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RESUMO

A tecnologia enzimatica e a biocatalise séo feergas promissoras para sintese
de compostos de alto valor agregado. Dentre a<ipails enzimas utilizadas em
biocatalise destacam-se as lipases, pois apresenfzanidade de catalisar reacdes tanto
em meio aquoso como em meio organico, onde o tdgda é restrito. Aléem disso, o
elevado potencial de aplicacdo das lipases é€ ipsld pela sua capacidade de
utilizacdo de uma ampla gama de substratos, sahileftde frente a temperatura, pH e
solventes organicos e sua quimio, regio e enaeletsadade. O presente trabalho teve
como objetivo geral estudar a otimizacdo do meio pdeducdo de lipase em
fermentacdo em estado solido por micro-organismasg¢ filamentosoPenicillium
crustosume leveduraSporobolomyces ruberrimugm diferentes substratos visando a
utilizacdo de residuos agroindustriais para seralme processo mais econémico e
viavel; a escolha do melhor suplemento, e a caraat@o quimica para apos realizar a
aplicacdo em reacdes de sintese. O aspecto conjienfaroducdo de enzimas por
Fermentacdo em Estado Solido (FES) com aproveitantenresiduos e a geracéo de
produtos de alto valor agregado, justificam plenameste trabalho, considerando o
aumento dos volumes de residuos agroindustriasdgsernas industrias, associado a
crescente preocupacdo com 0s impactos ambientstissde uma legislacdo ambiental
cada vez mais rigidaD fungo filamentosoPenicillium crustosummostrou-se um
micro-organismo promissor para producédo de lipasésando residuos agroindustriais
como substrato. A condicdo otimizada, de acordo asmariaveis avaliadas, 60 % de
umidade e temperatura de 30 °C, conduziu a atigglal® esterificacdo maximas de
116,30 U/g (farelo de soja-FS); 136,16 U/g (faratoz-FA); 192,93 U/g (farelo do
caroco de algodéao-FCA) e para bagaco de cana (BQOd,96U/g, em 48 horas de
fermentacao. A partir desses resultados avaliauefeito da suplementacgéo dos farelos
de soja e de arroz para se atingir a maximizacaproducao de lipase. Através da
técnica de planejamento sequencial de experimémitpsssivel otimizar o processo em
termos de atividade de esterificacao para cadaratdsestado:1,5 % (p/p) de azeite de
oliva (AO) e 5,5 % (p/p) de uréia no farelo de 3,5 % (p/p) de agua de maceracao
de milho (AMM) no farelo de arrozZ0bservou-se que na caracterizacdo enzimatica
parcial do extrato bruto o emprego do acido butigcdo acido oleico como doadores
de acila reagindo com metanol como alcool, resultas maiores atividades lipasicas,
com um pico de atividade de 604,95 U/g e de 560/APpara a enzima produzida
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utilizando FS e de 592,65 U/g e 562,13 U/g parazinga produzida quando se utilizou
FA como substrato, respectivamente; tanto os esteiizimaticos do FS quanto do FA
mostraram maior estabilidade em termos de atividdeeesterificacdo (U/g) em
temperaturas de 35 °C. Os extratos enzimaticosSde #o FA mostraram estabilidade
durante 30 dias em temperatura de refrigeracdo edid® em temperatura de
congelamento; os dois substratos testados mostrarethores atividades em
temperaturas baixas (11,8 °C) e pH em torno detéslendo para alcalinidade. Ja na
caracterizacdo enzimatica parcial do extrato picip foi possivel observar que o
emprego do acido oleico como doador de acila reagitom etanol como alcool,
resultou nas maiores atividades lipasicas, comicmge atividade de 105,15 U/g para
a enzima produzida utilizando FA e para a enzinmymida quando se utilizou FS
como substrato a maior atividade de esterificag@a84,12 U/g quando houve a reacao
do acido oléico com o alcool propan-1-ol; tantoegtratos enzimaticos do FS quanto
do FA mostraram maior estabilidade em termos dedatle de esterificacdo (U/g) em
temperaturas de 35 °C; os extratos enzimaticos Slce Flo FA mostraram maior
estabilidade em temperaturas de congelador e eedig§o. Os extratos precipitados
apresentaram pico de atividade de esterificacag) (e¥h temperaturas mais altas e
memoéria de pH mais acidos. Os resultados encorstrpda a producdo de lipases a
partir da leveduré&Sporobolomyces ruberrimdsram de 134,5 U/g (FS), 169,33 U/g
(BC) e de 202,45 Ulg (FA) A utilizacdo dos residwagoindustriais como fontes
alternativas de substratos para producdo de enzimdsm auxiliar na reducédo da
poluicdo ambiental, além de reduzir o custo glodal producdo de enzimas
microbianas, levando em conta que o Brasil é urs pab, em se tratando destes
residuos, o que justifica a investigacdo dos mesmaosbtencdo de produtos de alto

valor agregado.

PALAVRAS-CHAVE : LipasesP. crustosumS. ruberrimusresiduos agroindustriais
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ABSTRACT

The enzymatic technology and the biocatalysis ammgsing tools for the
synthesis of high value compounds. Among the mejamymes used in biocatalysis,
stand out the lipases, as they present abilityatalgze reactions both in agueous and
organic media. Moreover, the high potential of ation of lipases is based on their
ability of using a wide range of substrates, tis&bility to temperature, pH and organic
solvents and their chemio, regio and enantioseigéctiThe main objective of this work
was to evaluate the optimization of medium for pineduction of lipase by solid state
fermentation (SSF) usingPenicillium crustosum (filamentous fungi) and
Sporobolomyces ruberrimugyeast) in several substrates aiming at the use of
agroindustrial residues to obtain an economical \@atle process, the choice for the
most adequate supplement and the chemical charatten of the enzymatic extract
obtained for further application as catalyst inctems of synthesis. The production of
enzymes by SSF by the use of residues and thevachent of high value products
justifies this work, considering the increase oflumee of agroindustrial residues
generated by the industries, associated to the iggoeoncerns about environmental
impacts and the stricter legislation. The fur@enicillium crustosumshowed a
promising potential for lipases production usingo@igdustrial residues as substrate.
The optimized condition, following the evaluatediahles, was 60 % of water content
and 30 °C, giving maximal esterification activit@sl16.30 U/g (soybean bran); 136.16
U/g (rice meal); 192.93 U/g (cottonseed meal) amrdstigarcane bagasse activities of
107.96 U/g, after 48 hours of fermentation. Fronesth results, the effect of
supplementation was evaluated to maximize the épgsroduction. By means the
sequential experimental design technique it wassiplesto optimize the process in
terms of esterification activity for each used grdiss: 1.5 wt% of olive oil and 5.5
wt% of urea using soybean bran as substrate anat%f corn steep liquor using rice
meal as substrat@he use of butyric and oleic acids as acyl donatat methanol,
resulted in higher lipase activities, 604.95 U/gl &67.19 U/g for the lipase produced
using soybean bran as substrate and 592.65 U/§Gthd3 U/g for the extract produced
by rice meal. Both extracts showed higher stab#itytemperatures of 35 °C. These
extracts showed stability during 30 days under txampre of refrigeration and 20 days
at freezing temperature. These two crude enzyneatiacts showed higher activities at
low temperatures (11.8 °C) and pH of about 6.5. pasgial characterization of the

precipitated enzymatic extract showed higher dgtation activities when oleic acid
viii



and ethanol were used as substrates, resultingtiintis of 105.15 U/g for the enzyme
produced by rice meal and of 84.12 U/g for soyhaam, using oleic acid and propan-
1-ol as substrates. Both extract were more stab8® &C and also showed stability at
temperatures of freezer and refrigerator. The aumated extracts presented peaks of
esterification activity (U/g) at higher temperatii@d lower pH memories. The results
for the production of lipases by the ye&gorobolomyces ruberrimusere of 134.5
U/g (soybean bran as substrate), 169.33 U/g (sagarbagasse)and 202.45 U/g (rice
meal) The use of agroindustrial residues as altaources of substrates for enzymes
production can help the reduction of environmemiallution, and also contribute to
reduce the global cost of microbial enzymes, takimg account the high volumes of
residues produced in Brazil, fact that justifies thvestigation of use for the production

of high value compounds.

KEYWORDS: LipasesP. crustosumS. ruberrimusagroindustrial residues.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A tecnologia enzimética e a biocatalise sao ferraasepromissoras para a sintese
de compostos de interesse industrial. Dentre ascipais enzimas utilizadas em
biocatalise destacam-se as lipases, pois apresenfzanidade de catalisar rea¢des tanto
em meio aquoso como em meio organico, onde o tedgda é restrito. Aléem disso, o
elevado potencial de aplicacdo das lipases ¢€ iqald pela sua capacidade de
utilizagdo em uma ampla gama de substratos, sahilettde frente a temperatura, pH
e solventes organicos e sua quimio, regio e erssatietividade (Hasaet al, 2006,
Kriegeret al, 2004).

As lipases catalisam uma série de reacfes, induanhidrélise, interesterificacéo,
alcodlise, acidolise e esterificacdo. Diante dists lipases, especialmente as
microbianas, possuem muitas aplicagées industrillepois das proteases e
carboidrases, as lipases sdo consideradas com@eairdemaior grupo com base no
volume total de vendas. Numerosas espécies deribactBolores e leveduras foram
encontradas como micro-organismos potenciais pg@ducao de lipases (Let al,
2008).

Ha um amplo campo de aplicacdes industriais ppesdis, que vem se expandindo
nas ultimas décadas. Por outro lado, percebe-setenu€ncia atual de estudar os
processos biotecnoldgicos de uma forma mais amf@atando interrelacionar
estratégias e procedimentos adequados, desdepas d&aotimizacdo da producédo até a
aplicacdo final da enzima, com o principal intude reduzir custos e melhorar a
qualidade final do produto (Maldonadbal., 2006).

A fermentacdo em estado solido (FES) tem se masitatho uma alternativa na
producdo de enzimas microbianas, devido a posialidi de utilizacdo de residuos e
subprodutos da agroindustria como fonte de nuegene suporte para o
desenvolvimento do micro-organismo (Castiktoal, 2000; Soccol e Vandenberghe,
2003; Pandey, 2003).



A utilizacdo de co-produtos agroindustriais comdémas-primas na producao de
lipases, além de agregar valor a materiais de lm@igtm no mercado, pode vir a reduzir
em muito o preco final da enzima, sendo que a agdic da fermentacdo em estado
sélido em muitos casos diminui consideravelmentecwstos do processo, quando
comparada a fermentacao submersa (Casillab, 2000).

A caracterizagcdo dos biocatalisadores produzidos eo determinagdo dos
parametros tanto do extrato enzimatico bruto compudificado possibilita a indicacao
de enzimas nativas em processos cataliticos inaigstr

Com base no texto descrito anteriormente, o prestmabalho teve como
objetivo geral estudar a otimizagéo e caracterzagpimeio de producéo de lipase em
fermentacdo em estado solido por micro-organismasg¢ filamentosoPenicillium
crustosunme a levedur&porobolomyces ruberrimuem diferentes substratos visando a
utilizacdo de residuos agroindustriais para seralote processo mais econdémico e
viavel. O aspecto conjunto de producdo de enzinbad=gS com aproveitamento de
residuos e a geracdo de produtos de alto valogadpe justificam plenamente este
trabalho, considerando o aumento dos volumes daus agroindustriais gerados nas
industrias, associado a crescente preocupacao sampactos ambientais destes e uma
legislacdo ambiental cada vez mais rigida.

Os seguintes objetivos especificos foram delineadzetir do objetivo geral:

» Estudos preliminares de producdo de lipases atdavdsrmentacdo em
estado solido (FES) utlizando micro-organismos esiduos
agroindustriais como substratos;

* Avaliagdo das condicdes de fermentacdo (temperaguramidade)
visando a otimizacdo do processo;

* Estudo da suplementacao dos substratos (farelojdeesde arroz) para
se atingir a maximizagcao da producao de lipasegidaa em termos de
atividade de esterificacao;

 Concentracdo do extrato enzimatico produzido artegnte por
precipitacdo com sulfato de amoénio a 60%.

» Caracterizacao parcial dos extratos enzimaticos lewconcentrado em
termos de temperatura e pH 6timos, estabilidadeid¢ére especificidade

frente a diferentes substratos de esterificacéo.



Este trabalho esta dividido em capitulos, onde agsitGlos 1, 2 e 3 apresentam a
introducdo do trabalho, a revisédo bibliograficadeacricdo das metodologias utilizadas
na execugcdo dos experimentos, respectivamente.efsdtados foram descritos e
discutidos no Capitulo 4 para o fungo filament®snicillium crustosunme para a
leveduraSporobolomyces ruberrimublo Capitulo 5 estdo apresentadas as conclusdes
obtidas apds a realizagdo dos experimentos, imbuias sugestdes para trabalhos
futuros relacionados a producao de lipases micnalsiaNo Capitulo 6 sdo apresentadas
as principais referéncias bibliograficas consukadpara o0 embasamento e
fundamentacéo deste trabalho. Em anexo (Capitutoafjigo “Production and partial
characterization of multifuncional lipases Bporobolomyces ruberrimusnder solid
state fermentation using soybean meal, rice maehbagarcane bagasse as substrates”.



CAPITULO 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Enzimas sdo um grupo de substancias organicastdezea normalmente protéica
com atividade intra ou extracelular, as quais passduncOes catalisadoras de reacdes
quimicas que, sem a sua presenca, dificilmentetecemam. Isso é conseguido através da
reducdo da energia de ativacdo necessaria parseqi& uma reacdo quimica, resultando no
aumento da velocidade da reacdo e possibilitandoetabolismo dos seres vivos. Os
catalisadores biol6gicos sdo extremamente efigemt@uito especificos nas suas fungdes, o
gue evita resultados indesejaveis. Desta formaymnho para novas aplicagdes das enzimas
esta aberto nos mais variados tipos de industeaffielet al.,2010).

Enzimas lipoliticas, como lipases e esterases,tito@® um importante grupo de
enzimas associadas com o metabolismo de degradi&cdipidios. Os micro-organismos
produtores de lipases podem ser encontrados noeseln diversos residuos oleosos. Os
aspectos bioldgicos, fisiologicos e de aplicacdustrial das lipases vém sendo bastante
estudados devido a sua acao sobre substratosviesodim agua (Treichet al.,2010).

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrolisd ¢ parcial do triacilglicerol a
diacliglicerol, monoacilglicerol, glicerol e acidagaxos livres, apresentando capacidade
Unica de agir na interface Oleo/dgua. Ja as este® as enzimas que agem em ésteres
soluveis em agua ou que hidrolisam outros lipifitarvalhoet al, 2003).

