. Amostra 1
(FA+CA); Amostra 2 (FS+CA); Amostra 3 (FS+CS).

No estudo da estabilidade a 60°C realizado por Smaniotto (2010), resultados
semelhantes foram observados. Todas as enzimas apresentaram uma alta
desativacdo térmica, sendo que a enzima bruta, obtida em meio convencional,
mostrou-se a mais sensivel a temperatura elevada, apresentando uma desativacao
total apds 44 horas de incubacédo. As demais enzimas (bruta industrial e precipitada,

industrial e convencional) mantiveram a atividade até 92 horas de incubacéao.
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Cao et al. (2009) estudaram a estabilidade de uma lipase produzida por
Burkholderia cepacia encapsulada em silica a 60°C. Foi observado um aumento de
cerca de 40% na atividade apos 1 hora de incubacéo, poréem apds 12 horas a
atividade foi reduzida a cerca de 50% do valor inicial. No trabalho realizado por
Fernandes et al. (2004), em temperaturas mais elevadas (37, 50 e 60°C), a enzima
perdeu a sua atividade rapidamente, mantendo menos de 40% da atividade inicial

apos 30 minutos de incubacao.

Como concluséo parcial, pode-se concluir que as enzimas produzidas a partir
de FS+CS, possuem maior estabilidade em temperaturas de 40,50 e 60C, podendo

ser armazenadas nessas temperaturas por até 27 dias.

4.3.4 Especificidade do extrato enzimatico bruto fr  ente a diferentes substratos

Neste trabalho realizou-se a avaliacdo do efeito de diferentes alcoois e
acidos graxos na atividade de esterificacdo da lipase produzida através da FES, em

biorreator de leito fixo, extrato enzimatico bruto.

Os valores apresentados na Figura 15 mostram a influéncia de diferentes
alcoois (etanol, butanol, metanol, propanol) na atividade de esterificacdo com
diferentes &cidos graxos. Pode-se observar maior afinidade das enzimas obtidas
guando os substratos usados foram sao acidos graxos de cadeia longa (C18:1) e
meédia (C12:0) em presenca de alcoois de cadeia longa, no caso de acido oléico e

propanol, e acido laurico com butanol e propanol.
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Figura 15 - Especificidade do extrato enzimatico da reagdo com diferentes alcoois e

diferentes acidos graxos. Amostra 1 (FA+CA).

Observa-se na Figura 15 (amostra 1) que o emprego do acido laurico e
butanol como substratos resultou na maior atividade de esterificacdo, atingindo um
pico de 94,03U/g na enzima produzida com FA+CA como substrato. Esta mesma
enzima atingiu a segunda maior atividade (87,98U/g) quando &cido oléico foi
empregado como doador acila e com propanol como alcool. Nota-se a preferéncia da
enzima por acidos graxos de cadeias longas e alcoois de cadeias médias e curta.

Na Figura 16 nota-se que a enzima obtida a partir de FS+CA apresentou
maior afinidade quando o acido graxo utilizado como substrato foi de cadeia longa
(C18:1), tanto na presenca de alcoois de cadeia curta quanto de cadeia longa. O
emprego de &cido oléico como doador acila resultou na maior atividade de
esterificacdo atingindo 94,05U/g na enzima produzida utilizando farelo de soja e
casca de arroz como substrato, reagindo com propanol como alcool. Essa mesma
enzima obteve a segunda maior atividade (85,75U/g) reagindo com metanol como

alcool.
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Figura 16 - Especificidade do extrato enzimatico da reacdo com diferentes &lcoois

diferentes acidos graxos. Amostra 2 (FS+CA).

E possivel observar na Figura 17, referente ao emprego do extrato
enzimatico obtido a partir de FS+CS, que o uso de &cido oléico como doador acila
conduziu as maiores atividades de esterificacdo, com um pico de atividade de
90,24U/g, quando metanol foi utilizado como alcool. Essa mesma enzima atingiu a

segunda maior atividade de esterificagcéo (62,72U/g) reagindo com propanol.
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Figura 17 - Especificidade do extrato enzimatico da reacdo com diferentes &lcoois

diferentes acidos graxos. Amostra 3 (FS+CS).

Os dados apresentados mostram que, de uma forma geral, as enzimas

apresentaram maior especificidade em relacdo ao acido graxo de cadeia longa

e

e
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(acido oléico), aos alcoois de cadeia carbbnica curta (metanol e etanol) e
intermediaria (propanol), porém quando butanol foi utilizado, a atividade de

esterificacédo diminuiu.