Entretanto, a diferenciacdo entre lipases e es®ramda ndo estd completamente
definida. Em 1958, Sarda e Desnuelle propuserammideds lipases a partir de sua
caracteristica cinética, que é a propriedade dagio na presenca de substratos insollveis
em agua e emulsionados, ou seja, na presenca dentarface lipidio/agua. Segundo estes
autores, as lipases seriam ativadas na presergsates emulsionados, enquanto as esterases
ndo apresentariam esta ativacdo, exercendo suaofumgrolitica sobre substratos sollveis
em agua (Dalla-Vecchiet al, 2004).

Com base nestes aspectos, este capitulo tem paliddéide reunir informacdes

relevantes sobre a producado de lipases, especditanpor fermentacdo em estado solido,
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caracterizacao bioquimica da enzima e aplicac@hssinais, através da analise de trabalhos

publicados nos ultimos anos.

2.1 LIPASES

As lipases (E.C.3.1.1.3) sdo glicerol éster hiceda capazes de hidrolisar
triacilglicerdis (principais componentes de 6leogoeduras) liberando &cidos graxos livres,
glicerol, mono e diacilglicerois, atuando na ireed 6leo/agua, onde ocorre um aumento da
atividade da enzima através do mecanismo de ativatérfacial. Essas enzimas também
catalisam reacdes de esterificagao e transest&diocquando presentes em meio ndo aquoso
(Saxeneet al, 2003, Pandegtal., 1999, Jaeger e Reetz, 1998).

As lipases sdo encontradas em tecidos de variosaanie plantas, podendo ser
produzidas por fermentacédo usando varias espéeigsalo-organismos, tais com os fungos
Aspergillus, Mucor, Rhizopus, PenicilliwGeotrichum as levedura$ulopise Candidae as
bactériasPseudomonas, AchromobacteiStaphylococcusDo ponto de vista econémico e
industrial, a producéo de lipases microbianas fepvel frente as lipases de fontes animais e
de plantas, devido ao alto custo do seu isolanm@méichelet a.l 2010).

Na lipase, o sitio catalitico € formado pela triadtalitica Ser-His-Asp/Glu, que se
repete em todas as estruturas e é frequentemestigidio na molécula por uma "tampa"
hidrofébica ou "lid", que ao interagir com a intaé lipidio/agua sofre uma mudanca
conformacional, expondo o sitio ativo. A presenga'tdmpa” na estrutura da enzima e a
propriedade de ativacao interfacial passaram tag®es determinantes para a caracterizagéo
de lipaseg¢Dalla-Vecchieaet al, 2004).

De acordo com Soares al. (1999) a presenca da "tampa" ndo estq necessat@ame
correlacionada com a ativacéo interfacial, sendoagilipases déseudomonas aerugingsa
Burkholderia glumaes Candida antarcticaB, que apresentam a "tampa" em suas estruturas,
nao sofrem ativagéo interfacial. Por outro ladocasnases, enzimas consideradas lipases
"verdadeiras", ndo apresentam a "tampa" e ndogaraciia interface para exercer a atividade
hidrolitica.

As lipases microbianas constituem um grupo de itaptes enzimas com aplicacdes
biotecnolédgicas e na quimica organ{@aeichelet al.,2010) devido a versatilidade de suas

propriedades, no que se refere a atuacdo enziméataaindo ampla especificidade pelo
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substrato, régio e enancio-seletividade na resoldeanisturas racémicas, além de facilidade
de producdo em grande quantidgtfansanet al., 2006; Dutraet al., 2008; Rajendran e
Thangavelu, 2009), estabilidade a altas tempesaueanpla faixa de pH, o que tornam essas
enzimas atraentes e versateis (Freire e Castillt); Sharmat al.,2001).

As lipases sdo muito utilizadas em sintese orgamesido a sua grande
disponibilidade e baixo custo; além disso, ndo eegm cofatores. Estes biocatalisadores
possuem a habilidade de catalisar reacdes de fiesighp, transesterificacdo (aciddlise,
interesterificacdo, alcodlise), amindlise e tiogesterificacdo em solvente organico anidro,
sistema bifasico e em solucdo micelar com altaot#fspdade. O deslocamento do equilibrio
na reacao, no sentido direto (hidrélise) ou invésdntese), é controlado pela quantidade de
agua presente na mistura reacional. As lipasesstm extensivamente investigadas com
relacdo as suas propriedades bioquimicas, fistd8geé possibilidade de aplicagéo industrial
(Pandeyet al,, 1999).

2.2 PRODUCAO DE LIPASES

As lipases podem ser de origem animal (pancreatiegpatica e gastrica),
microbiana (bactérias e fungos) e vegetal. A ppaiciuncdo bioldgica da lipase € catalisar a
hidrélise de longas cadeias de triacilgliceride®s.contrario de muitas outras enzimas, as
lipases demonstram niveis consideraveis de atigidacestabilidade em ambientes néo-
aguosos, o0 que facilita a catalise de muitas reacdais como esterificacdo e
transesterificagéo (Diazt al.,2006).

A producao de lipases pode ser influenciada peretites variaveis, como o micro-
organismo produtor da enzima, as fontes de carbantvogénio, a concentragéo de oxigénio
dissolvido, a composicéo, temperatura e pH do nasiapondi¢cdes de aeracdo e agitacao e até
mesmo a geometria do biorreator (Margsl, 2008).

As lipases sao produzidas por um grande numero ide-organismos, incluindo
bactérias, fungos e leveduras. Os fungos filamestesio os preferidos como produtores
industriais de lipases porque as enzimas produpioiasstes muitas vezes sao extracelulares,
o que facilita a extracdo do meio fermentado. Nmlpcao de lipases a partir de bolores, os
substratos lipidicos atuam como indutores em mueg®cies, nos quais as lipases séo
produzidas constitutivamente (Martiesal.,2008; Treichekt al, 2010).



As enzimas extracelulares podem ser produzidas e sdlido ou liquido, que se
diferenciam pela quantidade de agua livre. A pradude lipase microbiana pode ser obtida
no processo de Fermentacdo em Estado Solido (RE8) grocesso de Substrato Liquido
(FS). Em qualquer situacado deve-se empregar meicultigra que apresente baixo custo,
contribuindo para a viabilizacdo econdmica do psscdLinet al, 2006).

Para que a producdo de enzimas seja maximizadduddEmental importancia levar
em consideracdo o meio fermentativo, este devenojmogrionar nutrientes necesséarios ao
crescimento da cepa e producdo de metébolitos, dErauprir a energia utilizada para
biossintese de manutencédo da célula (Sebigd, 1996). O meio deve ser composto por fonte
de carbono, fonte de nitrogénio (seja ela orgaoicanorganica), sais organicos, vitaminas e
indutores, quando necessarios para a producapakelivisto que existem lipases induziveis

e constitutivas.

2.2.1 Micro-organismo

Os estudos sobre producédo de lipases utilizanderstis micro-organismos como
bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Hasah, 2006) iniciaram-se a partir de 1906,
e hoje em dia se conhece um grande numero de wrigamismos produtores de lipases,
conforme demonstrado na Tabela 1. Entretanto, est@mero de micro-organismos
conhecidos atinge apenas um percentual muito lExoiodiversidade estimada dos micro-
organismos que potencialmente podem ser produtiereszimas em geral e que ainda néo
foram caracterizados: cerca de 0,2 a 0,6% para&iete de 5% para fungos filamentosos,
bolores e leveduras (Fernanéesl, 2007).

Do ponto de vista econbmico e industrial, as lipagktidas de micro-organismos
(bactérias, leveduras e fungos filamentosos) samais utilizadas, devido a sua relativa
facilidade de producéo e abundéancia de micro-osgaws capazes de sintetiza-las.

Os bolores sao valorizados porque as enzimas perpebduzidas de uma forma
geral sdo extracelulares, o que facilita a suape@g¢do do meio de fermentacdo e também
porque a maioria destes ndo é nociva a saude humsando reconhecidos como GRAS
(Generally Regarded As Safer) (Jaegieal, 1994). Entre os fungos, o gén&enicilliumse

destaca por abranger muitos produtofesexpansun{Stockleinet al, 1993),P. citrinum



(Mirandaet al, 1999),P. wortmanii(Costa e Peralta, 1999, chrysogenunfManuelet al,
2000),P. aurantiogriseunfLima et al, 2004) eP. expansun(Dai et al.,2005).

Tabela 2-Principais micro-organismos produtores de lipase$8 e FES

Fungos filamentos

Referéncia

Rhizopussp.

Rhizopus homothallicus
Aspergillus niger
Aspergillus fumigatus
Phialemoniunsp.
Penicillium verrucosum
Aspergillus Niger
Rhizopus chinensis
Rhizopus arrhizus

R. oryzae

Mucor miehei
Aspergillus oryzae
Rhizopus chinensis
Penicilliumsp.

Penicillium crustosum

Martinez-Ruizet al. (2008)
Rodriguezet al. (2006)
Dutraet al. 008)
Martinset al. (2008)
Martinset al. (2008)
Kempkaet al. (2008)
Damaso (2008)

Sun & Xu (2009)
Rajendran A.et al. (2009)
Kawakami. (2009)
Shamelet al (2007)
Dizgeaet al.(2009)
Teng.; Xu.; Wang (2009)
Rigoet al (2010)
Ferrazet al (2010)

Bactéria Referéncia
Pseudomonasp. Cheirsilpet al (2009)
Bacillus subtilis Takac (2008)

Bacillussp.
Bacillus coagulans

Pseudomonas aeruginosa

Ertugual (2007)
Alkan et al. (2006)
Guptaet al .(2008)

Levedura

Referéncia

Candida cylindracea

Yarrowia lipolytica(cepa mutante)
Candida antartica

Candida cylindracea

Sporobolomyces ruberrimus

D’Annibale et al. (2006)
Fickers (2009)
Rodrigueset al. (2008)
Brozzoliet al (2009)
Ferrazet al.2011)

Fonte: o autor (2011)



Fungos filamentosos de diversos géneros demonstiraex bons produtores de
lipases e as suas enzimas tém sido estudadaspsoiboode vista académico e industrial.

Dentre as bactérias produtoras de lipases conmenad estdo disponiveis as enzimas
de Pseudomonasp., P. fluorescens, Bulkholderia (P.) cepagiara a aplicagdo em sintese
quiral e as lipases dBurkholderia sp e Arthrobactersp, utilizadas na determinacao
diagnéstica de triacilglicerois. O rapido crescitoercelular em relagcdo aos fungos
filamentosos é uma das vantagens citadas das foatdsrianas como produtoras destas
enzimas (Jaeget al, 1998).

As espécies de leveduras encontradas para a poodadgases sa@andida rugosa,
Candida tropicalis, Candida antarcticaCandida cylindracea, Candida parapsilopsis,
Candida deformante, Candida curvata, Candida vali¥arrowia lipolytica, Rhodotorula
glutinis, Rhodotorula pilimornae, Pichia bisporaicRia mexicana, Pichia sivicola, Pichia
xylosa, Pichia burtonii, Saccharomycopsis crataeges) Torulaspora globosae

Trichosporon asteroidéTreichelet al., 2010)

2.2.2 Fermentacdo em estado sélido (FES)

A fermentacdo envolvendo solidos em auséncia osegaaséncia de agua livre é
denominada de FES, sendo que o substrato deve ipassidade suficiente para
proporcionar o desenvolvimento do metabolismo doasayorganismos (Singhaniet al,
2009). O desenvolvimento deste sistema envolve caspeade Engenharia Bioquimica,
incluindo a cinética, modelagem matematidasignde biorreatores e sistemas de controle
avancado (Couto e Sanroman, 2005; Holker e Ler@5;2Pandey, 2003). A baixa umidade
encontrada neste processo significa que a fern@antss pode ser efetuada por um nimero
limitado de micro-organismos como leveduras e fgnfimamentosos, embora algumas
bactérias também tenham sido estudadas com sutestecsistema (Pandeyal, 2000).

No Brasil, desde 1986 uma série de projetos deumsscenvolvendo produtos
agricolas tropicais e subprodutos utilizados confissatos para FES foram desenvolvidos,
principalmente devido a grande quantidade de residgricolas gerados por este pais
(Soccol e Vandenberghe, 2003).

Portanto, a FES € uma excelente forma de utilizai@® residuos solidos como

substrato. Os alimentos e residuos agricolas sftuzpdos em grandes quantidades e, uma
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vez que sdo ricos em carboidratos e outros nutsepbdem servir como um substrato para a
producdo de compostos quimicos a granel e enzitiiezmndo FES (Pandegt al, 1999).
Esse processo € conhecido desde os tempos antigas®tipos de bolores foram cultivados
em FES para a producdo de alimentos. Exemplo®sigiensistem na fermentacdo do arroz
por Aspergillus oryzagara iniciar o processo “koji” Benicillium roquefortiipara producéo
de queijo.

A FES apresenta varias vantagens biotecnoldgicas, tomo aumento da
produtividade de fermentacdo, aumento na concémrde produtos, alta estabilidade do
produto, menor repressao catabdlica, cultivo deravocganismos especializados para
substratos insolUveis em agua ou cultura mistaades/fungos, e por ultimo, mas ndo menos
importante, a redugdo da demanda sobre a estdglidavido a baixa atividade de agua
utilizada em FES (Holkeet al, 2004; Singhani&@t al, 2009). Ainda dentre as vantagens
apresentadas por esta técnica pode-se citar aigohaple dos meios de fermentacéo e dos
equipamentos utilizados, podendo, além disso, pvemaltos rendimentos de producéao,
menor demanda de energia, entre outras (Matedik, 2002).

As condicdes de crescimento da FES aproximam-sbatdtat natural de fungos
filamentosos, o que facilita o crescimento desteutustrato sélido e a producéo de grandes
guantidades de enzimas. Os residuos gerados mEspos agroindustriais podem ser usados
como substrato para o crescimento celular. A natérganica presente neste material €
usada como fonte de energia para o crescimentacarbmno para a sintese de biomassa
celular e dos produtos do metabolismo microbianeg®t al, 2005).

No entanto, a FES geralmente € lenta, em funcdmadaira a transferéncia de massa
gerada durante a fermentacdo. Entretanto, os maxesetabdlicos dos micro-organismos
sdo influenciados pela mudanca de temperaturaHgelg substrato, do indice de umidade,
do fornecimento de ar, da concentracdo de ind@tlm, sendo que estas circunstancias
variam extensamente de espécie para espécie. Assima-se muito importante saber as
condi¢cdes ambientais dos micro-organismos paraxanmgroducdo da enzima de interesse
(Ellaiahet al, 2004).

Portanto, a FES € uma ferramenta promissora papsoducdo de metabdlitos
microbianos, por fazer uso de um meio barato, @ ppde utilizar residuos agroindustriais

como substrato.
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2.2.3 Substratos utilizados na fermentacédo em estado &l

O setor agroindustrial e de alimentos produzemdgsigquantidades de residuos, tanto
liquidos como solidos. Esses residuos podem apeeselevados problemas de disposicao
final e possuirem caracteristicas de poluente, deémepresentarem, muitas vezes, perdas de
biomassa e de nutrientes de alto valor. Ao cowntrdd que acontecia no passado, quando
residuos eram dispostos em aterros sanitarios quegados sem tratamento para racao
animal ou adubo, atualmente, conceitos de minirdizagecuperacédo, aproveitamento de
subprodutos e bioconversao de residuos sédo cadaaiezdifundidos e necessarios para as
cadeias agroindustriais.

A bioconversao, em particular, dos residuos agrfcelda industria de alimentos esta
recebendo crescente atencdo, uma vez que essasasnadSiduais representam recursos
possiveis e utilizaveis para a sintese de prodittis. Nesse contexto, a FES desempenha
um papel de destaque no aproveitamento de ressdlides, pois, em virtude do crescimento
microbiano, ocorre a sintese de diversos compostms,quais muitos apresentam grande
interesse para segmentos industrial, além de edexaldr agregado (Pintet al, 2005).

Existem varios exemplos na literatura relacionandoso de substratos naturais e
suportes inertes na produ¢ao de enzimas e outnggastos de alto valor comercial por FES.
Os principais residuos que podem ser utilizadosasatortas derivadas dos processos de
extracdo do 6leo de milho (torta de milho), 6lequtassol (torta de girassol) e soja (torta de
soja), materiais abundantes no Brasil, e que nonerale oferecem um potencial poluente
muito elevado.

Outros substratos que podem ser utilizados em BBS& dorta de babacgu; farelo de
trigo; o bagaco de mandioca, gerado pela indud#iprocessamento de amido, que possui
entre 40 a 60 % de amido residual; o bagaco de eaog0 de serra, gerado pela industria
madeireira. Estes representam somente uma pequap@gio dos substratos que podem ser
utilizados na producao de metabdlitos com aplicagdastrial (Mahadilet al.,2002; Ul-Haq
et al.,2002; Castilheet al, 2000; Gombergt al, 1999).

A natureza do substrato solido empregado € o fats importante que afeta os
processos de FES e sua selecdo depende de véanies farincipalmente relacionados com
custo e disponibilidade e, portanto, pode envavieiagem de varios residuos agroindustriais
(Shinganiaet al, 2009). No processo de FES o substrato solidosdé&ornece os nutrientes
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para a cultura, mas também serve como um pontaaeagem para as celulas microbianas.
Véarios autores relatam que os fatores mais impm@$apara o crescimento e atividade
microbiana em um determinado substrato sdo o taondalparticula e o nivel de atividade de
umidade/agua. Geralmente, as particulas menorsslidtrato proporcionam uma maior area
de superficie para o ataque microbiano, mas senfdeanasiado pequenas podem resultar em
aglomeracao do substrato, bem como crescimentaiel@i. Em contraste, as particulas
maiores proporcionam uma melhor aeracdo, mas umperfgiie limitada para o ataque
microbiano. Portanto, um tamanho de particula idegé ser selecionado para cada processo
em particular (Pandest al, 1999).

A investigacdo sobre a selecdo de substratos a@opr para FES tem sido
essencialmente centrada em torno de residuos dgstiiais devido as suas vantagens para
os fungos filamentosos, que sao capazes de peneBasubstratos sélidos, auxiliados pela
presenca de pressao na ponta do micélio (Ramacmeetdal, 2004). Cordovat al (1998)
investigaram o uso de bagaco de cana de acUcareal®oliva (residuo da industria de 6leo
de oliva) para a producao de lipasesRbizopus rhizopodiformis Rhizomucor pusillusAs
maiores atividades enzimaticas obtidas foram déWg,comR. rhizopodiformise 20,2U/g
com R. Pusillus,respectivamente quando se utilizou uma mistur&@B0 dos substratos
estudados.

Na formulacdo do meio de fermentacao vérias fotkesarbono (substrato principal)
séo utilizadas, entre elas cita-se farelo de fitglmiah et al., 2004), farelo de arroz (Ellaiah
et al, 2004; Ferraet al, 2010a), farelo de cevada (Dominge¢al, 2003), bagaco de cana-
de-acucar (Cordovat al, 1998; Ellaiahet al, 2004), torta de coco (Benjamin e Pandey,
2000), torta de soja (Vargas al, 2008), torta de babacu (Paletaal, 2000; Gomberet al,
1999; Castilheet al, 2000), entre outros, além da incorporacdo optid@alguma fonte de
carbono indutora para a producéo de lipases (0dmidos graxos, detergentes). Em alguns
casos, fontes de nitrogénio complementares sadizadifls: agua de maceracdao de milho,
extrato de levedura, uréia, sais de amodnio e auBais metalicos e micro-elementos podem
ser suplementados para suprir as necessidadesapanganismo.

As tortas residuais de processos de extracdo de s bastante usadas na industria
de alimentos para animais, por possuirem boas igadet de proteina. Muitos estudos tém
avaliado o uso das tortas oleaginosas em bioprageasplicacdo biotecnoldgica de torta de
girassol, soja, cdco, mostarda, palma, algodaoplaaroliva entre outras, podem ser

utilizadas para obtencdo de enzimas, antibidticimpesticidas, vitaminas, etc. Na producao
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de enzimas, as tortas sdo usadas como substratoEp& ou como suplemento do meio de

producdo, em termos de fonte carbono e nitrog&éon@chandraet al, 2007). A Tabela 2

demonstra alguns residuos e micro-organismos eidesivno processo de FES.

Tabela 3-Substratos e micro-organismos utilizados em pracdssfermentacdo em estado

solido
Micro-organismo Substratos Referéncia
Bacillus coagulans Farelo de trigo, residuos (banana, Alkan et al. (2006)

Rhizopus homothallicus

Aspergillus niger
Penicillium verrucosum

Aspergillus niger

Phialemoniunsp.

Pseudomonas aeruginosa

Rhizopus chinensis

Penicillium crustosum

meldo, melancia, lentilha e arroz)

Bagaco de cana Rodriguetal. (2006)
Farelo de trigo Dutrat al.(2008)
Oleo de babacu Kempled al. (2008)
Farelo de trigo e sabugo de milho Damaso (2008)
Farelo desengordurado e casca de arroz Magtials (2008)
Sementes d&atropha curcasa Guptaet al (2008)
Farelo de trigo e farinha de trigo Sun e Xu (2008)
Farelo de soja e farelo arroz Fereaal (2010)

Fonte: o autor (2011)

2.2.4 Suplementacdo do meio fermentativo

A escolha do suplemento de um meio fermentative devar em conta a relagéo de

carbono/nitrogénio, quantidade de agua e concérae minerais (Riget al, 2009).

Quando o dleo de oliva é a unica fonte de carbormmjcro-organismo utiliza-o de

forma sequencial. Inicialmente o 6leo de olivadrdlisado por uma pequena quantidade de

lipase proveniente do préprio in6culo em glicerch@dos graxos. Em seguida o micro-

organismo consome o glicerol liberado, ainda sepraalucéo de lipase. Finalmente, os
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acidos graxos sao consumidos com a inducédo dagiodie uma quantidade significativa de
lipases (Montesinet al, 1996).

Estudando a producdo de lipases por fermentacdestado soélido, Palmat al
(2000) utilizaram o fung®enicillium restrictume torta de babagu como meio basal. O meio
foi enriquecido com peptona, Tween 80 e Oleo deaolerificando-se que a maior atividade
lipasica (27,8 U/g em 25 horas de fermentacaodlitida quando se utilizou a peptona como
suplemento.

A producéo de lipases pBenicillium simplicissimurem meio sélido usando torta de
soja como substrato foi estudado por Vargas (20a8)constatado que a maior producdo da
enzima (30 U/g em 80 horas de fermentacao) ocaeoblas condi¢des de 27,5 °C e 55 % de
umidade do meio levando em consideracdo que a dertsoja € rica em nutrientes e nao
necessita de adicdo de fontes suplementares dencam nitrogénio para aumentar a
producao de lipases.

Dominguezet al. (2003) investigaram a producéo de lipasesMasrowia lipolytica
por fermentacdo em estado solido. Observou-se qusoode materiais organicos como
suporte para a producdo de lipases, além de dimasuicustos de producdo da enzima,
proporciona maiores atividades lipasicas quandopesato ao uso de suportes sintéticos.
Concluiu-se que a utilizacdo de nozes trituradasocsubstrato gerou cerca de 69 U/g de
atividade enzimatica em 10 dias de fermentacaerango os resultados obtidos com farelo
de cevada suplementado com 6éleo de girassol, mitiiva.

Um meio balanceado pode conter dez vezes maisrartbo que nitrogénio. Essa
relacdo (10:1) garante um alto conteudo protéioquanto uma relacdo maior, como (50:1),
favorece o acumulo de élcool, metabdlitos secuadadierivados do acetato, lipidios ou
polissacarideos extracelulares. Dessa maneira;sget@mar o devido cuidado e atengédo com
a relacdo C/N durante o processo fermentativo {€a&lWatkinson, 199apud Goncalves,
2007).

Rigo et al. (2010), pesquisando a producdo de lipases comediés caracteristicas
alcalinas e 4cidas, encontraram no farelo de smkementado com 6leo de soja e uréia as
atividades lipasicas de 139,2 e 140,7 U/g de satbstieco em 48 horas de fermentacéo para

0S micro-organismos isolados codificados como PB84 respectivamente.
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2.2.5 Fatores que afetam a producéo de lipase

Varias condi¢Bes tém sido descritas na literataraccestimulantes ou repressoras da
producdo de lipases por micro-organismos. As etapais importantes de um processo
biologico sdo modelagem e otimizacdo do sistemasgueem para aumentar a eficiéncia do
processo sem alto custo (Hasdral.,2009). Ha certos fatores ambientais que desempenha
papel importante durante a producdo da enzimavaladies metabdlicas, entre eles estédo
fatores fisicos (pH da cultura, memoéria do pH; lEbttade da enzima frente ao substrato;
temperatura da reacdo, tamanho do inoculo; agiteacdempo de incubacdo) e fatores
bioguimicos (tipo de substrato; especificidade aobssato; regio-especificidade;
suplementacdo do meio; ions inorganicos; fontesad®no e nitrogénio; aditivos).

O trabalho realizado por Vardanegjaal (2010) mostra algumas variaveis que afetam
a extracado de lipase obtida por FES de farelo ge swlizando o fungo filamentoso
Penicillium sp. Os autores avaliaram as variaveis: pH (5h-8%a de agitacdo (50-150
rpm), temperatura (25-49 °C) e relacdo solido/tiqu{1:20-5:20). O efeito do tempo de
contato foi avaliada em um estudo cinético. Atidies superiores de lipase no estudo de
extracdo foram obtidas utilizando tampéao fosfatd htM, pH 8,5, a 25 °C, 150 rpm, e
relacdo solido/liquido de 1:20. Os estudos mostrajae a atividade méaxima (186 U/g) foi
obtida apds 15 min de extracgao.

Quando uma nova cepa @enicillium sp. foi isolada e testada para producédo de
lipases por fermentacdo em estado solido (FESMWpski et al. (2009), a caracterizacao
parcial do extrato bruto enzimético obtido demanmstatividade 6tima em pH 5,5 e 47 °C
(15,17 U/mL). O extrato bruto enzimatico obtidog&ES apresentou melhor estabilidade
em pH 7,0 e 25 °C.

O estabelecimento das relagGes entre a fisiologganticro-organismos e os fatores
fisico-quimicos € o objetivo para o desenvolvimedéomodelos adequados. Entre varios
fatores, pode-se citar umidade e a natureza daratdbsoélido empregados sdo 0s mais
importantes fatores que influenciam os processosSEfe A definicdo da umidade depende
do micro-organismo utilizado, e também da natuckzaubstrato. Fungos necessitam menor
umidade, 40-60% de umidade pode ser suficiente, anealecdo do substrato depende de
varios fatores principalmente relacionados com stace disponibilidade e, portanto, pode
envolver a triagem de residuos agroindustriaisrdoge(Singhaniat al.,2009).
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Uma revisado apresentada por Hansamal (2009) descreve alguns fatores fisicos e
fisico-quimicos/bioquimicos que afetam a atividaédmzimatica, conforme dados

apresentados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 4 Fatores fisicos que podem afetar o processoroefgacdo em estado solido

Fatores fisicos Condicao Referéncia

pH e Temperatura

Bacillussp. FH5 pH 8; 37 °C Hasat al. (2006)

Bacillus thermoleovorankil-91 pH 6,0; 65 °C Markossiagt al (2000)
Bacillus coagulan8TS-3thermophilic pH 8,5; 55 °C Kumaet al. (2005)

Bacillus cereus pH 8,0 por 24 h;30-33 °C Dutta e Ray (2009)
Acinetobacter radioresistens pH 7,0; 30 °C Cheat al.(1998)
Enterobacter agglomerans pH 7,0; 30 °C por 48 h Zhen-Qian e Chun-Yun (2009)
Penicillium candidum pH9; 35 °C Ruizt al. (2001)
Cryptococcusp. S2 pH 5,6; 25 °C Kamiset al (2000)

Efeito do tempo de incubacéo

Bacillussp. (termofilico) 36 h Handelsman e Shoham (1994)
Bacillussp. FH5 24 h Ebrahimpoet al (2008)
Penicillium wortmanii 7 dias Costa e Peralta (1999)
Rhizopus oryzae 4 dias Hiolet al (2000)
Cryptococcusp. S-2 120 h Kamiret al. (2000)

Efeito da idade do in6culo

Bacillussp. 6h Sidhuet al. (1998)
Bacillussp. FH5 24 h Hasaat al (2006)
Thermoactinomyces vulgaris 18 h Elwaret al. (1978)

Efeito do tamanho do in6culo

Bacillus thermoleovorans ID-1, 1% Leeal.(1999)

Bacillussp. FH5 5% Hasagt al (2006)
Geobacillussp. ARM 1% Ebrahimpouet al. (2008)

Efeito da agitacao

Candida rugosa 180 rpm Songt al. (2001)
Acinetobacter calcoacetius?009 200 rpm Pratuangdejkul e Dharmsthiti (2000)
Salinivibrio sp. SA-2 150 rpm Amoozegat al. (2008)

Fonte: Hasaet al (2009).
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Tabela 5+atores fisico-quimicos e bioquimicos que podertaateprocesso de fermentacao

em estado sélido

Parametros
fisico-quimicos

Condicbes

Referéncia

Meio de crescimento

Candida rugosa

Bacillus circulans
Bacillussp.