Trabalhos encontrados na literatura, avaliando a especificidade de lipases
em relacdo a acidos graxos com diferentes cadeias carbbnicas, em geral, relatam
maior especificidade dessas enzimas em relacéo a acidos graxos de cadeia média a
longa (C8 a C16) (Sun e Xu, 2009; Wang et al., 2008). Dérmo et al. (2004)
estudaram a influéncia do tamanho da cadeia do &lcool em rea¢fes de esterificacdo
com &cido oléico empregando a lipase comercial Novozym 435. Os 4alcoois
investigados foram etanol, n-propanol, i-butanol e i-pentanol. Os autores verificaram
gue os maiores rendimentos foram obtidos com alcoois de maior cadeia. Os alcoois
de maiores cadeias estudados foram n-butanol e n-propanol, tendo os mesmos

apresentado as maiores conversoes.

Cabe ressaltar que a amostra mostrou ter boa afinidade com acidos graxos
de cadeia longa em presenca de metanol, propanol e etanol, contudo quando
houve a troca de 4alcool por butanol na reacdo, os valores de atividade

decresceram.

4.4 APLICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO NA ALCOOL ISE DE OLEO
VEGETAL

Esteres sdo importantes compostos organicos com um ndmero crescente de
aplicacdes comerciais. Estes compostos sdo amplamente utilizados para a
preparacdo de compostos aromaticos (flavors), cosméticos, detergentes, sabores e
produtos farmacéuticos. Muitos dos ésteres disponiveis sdo produzidos por sinteses
guimicas ou enzimaticas. A producdo biotecnoldgica de ésteres utilizando lipases
tem recebido grande atencdo por causa das condicdes de reacdes brandas
(temperatura, pH e presséao) envolvidas, o elevado grau de pureza alcancado, bem
como a aceitacao destes produtos na industria de alimentos (Martinez-Ruiz et al.,
2008).

Na Tabela 15 sdo apresentados os valores obtidos em termos de converséo
na alcodlise enzimatica de diferentes triglicerideos para as amostras dos extratos
enziméticos obtidos da mistura de FA+CA, 55% de umidade, 3% de 6leo de soja, 2%
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de ureia, 4% de melago, 68 horas; mistura de FS+CA, 55% de umidade, 3% de 6leo
de soja, 2% de ureia, 4% de melaco, 48 horas; mistura de FS+CS, 55% de umidade,

3% de oleo de soja, 2% de ureia, 4% de melaco, 48 horas.

Tabela 15 - Conversdes obtidas na alcodlise enzimatica de diferentes 6leos em

solvente orgéanico. Extrato enzimatico bruto.

Extrato enzimatico* Triglicerideos Esteres (%)
FA+CA Oleo de Soja 1,20
FS+CA Oleo de Soja 0,05
FS+CS Oleo de Soja 0,16
FS+CA Oleo de Oliva 2,88
FS+CS Oleo de Oliva 2,48
FA+CA Oleo de Oliva 2,68
FS+CS Oleo de Céco 0,45
FA+CA Oleo de Cdco 0,55
FS+CA Oleo de Céco 1,02

*Extrato enzimatico obtido da mistura de substratos na fermentacéo

A partir dos resultados apresentados na Tabela 15 pode-se observar que as
maiores conversdes foram obtidas na amostra de extrato obtido utilizando FS+CA
como substrato (2,88%) e na amostra de extrato de FA+CA obteve-se 2,68% de
conversdo, ambas utilizando 6leo de oliva como substrato para a alcoolise. Cabe
ressaltar que extratos enzimaticos brutos em condicbes ndo otimizadas foram
testadas. Resultado semelhante encontrado por Silva (2010), mostrando que quando
utilizado extrato enzimatico bruto obtido a partir de torta de babacu, 70% de umidade,
2% de Oleo de soja, 72 horas, obteve-se uma converséao de 1,21 % e no extrato bruto
de farelo de mamona, 70% de umidade e 2 % de 6leo de soja, 96 horas obteve-se
0,93% de conversao. Porem, quando o extrato de torta de babacu (80% de umidade,
72h) e de farelo de mamona (70% de umidade, 96h) foram precipitados, conversdes

de 15,05 e 6,47% foram obtidas, respectivamente.