Bacillus THL027

Bacillussp. FH5

Bacillussp.

Efeito do substrato

Bacillus
thermoleovorans
Bacillussp. LBN4

Acinetobacter
baumanniiBD5
Efeito NaCl e sais
biliares

Candida rugosa

Penicillium roqueforti
Efeito da fonte de C/N

Bacillussp. FH5

Enterobacter
agglomerans
Serratia marcescens
SM-6

Serratia marcescens

Efeito da Conc.
substrato

Bacillus licheniformis

B-42
Geobacillus
stearothermophilus

0,1 % glicose, 4,0 % azeite oliva, 0,3 %
NH;NO;z, 1,2% KHPO, e 0,4% MgSQ7H,0

Sengl.(2001)

meio liquido suplementado com 2 e/ou 30 % sacaroseElwanet al. (1983)

0,5 % farelo de soja e 0,1 % ésteres de glioaro
gordura natural
2 % (v/v) solucao tampao(7,3 % (w/v).NBOy,3,2 %
(Wiv) KH,PO,, pH7,2, 40ug/mL FeSQ e 40
ug/mL,MgSQ, 0.1% (w/v) (NH)2SG,

suplementado com 3 % NacCl, 0,1% glicose, 1,066 6l

farelo arroz 0,5% (w,v) farelo arroz
NaHPO,.2H,0 7 %, KGHPO, 3 %, NH,CI 1 %,NaCl
0,5%, glicose 4%,MgS04 0,25%, CaCl
0,02% acido casamino 2,5, 10% azeite oliva

10 g/L extrato levedura, 15 g/L NH4CI,3g/LHPQ,, 1
g/L KH,PO,, 0,1 g/L

MgSQ, MgSQ,.7H;0, 2 g/L glicose,0,6 mM MgGle
15 mL/L azeite oliva

azeite oliva (1,5 %, wiv)

azeite oliva e extrato levedura
p-NP caprato (C10)

NHsNO;
estimulado com NacCl

extrato levedura, Salicin
lactose, extrato de carne e extrato de levedura

glicogénio e pectina B
polissacarideos; glicogénio, hialuranato, pectirea B
goma arabica
1509/l

2,50/L

Kambouroveet al
(1996)
Dharmsthiti e Luchai
(1999)

Hansaret al (2006)

Heraviet al. (2008)

Leet al. (1999)

Bora atd4R007)
Pagk al(2009)

Songet al.001)

Larsen Jensen (1999)

Hasaral (2006)

n-gdtean e Chun-yun
(2009)
Winklest al.(L978)

Winkler et al.(1979)

Bayoumket al(2007)

Bayoumkt al. (2007)

Fonte: Hasaet al (2009).
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2.3 CARACTERIZACAO DE LIPASES

Diversos pesquisadores tém estudado o efeito dmesvdatores na atividade e
estabilidade de lipases brutas e purificadas. €atoomo pH, temperatura, efeito de ions
metalicos, solventes organicos, detergentes/sarfaas e outros inibidores podem aumentar
ou suprimir a atividade das lipases. Além dissa, g8 uma enzima versatil, a lipase
apresenta variadas especificidades aos substesto®mais. A caracterizacdo bioquimica das
lipases determina a adequacao da enzima paracagiuiem diferentes processos industriais
(Hasaret al.,2006).

2.3.1 Especificidade pelo substrato

A especificidade ao substrato vem sendo intensamantestigada em sistemas
reacionais bifasicos e meios reacionais organidoslelos cinéticos usualmente baseados na
aplicacdo das suposicbes de Michaelis-Menten fogopostos, como aqueles que
empregam um fator de competicdo para expressapexifisidade ao substrato (Peter e
Preda, 2002).

A especificidade ao substrato de lipases em reatdesterificacdo € importante para
obter um melhor entendimento da relagdo estruttmgdio e melhorar os parametros
reacionais, proporcionando maiores conversdes igabpidade (Peter e Preda, 2002).
Dependendo das caracteristicas de especificidatipad®, esta pode se tornar atraente para
diferentes aplicag6es em areas industriais potesn@an e Xu, 2009).

As lipases sao capazes de catalisar reagOes conampia faixa de substratos, mas as
taxas de reacao variam amplamente com a estrugrandléculas do substrato. As diferentes
afinidades de uma molécula de lipase por diferedtesois e acidos graxos pode ser
entendida em termos da energia de ligacdo quematia quando um substrato se liga ao sitio
ativo das lipases. Poucos dos muitos substratosejligam ao sitio ativo podem liberar uma
guantidade suficiente de energia de ligacdo paaai@tar uma mudanca na conformacao da
lipase para uma forma mais eficiente cataliticame(bbas e Comeau, 2003). A

especificidade das lipases é controlada pelas ipdaates moleculares da enzima, estrutura
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do substrato e por fatores que afetam a ligacd@mergubstrato (hidratacdo estérica e

interacdes hidrofdébicas) (Rigo, 2009).

2.3.2 Estabilidade térmica

A termoestabilidade de um biocatalisador permite unaior temperatura operacional,
0 que é claramente vantajoso devido a maior relatidd (maiores taxas reacionais, menores
restricbes difusionais), maior estabilidade, maerdimento de processo (solubilidade dos
substratos e produtos aumentada e deslocamentoavaVodo equilibrio em reacdes
endotérmicas) e risco reduzido de contaminacdoobimidgica (Hasaret al., 2006). De
acordo com o texto, a estabilidade térmica é umactexistica desejavel para as lipases
(Sharmeet al.,2001).

Enzimas termoestaveis podem ser obtidas de orgasismasofilicos e termofilicos; até
psicréfilos podem produzir algumas enzimas ternévess. Enzimas termoestaveis obtidas a
partir de fontes microbianas sdo altamente vardajpara aplicacdes biotecnoldgicas, ja que
podem ser produzidas com baixos custos e exibeaneatabilidade. Nos ultimos anos, ha
uma grande demanda por enzimas termoestaveis adrsstrial (Hasapt al.,2006).

A estabilidade térmica de uma lipase esta obviaenexriicionada com a sua estrutura
(Sharmaet al.,2001). Em baixos teores de 4gua, como € o casendawas liofilizadas, as
moléculas de enzima apresentam certa rigidez aoaftonal, que € responsavel por
algumas consequéncias interessantes observadadvemias organicos anidros. Uma dessas
causas € a maior estabilidade quando submetidamaetaturas elevadas, ja que a
conformacdao rigida € mais estavel que a flexiviedéovada na forma totalmente hidratada da
enzima). Além da rigidez, outra razdo para o aumdatestabilidade é que varios processos
covalentes envolvidos na inativacao irreversivepa#einas como a desaminacao, hidrélise
peptidica e decomposicdo da cistina requerem &ag8ses processos irreversiveis sao
também extremamente lentos em baixos teores de(@gysa, 1992).

Outra propriedade importante a ser avaliada € abidade ao longo do periodo de
armazenamento em baixas temperaturas (Men@t@h, 2009). O estudo da estabilidade da
enzima em baixas temperaturas indica a melhor teya de estocagem da enzima para

aumentar a sua vida de prateleira.

19



2.3.3 Efeitos de temperatura e memoria de pH

A rigidez conformacional das moléculas de enzin@tidas nos extratos enzimaticos
liofilizados pode ser causada pela memoéria de pkin@o a enzima é ‘transferida’ da agua
para solventes organicos, a ‘conformacéo’ destmei@ aquoso € mantida. Dessa forma, a
conformacdo da enzima em diferentes valores de @Hneio aquoso € mantida apos a
liofilizagdo (Gupta, 1992).

A atividade enzimatica em solventes organicos diépelo pH da solucdo aquosa antes
da liofilizacéo, porque a memaria de pH é atribiddana fixacdo das ionizacdes dos grupos
protéicos cataliticos apds a secagem da prepabagéatalitica (Sun e Xu, 2009).

Muitos resultados sdo apresentados na literaturaetagdo as faixas de atuacdo de
lipases em funcdo do pH e da temperatura. Contudomparacéo destes resultados torna-se
dificil, jA que o comportamento da enzima pode avadle acordo com o0s métodos
fermentativos, meios e micro-organismos empregduas, como diferentes sistemas e grau
de purificagédo (Riget al, 2010). O comportamento da enzima normalmenteakado em
valores de pH em torno da neutralidade, mas tandmmalores fortemente acidos (pH 2,0)
a fortemente alcalinos (pH 12,0); e temperaturasoeno da média (30-40 °C), mas variando
entre 20 e 100 °C.

Poucas referéncias existem atualmente na literatmna relagdo a avaliagdo do
comportamento de lipases com atividade de sintegstér frente a diferentes temperaturas e
memorias de pH. Dentre as referéncias utilizadadistassao desse trabalho, podem-se citar
os trabalhos desenvolvidos por Sun e Xu (2009) anftto (2010).

2.4 PRE-PURIFICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO

Diversas técnicas tém sido empregadas para aqagdd de lipases, a precipitacdo de
proteinas muitas vezes é usada como primeiro mBsparificacdo e neste caso o sulfato de
amonio é o agente de precipitacdo mais utilizadgp{&e Ray, 2004).

De acordo com Martinst al.( 2008), a técnica de precipitacdo das proteioassais,
aplicada como pré-tratamento do meio contendo em@nde interesse, facilita os processos
subsequentes devido a auséncia de possiveis istaggs. Esta metodologia consiste em uma
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das técnicas de concentracdo de proteinas, paaeas@p das mesmas dos outros compostos
do meio. A concentracao pela adicado de sais, catf@te de amoénio, baseia-se no aumento
da forca idnica, de tal forma que as moléculasépras se agregam e precipitam. O sal é
adicionado ao sobrenadante até uma porcentageatutacgio em que a enzima de interesse
€ precipitada e separada por centrifugacdo. A ceim@o do extrato, sua concentracdo e
temperatura podem influenciar a precipitacéo, rep @as enzimas a temperatura deve ser
mantida baixa (4 °C). A adicdo do sal deve seralentsob agitacdo para favorecer a
homogeneidade. Apos a centrifugacdo, o precipitdeee ser redissolvido em tampéao
adequado, utilizando-se um volume de aproximadasduds vezes o volume de precipitado
(Borzaniet al, 2001).

A avaliagcéo do uso de diferentes concentracOesltigsde amonio para precipitacao
da lipase produzida através do sistema de FES Remicillium verrucosunfoi estudada
através planejamento experimental, abrangendo xa fa¢ 32 a 88 % de saturacdo. A
concentracdo de 60% de saturacao foi apresentatta&gue resultou no maior de atividade
especifica (0,91 U/mg) apods 5 horas de precipitag@omnperatura ambiente (25). Deve-se
ressaltar que, neste caso, o processo de dialisepnésentou efeito no aumento da atividade
da proteina em relacdo a precipitada (Menoatal., 2009).

Reducao da atividade enzimaética, alteracdes deetatypa e pH 6timo de atuacéo e
de estabilidade sdo algumas das caracteristicapagiean ser afetadas com o processo de
purificacdo, apesar da importancia do estudo ddigagado da enzima é preciso considerar
gue por mais adequado que seja 0 processo escodisosempre vai causar alteracdes na
enzima (Maldonado, 2006).

2.5 APLICACAO INDUSTRIAL DE LIPASES

A aplicacdo de biocatalisadores na industria étolgje muitas investigacdes, devido
a alta atividade catalitica em comparacdo com taisadores convencionais, e ao fato de
atuarem com alta eficiéncia em condi¢cfes reaci@menas.
As lipases sdo utilizadas em diversos campos diagfb, devido as suas
caracteristicas biocataliticas. A Tabela 5 sirdetis principais aplicacdes das lipases em
diferentes segmentos (Martiret al., 2008; Hasaret al, 2006; Jaeger e Eggert, 2002;

Villeneuveet al, 2000), considerando as reacdes de hidrélisestesificacdo.
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Diversas técnicas tém sido desenvolvidas e aprilasrpara a obtencdo de maiores
rendimentos de producédo, além de enzimas mais tesbasaltamente especificas para cada
tipo de aplicagcdo, ampliando as possibilidades g#icagbes industriais destes
biocatalisadores (Soccol e Vandenberghe, 2003).

Tabela 6-Principais aplicacdes de lipases em diferentes sets

Inddstria Aplicacbes Produtos

Hidrélise

. - .._Desenvolvimento de “flavour” em
Alimentos Hidrolise da gordura do leite .
produtos lacteos
Hidrélise de 6leos e gorduras
Biorremediacéo

Acidos graxos, mono
Tratamento efluente 9

Quimica diglicerideos; Biossurfactantes

gorduroso ~ e
Andlise de acidos graxos de Reducdo de solidos
TGC
Quimica (detergentes) Remogdo de manchas de Detergentes (roupas e superficies)
gorduras
Médica Andlise de triglicerideos do Kits de diagnéstico
sangue
Farmacéutica, L . e . ..
o Hidrélise estéreo-especifica Resolugéo misturaamasas
agroquimica
Esterificacao
Compostos quirais intermediarios
Quimica (quimica fina) Sintese de ésteres terapeutico, .E“steres e”
emulsificantes; “Flavour”,
_Fragrancia para cosmeticos
Alimentos, Quimica, Transesterificacdo (6leos  Oleos e gorduras: analagos de
Farmacéutica naturais) manteiga de cacau, Biodiesel
Téxtil Sintese de poliésteres Poliesteres bllc_)degradavels,
aromaticos,
Alimentos Sintese de ésteres Aromas para alimenebidas

Fonte: Rigo, 2009

As caracteristicas bioquimicas das lipases prodszitbmo temperatura de atuacéo e
as faixas de pH, as estabilidades quando submetidlias temperaturas ou armazenadas em
baixas temperaturas ou temperatura ambiente eegisipdade aos substratos reacionais séo
de extrema importancia para determinar suas passipécacdes. Com base nestes aspectos
e também na lacuna encontrada na literatura emgaela producédo e caracterizacdo de

lipases produzidas por micro-organismos isolado®eelecionados, o presente trabalho tem
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como objetivo geral investigar a producdo e caraetgdo parcial das lipases obtidas por
fermentacdo em estado sélido do fungo filament@snicillium crustosunme da levedura
Sporobolomyces ruberrimudilizando diferentes residuos agroindustriais caubstratos,
visando posterior aplicacdo do extrato enzimatibbdo como catalisador em reacbes de
interesse industrial.