No trabalho realizado por Rampim (2007), o metanol foi mais conveniente

para a conversao de lipases de P. fluorescens, que apresentou 90% de conversao
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guando utilizado 6leo de girassol, enquanto a lipase de R. miehei foi capaz de
conduzir a conversdes de 80%. No estudo de Luo et al. (2006), que investigaram a
enantioseletividade de uma lipase psicrofila de P. fluorescens, para producdo de

biodiesel, conversdo de 24,8% foi obtida.

Kusdiana e Saka (200l1a) sugerem que razbes 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. Esse fato também
foi observado nos estudos feito por He et al. (2007); Silva et al. (2007); para
transesterificacdo continua e nao-catalitica de Oleos vegetais sem adicdo de
cossolvente. De acordo com os resultados obtidos neste estudo pode-se dizer que as
enzimas produzidas do extrato bruto das fermentacdes ndo possuem potencial para
a aplicacdo na sintese de ésteres de biodiesel, pois apresentou baixos valores de

conversao.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES

Apos a realizacao deste estudo pode-se concluir que:

v' Para os ensaios preliminares da producao de lipase em farelo de soja:
Avaliacdo da producdo da lipase e da suplementacdo do meio com
residuos agroindustriais (ureia, melago), 72 horas de fermentacdo e
80% de umidade, com a atividade de esterificagdo para o extrato
enzimatico bruto, planejamento 1:

+ A méxima atividade de esterificacdo obtida foi de 106,02U/g nas
condicbes maximizadas com o0 meio suplementado com 4% de

melaco (carbono) e 2% de ureia (nitrogénio).

v' Para os ensaios preliminares da producdo de lipase: Avaliacdo da
producdo da lipase e da suplementacdo do meio com residuos
agroindustriais (ureia, melaco e Oleo de soja), 72 horas de
fermentacao e 80% de umidade, com a atividade de esterificagdo para
0 extrato enzimatico bruto; planejamento 2:

* A méaxima atividade de esterificacdo 127,90U/g foi obtida nas
condicoes de 2% de melaco, 1% de ureia e 3% de Oleo de soja.

v' Para a concentracdo do extrato enzimatico com 60% de sulfato de
amonio, planejamento 1:
* A maxima atividade foi de 101,31U/g apdés a concentragcdo com

sulfato de amoénio, em meio sem suplementacao de ureia e melaco.

v' Para a concentracdo do extrato enzimatico com 60% de sulfato de
amonio, planejamento 2:

* A maxima atividade foi de 150,12U/g apds a concentracdo com
sulfato de amonio, meio suplementado com 2% de melago e 1% de
ureia, 3% de oleo de soja

v' Para a producédo de lipase em biorreator de leito fixo, fermentacao

com FA+CA, atividade de esterificacao:
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* A maior atividade de esterificacdo 147,07U/g foi obtida no Topo
(40cm de altura) do biorreator, nas condi¢cdes de 55% de umidade,
68 horas de fermentacdo, meio suplementado com 4% de melago,
2% ureia, 3% de 6leo de soja.

v' Para a producédo de lipase em biorreator de leito fixo, fermentacéo
com FS+CA, atividade de esterificacao:

* A maior atividade de esterificacdo 51,22U/g foi obtida no Meio (20cm

de altura) do biorreator, nas condigcbes de 55% de umidade, 48

horas de fermentagdo, meio suplementado com 4% de melago, 2%

ureia, 3% de oleo de soja.

v' Para a producdo de lipase em biorreator de leito fixo, fermentacéo
com FS+CS, atividade de esterificacao:

* A maior atividade de esterificacdo 98,83U/g foi obtida no Meio (20cm

de altura) do biorreator, nas condigcbes de 55% de umidade, 48

horas de fermentagdo, meio suplementado com 4% de melago, 2%

ureia, 3% de oleo de soja.

v' Para a concentracdo do extrato enzimatico obtido em biorreator com
60% de sulfato de amonio:
Fermentacdo com FA+CA em biorreator de leito fixo:
* A maxima atividade de esterificagcdo 77,25U/g foi obtida no Topo
(40cm de altura) do biorreator.
Fermentacdo com FS+CA em biorreator de leito fixo:
* A maxima atividade de esterificacdo 27,68U/g foi obtida no Meio
(30cm de altura) do biorreator.
Fermentacdo com FS+CS em biorreator de leito fixo
+ A maxima atividade de esterificacdo 125,40U/g foi obtida no Meio

(20cm de altura) do biorreator.
v Para a caracterizagdo bioquimica da lipase com atividade de
esterificacdo obtida no biorreator de leito fixo:

Estabilidade a baixas temperaturas
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Extrato enzimatico bruto obtido da fermentagcdo com FA+CA

Com o extrato enzimético mantido a 4C a maior ati vidade relativa
obtida foi de 154,78% em 23 dias.