O aspecto conjunto de producéo de enzimas por BESaproveitamento de residuos
e a geracdo de produtos de alto valor agregadtymbsando sua aplicacdo industrial,
justificam plenamente este trabalho, considerandaumento dos volumes de residuos
agroindustriais gerados nas inddstrias, associattestente preocupacdo com 0S impactos

ambientais destes e uma legislacdo ambiental cadmais rigida.

2.6 CONSIDERACOES FINAIS

A revisdo da literatura apresentada permitiu condue as lipases de origem
microbiana apresentam um grande potencial de gpksabiotecnoldgicas. Até a presente
data as lipases de leveduraG@ndida rugosa Candida antarcticasdo as principais fontes
de muitas lipases disponiveis comercialmente est@mamplamente utilizadas em diferentes
areas. Ao mesmo tempo, a demanda continua por anzaliamente ativas com propriedades
apropriadas encoraja a pesquisa por novas fontenzimas. Sendo assim, € de grande
importancia a realizacdo de estudos sobre condigpexpriadas de producédo de lipases a
partir de micro-organismos isolados e pré-seledosaincluindo o estudo da sua producao
em meios de baixo custo, como os residuos agrdimlasPortanto, o estudo para a maxima
producédo de lipases microbianas a partir de nogpascmicrobianas e com a utilizagéo de
residuos agroindustriais é de grande valia.
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CAPITULO 3

3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais, pimoesgdos experimentais e a
metodologia analitica utilizados para o desenvadvita do estudo relacionado a producéo e
caracterizacao de lipases extracelulares em tedma@ividade de esterificagdo obtidas por
fermentacdo em estado solido (FES) em farelo @e dejarroz, de algodao e bagaco de cana
com o fungo filamentosPenicillium crustosune a avaliacdo dos substratos e otimizacédo da
producdo em termos de atividade de esterificacé@ @a leveduraSporobolomyces

ruberrimus.

3.1 MATERIAL

Os principais reagentes utilizados no decorreredesbalho foram:
* Acetona (Quimex);
« Acido borico (Nuclear);
« Acido sulftrico concentrado (Quimex);
« Agua de maceracéo de milho;
* Azeite de oliva (Carbonelli);
* Bagaco de cana (destilaria local);
» Biftalato de potassio (Nuclear);
e Butan-1-nol seco (max. 0,005%®) (Merck);
» Caroco de algodéao (Bahia).
* Etanol 95% (Quimex);
* Farelo de arroz (Polisul, Santa Vitéria do Palri®s);
» Farelo de soja (Olfar, Erechim, RS);

* Fenolftaleina (Nuclear);

24



* Fosfato de sddio (Vetec);

e Hidréxido de sodio (Nuclear);

» Hidroxido de sodio (Nuclear);

* Meio PDA (Batata, Dextrose, Agar) (Acumedia);
* Melaco de cana de acucar;

e Metanol seco (max. 0,005%8) (Merck);

* Propan-1-ol (Vetec);

« Oleo de arroz (Carreteiro);

« Oleo de soja (Soya);

» Pastilha catalisadora (sulfato de potassio e sBI§vielp Scientifica);
e Sulfato de Amodnia (Vetec);

* Uréia (Synth).

3.2 EQUIPAMENTOS

Os principais equipamentos utilizados no decorestaltrabalho foram:
» Agitador orbital (Marconi MA-410);
» Agitador magnético (Fisatom);
» Balanca analitica (Bel Engineering);
» Céamara de fluxo laminar (Pachane);
» Dessecador com silica (Vidralabor, Thermex);
» Destilador Kjeldahl (Marconi, modelo MA036);
» Extrator de Soxhlet (Marconi, modelo MA491);
» Espectrofotometro (Agilent Tecnologies 8453);
» Estufa com circulacao de ar (Fanem, modelo 320SE);
* Freezer -80°C (Hitachi);
» Germinadora para incubacéo (Tecnal TE-401);
» Liofilizador (Edwards Modulyo);
* Micro-ondas Philco (modelo PMW 110);
* Medidor de pH digital (Gehaka, modelo PG2000);

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

A seguir serdo apresentadas as metodologias exqredi® empregadas para obtencao
de lipases extracelulares com atividade de esiagdio, através de fermentacdo em estado
sélido (FES) investigando diferentes residuos adrgtriais como substratos e 0s micro-
organismog°. crustosungffungo filamentoso) &. ruberrimuglevedura).

As etapas realizadas encontram-se descritas abaixo:

a) Caracterizacdo dos substratos e dos suplemeniicsados no processo de

fermentacao para os dois micro-organismos;

* Umidade
» Cinzas

» Lipidios

* Nitrogénio
* Proteinas
* Minerais

* pH.

b) Avaliacdo da cinética da producéo de lipasevidatie de esterificacdo através do
fungoPenicillium crustosum
* Avaliacéo do efeito da umidade e temperatura ndypé&o da lipase.
* Avaliacéo do efeito dos suplementos nos farelosofee de arroz para

obtencdo da maxima atividade de esterificacao.
c) Avaliacdo da cinética da producao de lipasevidatie de esterificacdo através da
leveduraSporobolomyces ruberrimus;

* Avaliacéo do efeito da umidade e temperatura ndypé&o da lipase.

c) Delineamento experimental para otimizacdo dalygéo das enzimas produzida

pelo fungo filamentos®. crustosum;
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* Delineamento Composto Central Rotacional (DCCRg maimmizacao da
producao de lipases.

* Planejamento  experimental do tipo  Plackett-Burmanarap
suplementacdodos farelos de soja e de arroz dojelv atingir a

otimizacao da producéo de lipase em fermentacaestsao solido.

d) Delineamento experimental para precipitacdo soifato de amonia do extrato

enzimatico obtido pelo fungo filamentoBo crustosum

e) Delineamento experimental para otimizacdo dayg@&o das enzimas produzida
pela levedur&. ruberrimus
. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCRga pamizacao
da producéo de lipases.
f) Delineamento experimental para a caraterizagdicextrato enzimatico bruto e
precipitado das enzimas produzidas pelo fungo élaasoP. crustosum.
» Determinagdo da estabilidade da enzima liofilizaday termos de
temperaturas baixas e altas.
* Avaliacdo da especificidade dos extratos enzimatioom atividade de
esterificacao:
Alcoois: Metanol, etanol, n-propanol e butanol
Acidos: laurico (C12:0) , oleico (C18:1) e butirig@4:0).

» Estudo do efeito da temperatura e memoéria de péhdiena produzida.

3.4 MICRO-ORGANISMOS

3.4.1 Fungo filamentosoPenicillium crustosum

O fungo filamentosdenicillium crustosun{Figura 1) foi isolado previamente por
Rigo et al (2010). Este fungo foi selecionado como potermiatiutor de lipases utilizando-

se metodologias de selecdo em meios sélido e dgledcritos na literatura (Freire, 1996).
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Figura 1- Aspecto do fung®enicillium crustosunsemeado em meio PDA.

Manutencgé&o da cepa

As cepas isoladas foram crescidas em meio PDA thusmte dias a 3 e entdo as
colonias foram raspadas usando alca de platinaceaadas em tubos com solugdo aquosa
estéril contendo 50 % de glicerina bi-destilada¥8pureza), Tween 80 (0,1 % v/v) e NaCl
(0,9 % m/v). A solucao contendo os esporos foidfenda para criotubos de 1,5 mL estéreis
e conservada a -I&. A propagacao de esporos para posterior ferm@amtag feita por um

periodo de sete dias a 27 °C.

3.4.2 Levedura Sporobolomyces ruberrimus

Este micro-organismo foi isolado previamente paelleret al. (2010), a partir de
farelo de soja, como um potencial produtor de épastilizando metodologias de selecdo em
meio solido. O micro-organismo foi identificado haboratorio de Biologia Molecular e

Celular do CENA-USP-Piracicaba como a levediparobolomyces ruberrimus

Manutencéo da cepa

Para a manutencdo da levedura, esta foi multidiead meio PC (% m/v em &gua
destilada 0,5 % de peptona; 0,1 % de dextrose;%,d8 extrato de levedura) a 30 °C por 24
h, sendo o meio adicionado em microtubos estéreig,d mL com glicerol na proporcéo

(2:1). Os tubos foram mantidos em freezer a -18A°@vedura também foi conservada em
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tubos com PDA inclinado com camada de 6leo mirgoshl refrigeracdo. Foram realizados
repigues semanais em placas de Petri contendo Pi#oincubando-se a 30 °C por 3 a 5

dias; sendo as placas armazenadas sob refriggragate uma semana apoés a incubacgao.

Producéo de células

Utilizou-se 0 meio PC descrito previamente parar@ycdo do indculo. O pré-
inoculo foi preparado adicionando o micro-organistas placas em tubos de ensaio com
tampa contendo 10 mL de meio PC previamente ezseld a 121 °C por 15 minutos. A
mistura foi incubada a 25 °C por 24 horas.

O in6culo foi preparado pela adicdo do pré-indcelo erlenmeyer de 250 mL,
tampado com bucha de algodao contendo 90 mL de R@ipreviamente esterilizado. Os
frascos foram incubados em agitador orbital (MarddA410) a 30 °C e 150 rpm por 24
horas. Esse caldo (indculo) foi utilizado para @ulacdo do meio fermentativo e ajuste da

umidade (concentracdo média de 0,3 g/L de masskarcseca).

3.5 SUBSTRATOS

Os substratos utilizados como suporte no processoehtativo para a producéo de
lipases por fermentacdo em estado sélido (FESjnfofarelo de soja (FS), que consiste no
residuo da extracdo do Oleo de soja, obtido appseasagem de grdos e extracdo com
solventes, doado por uma industria de 6leo deleo@ (Olfar, Erechim, RS); o bagaco de
cana de acucar (BC), um dos subprodutos da ind(ddricana (doado por uma destilaria de
Erechim); o farelo de arroz (FA), subproduto docpsso de beneficiamento do arroz, obtido
em uma industria de parboilizacédo de arroz (PglBahta Vitéria do Palmar, RS) e o carogo
de algodao (FCA), residuo da colheita do algod@dido por um produtor da Bahia), este
substrato foi previamente moido (granulometria €2 rhim) antes de ser inoculado. Os
substratos foram estocados a temperatura d&GXHm objetivo de manter as caracteristicas
fisico-quimicas.

A caracterizacao dos farelos foi realizada deteamilo-se a umidade, cinzas, lipidios,

nitrogénio (NKT), proteinas, minerais e pH, seguoindetodologia descrita a seguir. A
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analise da umidade antecedia cada etapa experimdatafermentacdo buscando a

padronizacdo deste conteddo no meio.

3.6 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS E DOS SUPLEMENTOS

Neste item sera apresentada a metodologia utilimadzaracterizacao fisico-quimica

dos residuos agroindustriais utilizados na proddgaenzima.

3.6.1 Umidade

Foram pesados 3 g da amostra em capsula de alu@imaterial contendo a amostra
foi aquecido em estufa 108 por 3 h, resfriado e pesado; repetindo-se a oa@erade
aguecimento, com duracao de meia hora, até obtelecAmssa constante. O teor de umidade
foi determinado através da Equacédo 1 e as an#biseen realizadas em triplicata.

_ (AL- A2)x100
B

U Equacgéao 1

Onde:

U= Umidade (%);

A= Massa (inicial) cadinho vazio seco + amostra (g);
A,= Massa do conjunto (final) amostra + cadinho (g);
B= Massa da amostra (Q);

3.6.2 Cinzas

Foram pesados 3 g da amostra em capsula de p@cplaviamente seca em estufa a
105°C, até massa constante. O método fundamenta-serda ge peso que ocorre quando a
capsula como o produto é incubado a 500-550 °C,adestruicdo da matéria organica, sem
decomposicdo dos constituintes do residuo minergkeoda por volatilizacao (Lanara, 1981).
As andlises foram realizadas em triplicata e armiste do teor de cinzas ocorreu de acordo

com:
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Cinzas (%)= Massa cadinho + amostra final (g) - Massa cadinho inicial (g) x 100

Massa Amostra (g)

Equacéao 2

3.6.3 Lipidios

O teor de 6leos e graxas dos farelos foi deterroinamt extracdo em Soxhlet pelo
principio da extracao continua a quente, utilizaéew petréleo como solvente. O papel de
filtro contendo 3 g de amostra foi empacotado eocado em cartucho de extracdo
previamente seco em estufa a @ por 15 min. O cartucho foi colocado no extrator e
iniciava-se a extracdo com éter petrdleo por 6 tsistema de extracéo repetida. O solvente
foi recuperado e o baldo contendo as gordurasigagdoi seco em estufa a 195 por 1,5
h, resfriado em dessecador até temperatura ambéergatdo, pesado. O teor de Oleos e
graxas foi calculado através da Equacao 3.

(B- A)x100

AGT = Equagao 3

Onde:

AGT=Lipidios Totais (%);

B= Massa do conjunto balédo + residuo de éleosxagrseco (g);
A= Massa do baldo vazio seco (Q);

C= Massa da amostra (g).

3.6.4 Nitrogénio

A determinacdo do teor de Nitrogénio Kjeldahl TodKT) foi feita por método
padrdo (IAL, 1985). A amostra (1 g) foi digerida emeio acido (12 mL de 30,
concentrado) na presenca de 1 pastilha de 3,5 qulfE#o de potassio e 3,5 g de selénio
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durante 4 h. ApGs neutralizacdo com 40 mL de Na@H% m/v), 75 mL de agua destilada
foram adicionados. A amonia formada foi destiladdogorvida em 25 mL de &cido borico (4
% m/v), sendo em seguida titulada com HCI 0,1 MaA&lises foram realizadas em triplicata
e a concentracdo de nitrogénio foi determinadavédrada Equacdo 4, sendo que para
obtencéo do teor de proteina é necessario muétiptiovalor de NKT encontrado pelo fator
6,25.

1401xVax N
Px1C

NKT = Equacéo 4

Onde:

NKT= (%) Nitrogénio Kjeldahl total,

Va= Volume de HCI gasto na titulagdo da amostra)(mL
N= normalidade da solu¢éo de HCI padronizado (Q,1N)

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

3.6.5 Proteinas

Para obtencdo do o teor de proteina é necessatiiplioar o valor de NKT

encontrado pelo fator de correcéo 6,25, como detramtspela Equacéo 5.

Proteina= NKT x 625
Equacéo 5

3.6.6 Minerais

A partir da obtencdo apenas dos constituintes dddue mineral (cinzas) dos
respectivos substratos caracterizados, foi posglegrminar os macro e microminerais
presentes N0S mesmos.

Os macrominerais (Al, Mg, Ca e K) e microminergi®)( foram determinados por
espectrometria de absor¢do atbmica em chama — KXa$an Spectra AA — 55), segundo
metodologia descrita por AOAC (1995). Foram utiliaa lampadas de catodo oco de Ca, Al,

Mg, K e Fe, como fonte de radiacdo. Os element@fanedidos em condi¢cdes de operacéo
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otimizadas por FAAS em chama ar/acetileno ou oxitimso/acetileno. As leituras de Ca,
Mg, Al, K e Fe foram realizadas no FAAS, no modsa@abdo. Para eliminar possiveis
interferéncias na determinacao de Ca, Mg e Alatbcionado cloreto de lantanio (Merck)
nas amostras e nas solu¢des padrao na propor¢hd&edém/v). Os célculos dos teores dos

minerais nas amostras foram baseados em curvdibi&cao obtida com as solucdes padréo.

3.6.7 Determinacao do pH

Para a determinacéo do pH dos substratos, foraatped0 g das amostras, todas em
triplicata. Transferiu-se este contetdo para ertgram onde 100 mL de agua destilada foram
adicionadas. Agitou-se por 15 minutos a 160 rpm5e°@ para homogeneizacdo das
particulas a agua e apos 10 minutos de repousoeamas foram filtradas e o pH foi
determinado com medidor digital.

3.7 ESTUDO DA PRODUCAO DA LIPASE

Neste item serad apresentada a metodologia utilipedta a producdo de lipases

utilizando residuos agroindustriais por fermentag@cestado solido.

3.7.1 Fermentacdo em estado solido (FES)

Os farelos, sem prévia classificacdo, foram utlimanas fermentagdes conduzidas
por 120 h em béqueres de polipropileno de 600 mip&los com manta acrilica hidrofobica,
contendo 10 g de farelo seco com umidade ajustamiadgua destilada, conforme condicao
estabelecida no planejamento de experimentos @a&)elApols esterilizacdo (121 °C, 15
min) os béqueres foram inoculados e incubados enmargéclimatizada (Tecnal TE-410).
Para a inoculacdo dos fungos, utilizou-se 2,5 mlindeulo com concentracdo de esporos
ajustada para se obter 1,0 B8poros/g de farelo seco (Rigbal, 2010), incubando-se a 30
°C.

33



In6culo

a) Fungo FilamentosoPenicilium crustosum

O meio para producédo do indculo do fungo constitéurascos Erlenmeyer de 500

mL contendo 100 mL de meio (PDA). O meio esterdizdoi inoculado com 0,5 mL de
suspensao de esporos obtida a partir de estoeueRy entdo incubado por 7 dias a 27 °C. A
coleta dos esporos foi realizada adicionando-sall@e solu¢cdo aquosa de Tween 80 (0,1 %
v/v) e pérolas de vidro estéreis ao frasco paramelhor remocao dos mesmos.

A suspenséo resultante foi armazenad&@ 4té sua utilizagcdo, por um tempo maximo
de 15 dias. Para contagem dos esporos, 1 mL d&rs&p era retirado assepticamente e
diluido de 10 a 1000 vezes em solucédo aquosalaérween 80 (0,1 % v/v). A suspenséo
resultante foi transferida para camara de Neub@meilab) para contagem dos esporos. A
concentracdo da suspenséo foi ajustada para sealch0.18esporos/g de substrato seco
(Rigoet al, 2010).

b) Levedura Sporolomyces ruberrimus

O crescimento microbiano foi determinado em tera@soncentracdo de biomassa
(g/L). Foram adicionados 1 mL de caldo fermentadplicata) em tubos de polipropileno de
1,5 mL e centrifugados a 12.000 rpm por 10 minu@ssobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com 1 mL de agua destilada driiggado novamente, sendo esse
procedimento repetido duas vezes. A densidade aopte monitorada em 650 nm
(Espectrofotdmetro Agilent 8453). Relacionou-se saazlular seca e densidade Optica a 650

nm.

Estudo da suplementacao dos farelos utilizados nenzagcdo da producgédo de lipases a

partir do P. crustosum

Os suplementos testados foram o Oleo de soja (@&),de arroz (OA), azeite de

oliva (AO), agua de maceragcdo de milho (AMM), melag cana de agucar (MC) e uréia
(V).
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Para a realizacdo das suplementacdes foram pregarachulsbes com agua
deionizada e a concentracdo do respectivo suplemieotogeneizando-se com mixer por 3
minutos, levando-se em consideracdo os niveisaaladino planejamento de experimentos.

O ajuste de umidade foi realizado com &gua deatilastéril, levando-se em
consideracdo a quantidade de agua presente nolanéca umidade natural dos farelos
brutos. As emulsfes foram adicionadas por gotejinmaanual com auxilio de pipetador, de
forma que toda a area do farelo fosse recoberfaonamdo assim a homogeneidade do meio.
A umidade do meio foi ajustada conforme planejamdatorial. Os béqueres foram entao
fechados com manta acrilica e autoclavados &Q2dor 15 min.

Apos a esterilizacdo, procedeu-se a inoculacddadslo com uma suspensao de
esporos dos micro-organismos, padronizando-se pess&o em 1,0.iGsporos/g farelo
seco. Os béqueres foram incubados em camard@, 8dm injecédo de ar imido, de forma a
manter a umidade relativa do ar no interior da cammeaior que 90 %.

A avaliacdo do comportamento cinético da supleng@otalo farelo na producéo de
lipase com atividade de esterificacdo foi realizama fermentacbes em triplicata de
experimentos, com retirada de amostras destruteamaterial fermentado em intervalos

regulares de 48 horas de fermentagdo na mesmaaé@marcubacao.

Cinética da producéao de lipase

A primeira etapa realizada neste trabalho consgstiwum ensaio cinético de producgéo
de lipase para cada substrato testadBeficillium crustosunfioi inoculado inicialmente em
farelo de soja, de arroz e de caroco de algodaadandiaseando-se nas condicOes
estabelecidas por Vargasal.(2008), a levedur&porolomyces ruberrimusi inoculada em
farelo de soja, de arroz e bagaco de cana. A atleidipasica para cada substrato foi
monitorada ao longo de 120 horas de fermentacad, 8@ e 40 °C. A fermentagao foi
realizada em duplicata, com béqueres contendo d9gespectivos substratos, com umidade
de 55 %. ApOs este ensaio prévio, estudou-se dzaipdo da producdo com quatro substratos

(farelo de arroz, de soja, carogo de algodéo edoad@ cana).

35



Otimizacéo da producao de lipase

De acordo com os resultados obtidos na cinétigaatiucéo, a avaliacdo da producgéo
de lipase poP. crustosunfoi realizada em 48 e 72 horas de fermentacao qaata um dos
substratos: farelo de arroz e de soja, carocogielab moido e bagaco de cana de acucar. A
otimizacao da producao de lipase poruberrimudoi realizada em 48 horas de fermentacéo
para farelo de soja e farelo de arroz e em 72 hdwagermentacdo para bagaco de cana. A
umidade e temperatura da fermentacdo foram avaliedao variaveis independentes e a
atividade lipasica do extrato enzimatico liofilizadcomo resposta (variavel dependente).
Para que as condi¢cdes de producado de lipases fassmmadas, utilizou-se a técnica de
planejamento de experimentos e analise de sumedéciesposta.

Segundo Rodrigues e lamma (2005) a técnica dejplapato de experimentos é uma
ferramenta estatistica que permite determinar twsefa que exercem maior influéncia no
desempenho de um determinado processo, assim ceafiaraas possiveis inter-relacdes
entre as variaveis de um processo. Além disso, ifeeptimizar o sistema em estudo, com o
objetivo de maximizar ou minimizar uma determineggposta.

Ap6s testes preliminares, Delineamentos Composerdréls Rotacionais’JDCCR),
um para cada substrato, foram realizados variandmidade (50, 60 e 70 %), do meio
fermentativo e a temperatura de incubacédo em cécharatizada (20, 30 e 40 °C). A Tabela
6 apresenta as variaveis e a faixa de estudo padelmeamentos experimentais realizados.
Todos os experimentos foram conduzidos em duplieagiaresposta avaliada em todos os
experimentos foi a atividade enzimatica de esta¢fio. Os resultados foram avaliados por
meio do software Statistica 5.0 (StatSoft, IncQDO

Tabela 7-Variaveis e niveis estudados no primeiro planejamfatorial completo para cada
substrato e para o fungo filamentd3ocrustosune a leveduré. ruberrimusem 48 h de

fermentacao
Variavel Niveis

-1 0 1
Umidade (%) 50 60 70
Temperatura (°C) 20 30 40
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ApoOs o tratamento estatistico para conhecimensovdaaveis que possuem efeito
significativo na producdo de lipase, partiu-se pawplementacdo de dois substratos
potenciais, definidos na etapa anterior, para se@miluzidos 0s experimentos posteriores
para a otimizacdo da producéo de lipases obtidaarter do P. crustosum Utilizou-se o
farelo de soja e o de arroz com seis suplementest€ade oliva (AO), 6leo de arroz (OA),
oleo de soja (OS), agua de maceracao de milho (AMMJaco de cana de acucar (MC) e
uréia (U)). Para tal, aplicou-se o planejamentexjeerimentos do tipo Plackett-Burman (PB)
com 15 ensaios, visando uma selec¢do inicial dadweas que afetam o processo.

Durante esses novos planejamentos, a umidadexémldiem 60%, a temperatura em
30 °C e tempo de fermentacdo em 48 horas. Os néves referidos fatores (umidade e
concentracdo do suplemento) que foram investigads$lanejamentos de experimentos séo
apresentados na Tabela 7. O primeiro planejamentedlizado utilizando farelo de soja e o
segundo planejamento utilizando farelo de arroz acc@ubstrato, ambos com o micro-

organismdP. crustosum

Tabela 8Variaveis e niveis estudados no planejamento axpetal PB para avaliagdo do
efeito da suplementacédo dos substratos farelo e esdarelo de arroz utilizados para

producdo de enzimas obtidas pelo fungo filamenRsmwustosum

Variavel Niveis

-1 0 1
AO (% p/p) 0 0,5 1
OA (% p/p) 0 0,5 1
OS (% p/p) 0 0,5 1
AMM (% p/p) 0 2 4
MC (% p/p) 0 2 4
U (% p/p) 0 1 2

A andlise do planejamento experimental PB indicounexessidade de novos
planejamentos para a otimizagdo da producao dselpabtidas pelo fungo filamentoBo
crustosum Para o préximo planejamento utilizando farelo stga como substrato foi
realizado um Delineamento Composto Central RotatigpCCR) com duas variaveis

independentes (AO e Wdicionando-se pontos axiais e para o planejamegifitando farelo
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de arroz como substrato foi realizado um DCCR a@w tariaveis independentes (AO, OS e

AMM) e com pontos axiais, conforme niveis demonstradog abslas 8 e 9.

Tabela 9Variavel e niveis estudados no planejamento DC@&R ptimizacdo da producéo
da lipase utilizando farelo de soja como subs&atdungo filamentosB. crustosum

Variavel Niveis

-1,41 -1 0 1 1,41
AO (% p/p) 0 0,4 1,5 2,6 3
U (% p/p) 1 2,3 5,5 8,7 10

Tabela 10Variavel e niveis estudados nos planejamento DC&R @timizacdo da producéo
da lipase utilizando farelo de arroz como substeatéungo filamentosP. crustosum

Variavel Niveis

-1,68 -1 0 1 1,68
AO (% p/p) 0 0,4 1,5 2,6 3
OS (% p/p) 0 0,4 15 2,6 3
AMM (% p/p) 1 2.3 55 8,7 10

Através da analise estatistica foi possivel eneonéis condi¢cdes otimizadas da
producdo da enzima a partir do fungo filamentBgmicillium crustosumno processo de
fermentacdo em estado solido utilizando fareloard® e de soja como substrato e diferentes

suplementos.

Processo de extracdo da enzima

O processo de extragédo foi realizado em Erlenmeydee250 mL, onde ao meio
fermentado foi adicionado tampao fosfato de sé@io thM pH 7,0 na razédo 1:5 (10 g de
meio fermentado para 50 mL de tampéao). Estes fsafscam incubados por 20 min a 35 °C
e 200 rpm em agitador orbital. Apds a incubacammasstras foram filtradas, utilizando-se

tecido de nylon e pressdo manual obtendo-se at@xnaimatico bruto (Vargas al, 2008).
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A atividade enzimatica de esterificacdo foi deteada segundo procedimento
descrito no item 3.8. Todas as determinacfes foemtizadas em duplicata. Cabe ressaltar
gue a determinacdo da atividade de esterificacd® deorrer em sistema com baixo
contetdo de umidade. Assim, foi necessario reatiziesidratacdo do extrato aquoso obtido
apos o processo de extracdo da enzima da matidasBhra tanto, foi empregado o processo
de liofilizacéo.

Os extratogoram dispostos em camadas de 1 cm de espessupéaeas de Pete
entdo submetidos ao congelamento -80 °C por 24 h, como fase preparatoria do
procedimento de liofilizacdo (Perssenh al, 2002). As amostras foram entdo levadas ao
liofilizador, onde através do processo de sublimas@ condi¢cdes de vacuo, a agua livre
presente no congelado foi removida.

A umidade residual dos extratos liofilizados fotedeinada em sistema Karl Fisher,
sendo que teor de agua daextratos enzimaticos ndo ultrapassou 12 %. As masosecas
foram acondicionadas em frascos de vidro, lacracimificados e vedados com Parafilm

sendo armazenadas sob refrigeragcéo (4 °C) até entorde realizacdo das analises.

3.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE ESTERIFICAC  AO

A atividade de esterificagdo do extrato enzimabaato liofilizado foi quantificada
através da reacao de sintese do acido oleico el étamdo molar 1:1) (Langoret al., 2002;
Bernardeset al., 2007, modificado). A reacao foi conduzida a 40 260 rpm por 40 min.
Esta foi iniciada pela adicdo do extrato liofiliba(D,1 g) ao meio reacional, em frascos de
vidro com tampa, mantidos em agitador orbital. Adigs de 50QL foram retiradas do meio
reacional em triplicata no inicio da reacéo. A cadenstra foram adicionados 20 mL de uma
solucéo de acetona-etanol (1:1) (v/v) para paradisaacao e para extracdo do acido oleico.