Com o extrato enzimatico mantido a -10C, a maior atividade relativa
foi de 304,28% em 71 dias.

Com o extrato enzimatico mantido a -80C, a maior atividade relativa
foi de 439,77% em 10 dias.

Extrato enzimatico bruto obtido da fermentagcdo com FS+CA

Com o extrato enzimético mantido a 4C a maior ati vidade relativa
obtida foi de 152,37% em 23 dias.

Com o extrato enzimético mantido a -10C, a maior atividade relativa
foi de 276,48% em 71 dias.

Com o extrato enzimatico mantido a -80C, a maior atividade relativa
foi de 194,82% em 71 dias.

Extrato enzimatico bruto obtido da fermentagcdo com FS+CS

Com o extrato enzimético mantido a 4C a maior ati vidade relativa
obtida foi de 225,89% em 36 dias.

Com o extrato enzimético mantido a -10C, a maior atividade relativa
foi de 406,94% em 71 dias.

Com o extrato enzimatico mantido a -80C, a maior atividade relativa
foi de 439,77% em 10 dias.

Estabilidade em altas temperaturas

Extrato enzimatico bruto obtido da fermentacdo com FA+CA

Com o extrato enzimético mantido a 40C a maior at ividade relativa
obtida foi de 279,87% no primeiro dia.

Com o extrato enzimético mantido a 50C, a maior atividade relativa
foi de 525,15% em 8 dias.

Com o extrato enzimético mantido a 60C, a maior atividade relativa

foi de 162,64% no primeiro dia.

Extrato enzimatico bruto obtido da fermentacdo com FS+CA
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» Com o extrato enzimatico mantido a 40C a maior at ividade relativa
obtida foi de 336,30% em 8 dias.

» Com o extrato enzimatico mantido a 50C, a maior a tividade relativa
foi de 490,89% em 8 dias.

» Com o extrato enzimatico mantido a 60C, a maior a tividade relativa
foi de 248,31% em 2 dias.

Extrato enzimatico bruto obtido da fermentagcdo com FS+CS
» Com o extrato enzimatico mantido a 40C a maior at ividade relativa
obtida foi de 343,39% no primeiro dia.
» Com o extrato enzimatico mantido a 50C, a maior a tividade relativa
foi de 943,68% em 8 dias.
» Com o extrato enzimatico mantido a 60C, a maior a tividade relativa

foi de 179,86% no primeiro dia.

Especificidade
Extrato enzimatico bruto obtido da fermentagcdo com FA+CA
¢ Para a atividade de esterificagdo possui maior especificidade por
alcoois de cadeia longa, e acidos graxos de cadeia longas e médias.

Extrato enzimatico bruto obtido da fermentacdo com FS+CA
¢ Para a atividade de esterificacdo possui maior especificidade por

alcoois de cadeia curta e longas, e acido graxo de cadeia longa.

Extrato enzimatico bruto obtido da fermentagcdo com FS+CS
¢ Para a atividade de esterificacdo possui maior especificidade por

alcoois de cadeia curta e longa, e acidos graxos de cadeia longa.

Utilizagdo do extrato bruto como catalisador da reagédo de alcodlise de
Oleo vegetal
¢ A melhor converséo obtida foi na amostra de FS+CA (2,88%), em

6leo de oliva.
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5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos para a producéo de lipases obtida por FES

em biorreator de leito fixo sugere-se:

L4

Avaliar o estudo de concentracdo do extrato enzimatico obtido da
FES em farelo de arroz e farelo de soja com o fungo Penicillium
brevicompactum a fim de se obter condicdes de maximizacdo nas

atividades de esterificacéo;

Avaliar a estabilidade dos extratos enziméaticos em diferentes

memorias de pH;

Estudo de otimizacdo da producéo de lipase, incluindo a avaliacao

de outros residuos agroindustriais em biorreator de leito fixo;

Testar novos parametros para reacdo de alcodlise a fim de
aumentar as conversdes utilizando o extrato enzimatico bruto e/ou
concentrado;

Realizacdo de estudos de imobilizacdo dos extratos testando

diferentes suportes;

Testar a avaliacdo da atividade dos extratos enzimaticos obtidos

apos tratamento em fluidos pressurizados.
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