A quantidade de acido consumida foi determinadaifpdacdo com NaOH 0,035 M.
Uma unidade de atividade enzimética foi definidamo@ quantidade de enzima que consome
1 umol de &cido graxo por minuto, nas condi¢bes daien®\ atividade enzimatica foi

calculada utilizando a Equacéao 6.
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(v, -V, )xM x1000xV, y
AE = Equacéo 6
tMg xV,

Onde:

AE = atividade de esterificacdo (U/g);

V4 = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostiadet apos 40 min (mL);
Vp = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostnadet no tempo 0 (mL);
M = molaridade da solu¢do de NaOH;

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

t = tempo (min);

Mg = massa da preparacao enzimatica liofilizadazatila na reacéo (g);

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

3.9 CONCENTRACAO DO EXTRATO ENZIMATICO PRECIPITADO OBTI DO A
PARTIR DO FUNGO FILAMENTOSO P. crustosum

O ensaio de precipitacéo foi realizado com a adigi®50 mL do extrato enzimatico
bruto em um béquer de 500 mL onde foi acresentadalfato de aménio (Vetec) até a
concentracdo desejada da condicdo de saturacaéqu@rbcontendo a mistura foi mantido a
4 °C em banho de gelo, com agitacdo constanteratantlo-se o pH em 7,0 com adicao de

NaOH 20 %, de acordo com metodologia adaptada gooNcinet al. (2009).

O extrato enzimatico acrescido do sal foi trandéempara tubos de centrifuga e
mantido a -10 °C durante 5 h. Transcorrido estgptera mesmo foi centrifugado (4 °C; 5400
X g durante 30 minutos), possibilitando a separatgdidracdo protéica. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado removido com quantidasidéna de tampao fosfato de soédio 100
mM pH 7,0 (Menonciret al, 2009 ).

As amostras foram entdo congeladas a -80 °C bZaufas por 48 horas para posterior

medicao da atividade enzimatica de esterificacao.

A Tabela 10 demonstra as variaveis e niveis estsdatb planejamento de

experimentos para a analise da porcentagem deagatyr aplicadas no processo de
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precipitacdo das enzimas obtidas a partir do fufigenentoso estudado no presente

experimento.

Tabela 11- Variaveis e niveis estudados no planejamento DC@R @ processo de
precipitacdo da lipase utilizando farelo de sojales arroz como substrato e o fungo

filamentosoP. crustosum

Variavel Niveis

-1,41 -1 0 1 1,41
% saturagao 32 40 60 80 88
Temp (h) 5 6 9 12 13

3.10 CARACTERIZCAO PARCIAL DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO E
CONCENTRADO OBTIDOS A PARTIR DO FUNGO FILAMENTOSO P.

crustosum

As lipases produzidas pelo fungo filamentd3ocrustosum(a partir dos diferentes
substratos) foram parcialmente caracterizadas &pae a especificidade aos substratos de
esterificacdo, a estabilidade em temperaturas althaixas e ao comportamento frente a

diferentes memarias de pH e temperaturas.

3.10.1 Especificidade aos substratos de esterificagao

A especificidade das lipases produzidas com osetlifes substratos (farelo de soja e
farelo de arroz) em relacéo a atividade enzimaea&sterificacdo foi avaliada. A atividade
lipdsica foi medida para atividade de esterificag#tdizando-se como &cidos graxos: 0s
acidos oléico, butirico e laurico, e como alcooisnetanol, etanol, propan-1-ol e butan-1-ol
nas proporcdes molares de 1:2 (acido graxo:alcool).

Para a aplicacdo das lipases com propositosianalitu industriais a especificidade é
extremamente importante (Castro e Anderson, 1985¢specificidade ao substrato vem

sendo intensamente investigada em sistemas re&cidni@sicos e meios reacionais
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organicos. Modelos cinéticos usualmente baseadaplitacdo das suposicoes de Michaelis-
Menten foram propostos, como aqueles que empregamfaior de competicdo para
expressar a especificidade ao substrato (PetexdaP2002).

A especificidade ao substrato de lipases em reatdesterificacdo € importante para
obter um melhor entendimento da relacdo estruttmgdfo e melhorar os parametros
reacionais, proporcionando maiores conversdes igabpidade (Peter e Preda, 2002).
Dependendo das caracteristicas de especificidatipad®, esta pode se tornar atraente para
diferentes aplicacdes em areas industriais potisn@an e Xu, 2009).

3.10.2 Estabilidade em diferentes temperaturas

3.10.2.1Estabilidade em altas temperaturas

Para a determinacdo da estabilidade térmica daselp produzidas em diferentes
substratos (FA e FS), as amostras liofilizadasnfionracubadas em diferentes temperaturas
(35, 45 e 60 °C). A atividade de esterificagdarionitorada até a perda total de atividade em
intervalos de 24 horas.

3.10.2.2Estabilidade em baixas temperaturas e temperaturarabiente

Foram armazenadas amostras das enzimas produtildasdo os substratos FS, e FA
em refrigerador (4 °C), freezer (-10 °C) e em temtpea ambiente. A atividade lipasica
(esterificacdo) de cada uma das enzimais foi mealidada 10 dias, a fim de monitorar a

estabilidade das mesmas em diferentes temperatei@snazenamento.

3.10.2.3Efeito da temperatura e memoéria de pH na atividaddipasica

As enzimas produzidas foram pré-incubadas em difesetampdes de pH (de 3,0 a
10,0) por 20 minutos a 4 °C e liofilizadas, de dootom a metodologia descrita por Sun e

Xu (2009). A atividade de esterificacdo das amostvamédida em diferentes temperaturas
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(de 11,8 a 68,2 °C). Os efeitos do pH e temperataglipases produzidas a apartir dos
diferentes substratos foram avaliados por meio @ER Z. A Tabela abaixo apresenta os
niveis de pH e temperatura nos quais o comportandmada uma das lipases produzidas

pelo fungo filamentos®. crustosumfoi avaliado.

Tabela 12-Variaveis e niveis inestigados na avaliacdo ddcetfemperatura e da memoria de

pH na atividade enziméatica de esterificacdo

Variavel Niveis

-1,41 -1 0 1 1,41
pH 3 4 6,5 9 10
Temperatura (°C) 11,8 20 40 60 68,2
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CAPITULO 4

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidagsaltados referentes a caracterizacdo dos
caracterizagao dos substratos utilizados no decdorexperimento, bem como os resultados
referentes a otimizacao e caracterizacdo da prodiedipases por FES utilizando diferentes
substratos (farelo de soja, farelo de arroz, cade@lgoddao moido e bagaco de cana) e
suplementos (azeite de oliva, 6leo de soja, Oleardez, agua de maceracdo de milho,
melaco de cana e uréia), a caracterizacdo pargiaixttato bruto, e ainda a caracterizacdo
parcial do extrato precipitado e o fungo filament&s crustosumNeste capitulo também
serdo apresentados os resultados e a discussémtes$ea otimizacéo de lipases obtidas pela
levedura S. ruberrimusem FES. Para alcancar tal objetivo a técnica dmgphmento

sequencial de experimentos foi utilizada.

4.1 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS

A selecdo de um substrato é a chave da fermentagaestado sélido. O material
so6lido ndo soluvel pode atuar apenas como supisite fou ainda exercer a funcéo de fonte
de nutrientes (substrato) para a cepa. O sélide ged de origem natural, como produtos
agricolas, residuos agroindustriais ou ser cofdtitpor um suporte inerte suplementado com
0s nutrientes necessarios a FES (Christeal, 1997; Pintadet al, 1998; Domingueet al,
2003; Pandey, 2003). As Tabelas 12 e 13 apresemtmpectivamente, os resultados da
caracterizagcdo dos substratos e suplementos dokzaeste trabalho. Na producéo de
enzimas, as tortas e farelos sdo usados como atalsspara FES ou como suplemento do
meio de producao, em termos de fonte carbono @géiio (Ramachandrat al.,2007).

De acordo com a analise da composicdo dos sulsst(@mbela 12), os mesmos
apresentam diferencas consideraveis quanto aogstede cinzas, umidade, proteina,
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nitrogénio, lipidios e minerais sendo que o faddaaroco de algoddo mostrou-se com maior

concentracdo de lipidios e o farelo de soja mabmcentracdo de nitrogénio e proteinas.

Teores menores de cinzas foram obtidos para batgacana, o qual apresentou também uma

tendéncia de menores concentragbes de minerais.

Quanto ao pH observou-se que os do farelos de,ateosoja e caroco de algodao

apresentam valores proximos a neutralidade. O badaccana, no entanto, apresenta pH

mais acido.

Os teores de umidade obtidos para cada substram fievados em consideragao nos

ajustes de umidade dos meios durante os experimggdatizados em FES.

Tabela 13-Caracterizacdo quimica dos substratos utilizaddsE$apara producao de lipases

Umid

Cinz.

Lip.

Nit.

Prot.

Minerais (mg/100g)

Substrato pH
(%) (%) (%) (%) (%) Fe K Mg Ca Al

BC 7,73 1,92 0,63 0,37 2,36 18,55 304,55 64,78 46,93 11,15 4,3

FA 11,79 9,09 16,43 2,07 1295 6,19 204193 1074,14 56,99 4,35 6,9

FCA 6,48 3,72 19,59 3,59 22,43 0,41 1272,71 381,13 114,44 5,9

FS 13,62 5,6 2,89* 6,96* 42,5+ 66,35 3445 951,00 23,7 6,7

*Rigo (2009).

Onde:

BC = bagaco de cana; FA= farelo de arroz; FCArelfecaroco de algodao; FS= farelo de

soja.

Tabela 14- Caracterizacdo quimica dos suplementos utilizadoa producdo de lipases

obtidas a partir d®. crustosunem FES de farelo de soja e de arroz

Suplemento Lipidios Umidade Carbono Nitrogénio

(%) (%) (%) (%)

oS 100 0 79,2 0,04

MC 0,7 39 31,92 0,5

AMM 0,6 59 18,7 3,4

U 0 0 20 46,64

AO 100 0 75,77 2,61

OA 100 0 - -
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Onde:
0S= Oleo de soja; MC= melaco de cana; AMM= aguandeeracdo de milho; U= uréia;

AO= azeite de oliva; OA= 6leo de arroz.

Ao se comparar a composicado dos substratos utiizatkste estudo com outros
substratos provenientes da agroindustria obsergaes® teor de nitrogénio do farelo de soja
e lipidios do farelo de arroz é superior aos teal®soutras tortas como a de babacgu e
mamona, caracterizados por Silva (2010). O mesmor avaliou ainda o pH desses
substratos que variaram entre 7e 8 para mamontaeeteh e 7,5 para babacu. A producao de
cepas deRhizopussp. foi favorecida quando o substrato usado paseeonversdo foi o
bagaco de mandioca, devido aos seus baixos valerasnerais e cinzas (Pandey e Soccol,
2001). Alguns autores citam que a presenca dedale® e sédio no meio favoreceram o
aumento da atividade enzimatica (Germanal.,2003).

Na producdo de enzimas, as tortas e farelos s@lmsis@mo substratos para FES ou
como suplemento do meio de producdo, em termosodt fde carbono e nitrogénio
(Ramachandraret al., 2007). A producdo de lipases pode ser induzida dgif@rentes
substratos lipidicos, mas o mecanismo envolviddaaesta sob investigacdo. O papel destes
substratos na sua sintese e secrecdo ainda estagsmlarecido (Wanet al, 2008).

A partir da caracterizagdo quimica das matériamgsi utilizada no experimento,
optou-se por suplementar os substratos farelo ¢ sode arroz, pois sdo residuos
agroindustriais encontrados em abundancia no Rand&rdo Sul.

A literatura relata que a suplementacdo do meio lgoitios, em alguns casos, néo é
eficiente. Ao adicionar outras fontes de carbononmlementar, ocorre a redugcdo da
producédo, o que é atribuido a repressao catabgidieafonte de carbono disponivel no meio
de cultura (Kaminet al.,1998).

Neste contexto, ap0s a caracterizacdo dos sulssteaBuplementos, realizou-se um
estudo sistematico dos diferentes residuos agrsindis, com suplementagdo, a fim de
investigar a otimizag&o da produgédo de lipases @arso do fungo filamentod@enicillium

crustosurre da levedur&porobolomyces ruberrime®mo uma alternativa de baixo custo.
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4.2 PRODUCAO DE LIPASE EM FES OBTIDAS PELO FUNGO FILAME NTOSO
P. crustosum, CARACTERIZACAO PARCIAL DO EXTRATO ENZ IMATICO
BRUTO E CARACTERIZACAO PARCIAL DO EXTRATO PRECIPITA DO

4.2.1 Avaliagdo da producao de lipase a partir dé’enicillium crustosumem diferentes
substratos

Como uma primeira etapa na consecucéo deste teaballealizada um ensaio da
producéo de lipase, visando a selecao dos sulsgat seriam usados durante o trabalho,
bem como as condicfes de fermentacao e tempo,roonftemonstra a Figura 2. Observa-se
gue atividades de esterificacdo Eenicillium crustosunpor FES mais elevadas foram de
152,46 (em 72 h); 174,80 (em 48 h) e 112,28 (enmy¥B/g de substrato seco (gss) para
farelo de algodao, farelo de soja e farelo de arespectivamente.
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Figura 2- Avaliacdo da producédo de lipase ao longo de 5 deagermentacéo a 27 °C e
umidade 55 %, usando como substratos farelo del@bgdarelo de arroz e farelo de soja e

resposta em termos de atividade de esterificac@xilato enzimatico bruto.

Kamini et al. (1998), estudando a producéo de lipase por cepaAspmkrgillus niger
MTCC 2594 por fermentacdo em estado sélido usard@agn de gengerlim encontraram
atividade lipolitica de 363,6 U/g de substrato sewo72 h. Martingt al (2008) encontraram
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a atividade lipolitica maxima para o fungfhialemoniumsp. de 129,50 U/g, utilizando
aeracdo de 60 mL/g.h e 6leo de soja como fontead®ro adicional. Estes mesmos autores
encontraram para o fundspergillusfumigatusa atividade lipolitica méxima de 119,46 U/g,
utilizando aeracdo de 60 mL/g.h e dleo de soja cluimte de carbono adicional. Kempé&a
al. (2008), investigando a producao lipase penicillium verrucosumencontraram uma
atividade enzimatica de cerca de 40 U/grama derstibseco. Cabe salientar que todos estes
resultados referem-se a atividade de hidrolisextta® enzimético bruto.

De acordo com os resultados obtidos na cinéticaro@ucao da lipase utilizando os
diferentes substratos, onde os melhores resulfada® obtidos em 48 e 72 horas, partiu-se
para a otimizacdo da producdo da enzima, quamt#icam termos de atividade de

esterificacéo.

4.2.2 Otimizacao da producéo da lipase em termos de atokikde de esterificacao

A partir dos resultados obtidos na etapa de av@iag cinética da produgdo com o0s
diferentes substratos, partiu-se para a consealgaiimizacdo do processo em termos de
atividade de esterificacdo em diferentes substratas fungo filamentosd®. crustosum,

utilizando 48 e 72 horas de fermentacdo em estlans

A Tabela 14 apresenta os valores de atividade @eifesmcdo obtida na FES com

residuos agroindustriais e com o fungo filamen#®scrustosunem 48 h de fermentacao.

Pode-se observar que a atividade de esterificacdxinma obtida para os quatro
substratos testados ocorreu no ponto central. dfaeelo de soja, a atividade foi de 116,30
U/g; para o de arroz de 136,16 U/g; para o de cadecalgodéo foi de 192, 93 U/g e para o
bagaco de cana foi de 107,96 U/g. O bagaco de foarmasubstrato que menor atividade
apresentou, fato relacionado a sua composicao, defiiente em nutrientes em relacao aos
outros substratos.

Para o farelo de soja a menor atividade lipasicarioontrada no ensaio 3 (U=50 % e
40 °C) seguida do ensaio 4. Para o farelo de arraenor atividade foi observada no ensaio
1 seguida do ensaio 3. Para o farelo obtido arghotcaroco de algodao, menores atividades

foram obtidas no ensaio 2 e para o bagaco de caeasaio 4.
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Tabela 15-Matriz do DCCR 2 com valores reais e codificados e as respostatividade de

esterificacao cor®. crustosunem 48 h de FES para cada um dos substratos testado

AE (U/g)
48 h de fermentacao

Substrato

Ensaio Umidade Temperatura FS FA FCA BC
(%) (°C)

1 50 (-1) 20 (-1) 97,15 63,34 83,53 55,24
2 70 (1) 20 (-1) 90,09 73,15 76,31 40,16
3 50 (-1) 40 (1) 61,85 69,91 77,83 46,52
4 70 (1) 40 (1) 72,86 88,70 100,04 39,09
5 60 (0) 30 (0) 108,97 127,34 151,65 107,96
6 60 (0) 30 (0) 112,64 136,16 192,93 94,96
7 60 (0) 30 (0) 116,30 118,53 177,46 81,95

Estes resultados podem estar relacionados ao éafjpie€l 0s micro-organismos tendem
a secretar maiores quantidades de enzima nos niveisnediarios de umidade e em
temperaturas intermediarias, seguidas das mensssspode ser atribuido a dificuldade de
transferéncia de massa e calor em altos niveisnidade. O efeito da temperatura na
fermentacdo observado, pode estar relacionado taod&a que uma maior temperatura
ocasiona uma elevada queda de umidade no meio. @wioservado por outros autores,
extremos de temperatura e umidade reduzem a prodigdipases (Kaminet al,1998).

Rodrigueset al (2006) avaliaram a FES do bagaco de cana deragacaproducao de
lipase em umidade de 75 %. Os autores alcancarasrbsultados de produtividade. Outros
trabalhos como o realizado por Godatyal. (2009) indicaram que a produtividade aumenta
guando a atividade de agua esta alta, e diminuidjuasta decresce ao longo do processo
fermentativo.

A Tabela 15 apresenta a matriz do DCCRc@m valores reais e codificados e as
respostas da atividade de esterificacdo €orarustosunem 72 h de FES para o farelo de

soja e para o farelo de arroz.
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Tabela 16 Matriz do DCCR 2(valores reais e codificados) com as respostasiidaale de

esterificacdo cor®. crustosunem 72 h de FES

AE (U/g)
72 h de fermentacéo

Substrato

Ensaio Umidade Temperatura FS FA FCA BC
(%) (°C)

1 50 (-1) 20 (-1) 149,42 80,78 60,24 58,00
2 70 (1) 20 (-1) 133,19 68,41 80,64 69,35
3 50 (-1) 40 (1) 118,44 52,57 87,34 76,60
4 70 (1) 40 (1) 107,54 138,86 73,86 92,78
5 60 (0) 30 (0) 155,73 151,62 158,06 111,37
6 60 (0) 30 (0) 164,02 130,70 158,68 109,96
7 60 (0) 30 (0) 203,94 172,54 157,43 108,55

Observa-se qua atividade de esterificacdo maxima obtida em T@rtbém ocorreu
no ponto central, para todos os substratos estsdaums ndo houve diferenca significativa
guando comparado aos outros ensaios, nesse temigontentacdo. Observa-se que nesse
tempo de estudo as atividades de esterificacadonfergperiores aos valores encontrados em
48 h de fermentacédo (Tabela 14). Estes resultaskeraelham-se aos de Silva (2010), que
estudando a otimizacdo do processo de FES Remicillium brevicompactunem torta de
babacu, observou a atividade de esterificagdo maxtda em 72 horas de fermentagcao
(244,17 Ulg), 30 °C, 70 % de umidade e suplemeotded2 % de 6leo de soja. Por outro
lado, esses resultados diferem dos encontrado®ipbuccio et al. (2004) que observou
gueda na atividade enzimatica em 72 h devido a pgdieasica. As menores atividades
lipasicas obtidas em 72 h foram de 107,54; 52,8 246¢e 58,00 U/g de substrato seco para o
FS, FA, FCA e BC, respectivamente.

Os melhores resulatados em termos de atividadstdafieacao (U/g) foram obtidos
com farelo de soja, farelo de arroz e farelo deg@ade algodéo. A partir desses resultados e
por serem encontrados em abundancia no Rio Gramd&ull optou-se por suplementar os
farelo de soja e de arroz como proxima etapa dseonmssao do experimento.
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4.2.3 Suplementacao dos farelos de soja e arroz

Apoés analise estatistica dos planejamentos citadimsa, foi realizado o estudo da
suplementacdo de dois substratos bastante proesssem termos de atividade de
esterificacdo (FA e FS) com seis diferentes suphnse azeite de oliva (AO), 6leo de soja
(OS), dleo de arroz (OA), agua de maceracao deonfiiviM), melaco (MC) e uréia (U).
Estes substratos (FS e FA) foram selecionados ddésartremento na atividade enzimatica,
sendo encontrado na regido Sul do Brasil em abwr@&nmuitas vezes sdo direcionados
como residuos agroindustriais destinados a alig@&atanimal.

A literatura relata que a suplementacdo do meio lgoicios em alguns casos néo é
eficiente. Ao adicionar outras fontes de carbonmmementares, pode ocorrer a reducdo da
producdo devido a repressao catabdlica pela fantmaono disponivel no meio de cultura
(Kamini et al, 1998). Isto pode ser observado no caso do usarelo de caroco de algodao,

o qual, devido a sua composi¢éo, ndo apresent@ssidade de suplementacdo apesar de ter
apresentado boa atividade em 48h de fermentacéabem em 72 h, sendo equivalente ao
FA. Em relacdo ao bagaco de cana, decidiu-se ppdaécontinuidade ao estudo, devido a
relativa baixa atividade enzimatica obtida.

Nestes experimentos foram fixadas as condi¢coesnigade de 60 %, temperatura de
30 °C e 48 h de fermentagao).

Farelo de soja como substrato

A apresentacdo de uma regido 6tima de producaeegtdsma importancia sob a o6tica
industrial, pois permite que a producdo da enzireg sealizada em uma faixa de
concentracdo dos componentes do meio, permitincitag8es destas no processo, dentro da

area estudada

Takac¢ e Marul (2008) relatam que o tempo necespar atingir a producdo maxima
de lipase é dependente do tipo de 6leo vegetabusamio suplemento. Contudo, observam
que um maior aumento do tempo da fermentacdo levmesla da atividade lipasica,

independentemente do Oleo vegetal usado. Este ctanpmnto foi atribuido a atividade

proteéasica.
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A Tabela 16 demonstra a matriz do planejamento rexpatal do tipo Plackett-
Burman (PB) com valores reais e codificados dagweis e as respostas de atividade de
esterificacdo em 48h com diferentes suplementdaret de soja.

O PB permite avaliar os efeitos principais e ingiies das variaveis que devem ser
incluidas no planejamento seguinte e as novassajx@ devem ser estudadas para cada

variavel a fim de se obter a maximizacao dos radaft (Rodriguest al., 2005).

Tabela 17 Matriz do planejamento experimental Placket-Burntam valores reais e
codificados das variaveis e as respostas de aliwida esterificacdo em 48 h com diferentes

suplementos no farelo de soja

Ensaio  AO oS OA AMM  MC U AE
(%p/p) (%p/p) (%p/p) (%p/p) (%p/p) (%p/p) (Ulg)
1 1)1 (0) -1 1)1 ©0)-1 (0)-1 (0)-1 152,50
2 (1)1 (1)1 (0) -1 @1 (@©-1 (0)-1 88,56
3 (0) -1 1)1 1)1 ©0-1 @1 (0)-1 124,37
4 (1) 1 (0) -1 (1)1 @1 ©-1 @1 238,38
5 (1) 1 1)1 (0) -1 @1 @1 (0)-1 214,61
6 (1)1 1)1 1)1 -1 @1 @1 132,35
7 (0) -1 1)1 1)1 @1 ©-1 @1 92,52
8 (0) -1 (0) -1 (1)1 @1 H1 (0)-1 146,49
9 (0) -1 (0) -1 (0) -1 @1 P11 @1 128,15
10 (1)1 (0) -1 (0) -1 0-1 @1 @1 228,27
11 (0) -1 1)1 (0) -1 ©-1 (0-1 @1 186,03
12 (0) -1 (0) -1 (0) -1 ©0)-1 (©)-1 (0)-1 198,16
13 (0,5) 0 (0,5) 0 (0,5) 0 (20 (20 (10 84,30
14 (0,5) 0 (0,5) 0 (0,5) 0 @ (20 @0 83,72
15 (0,5) 0 (0,5) 0 (0,5) 0 20 (20 (10 96,26

Observa-se que através da suplementacdo do faredoja com adicdo de AO a 1 %
(p/p), OA a1 % (p/p), AMM a 4 % (p/p) e 2 % (p/pg¢ uréia, obteve-se atividade de
esterificacdo de 238,38 U/g observando um incremgnando comparado ao farelo de soja

puro que foi de 198,16 U/g. Ferr&t al (2010) observaram as maiores atividades de
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esterificacdo (174,80 U/g de substrato seco (gds)Penicillium crustosumpor FES
utilizando farelo de soja puro como substrato. Regal. (2010), pesquisando 0s micro-
organismosPenicillium P58 e P74 mostraram a possibilidade de producdpases com
diferentes caracteristicas alcalinas e acidas.dtetof de soja suplementado com uréia e 6leo
de soja, estes micro-organismos produziram 139/40¢7 U/g de substrato seco em 48 h de
fermentacéo, em condi¢cOes de extracao acidas lmakaespectivamente.

Na Tabela 17 encontram-se os efeitos das variadeigprocesso, estudadas no

planejamento experimental PB para a producao dedippos 48 h de fermentacéo.

Tabela 18- Efeito das varidveis de processo estudadas no jpiaaeto experimental

Plackett- Burman (PB) na producéo de lipase apdsdiBfermentacéo no farelo de soja

Efeito Desvio t(2) p

Média 146,31* 1,82 80,03 0,0001
(1) AO 29,82* 4,08 7,29 0,0182
(2) OS -42,25* 4,08 -10,33 0,0090
(3) AO -26,19* 4,08 -6,40 0,0230
(4) AMM -18,82* 4,08 -4,60 0,0440

(5) MC 3,01 4,08 0,73 0,5370
(6) U 13,50* 4,08 3,30 0,0800

*Efeito significativo p<0,1

De acordo com a Tabela 17 os suplementos que apaes® resultados significativos
positivos com 90 % de significancia foram azeiteotiea e uréia, provavelmente os outros
suplementos causaram efeito de inibicdo sobre gofuls adicdo de 6leo de soja ao farelo de
soja apresentou efeito significativo negativo (i¥0provavelmente por excesso de substrato,
causando supressdo metabdlica ao micro-organisegungo Di Luccioet al. (2004) a
suplementacdo de torta de soja com Oleo de soja, @ouso do fungoPenicillium
simplicissimumtambém n&o causou aumento da producdo de lipaecomportamento
atribui-se ao fato do farelo de soja se constiéunr boa fonte de nutrientes, provocando
inibicdo enzimatica por excesso de substrato.

Rigo et al. (2009), avaliando a cinética do processo fermeotatitilizando

Penicillium sp., mostraram que a suplementacdo melhorou o deefwroducdo da enzima.
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Uma o6tima producéo de lipase foi encontrada nddate soja suplementado com 6 g/kg de
uréia e oleo de soja (C/N 6,11), em diferentes pdma temperatura de 20 °C. Resultados
semelhantes foram encontrados por Gomberal. (1999), que estudaram a producgédo de
lipase porPenicillium restrictumem torta de babagu suplementada com peptona edéleo
oliva e demonstraram que as maiores atividadesnfarstidas em meio com o6leo de oliva
(30,3 U/g) e peptona (27,8 U/g) em 24 horas.

De acordo com Rodriguest al. (2006) a producgéo de lipase extracelularRle
homothallicusfoi melhorada através da modificacdo dos meiosudgentes. Os nutrientes
gue mais influenciaram o crescimento microbiano praalucéo de lipase foram a uréia, o
azeite de oliva e diversos oligoelementos. Um maxiie 826 U/g de matéria seca foi obtido
em apenas 12 h de incubacdo. Essa producdo rejmesem aumento de 60 vezes na
atividade lipolitica em relagdo a obtida anterianteecom um meio conhecido para a
producao de lipase.

De uma maneira geral, os suplementos que apreaengdeito significativo positivo

foram azeite de oliva e uréia quando se suplemantatelo de soja.

Farelo de arroz como substrato

O Brasil € um grande produtor de arroz, sendo @&aegul o principal produtor de
arroz do pais. O farelo de arroz € um co-produwtausado principalmente como alimentacdo
animal, pois possui algumas enzimas que acidifioabteo. Por este motivo, somente uma
guantidade pequena do 6leo é transformada em oOleestivel (<10%) (Magalhdex al.,
2006).

O farelo de arroz contém cerca de 87 % de matécia, 41 a 15 % de proteina bruta,
15 a 20% de lipidios e cinzas 6,5 %-10 % (Juliari®eethel, 1994). O teor de gordura é
caracterizado por uma composicao de acidos graa@eB7 % oléico, 36-42 % linoléico,
21-23 % palmitico, 1,7 % estearico e 1,2 % linaéniCampost al, 2007). Este substrato
também contém proteinas com um bom equilibrio den@dmidos para 0s animais
monogastricos. O baixo preco do farelo de arromjtera reducao do custo final da racao de
suinos e aves, mas pode também ser utilizado come fonte de baixo custo para a
produgéo enzimas, como lipases.

A Tabela 18 demonstra a matriz do planejamentorerpatal Placket-Burman com

valores reais e codificados dos seis suplemeniiizadbs no experimento e as respostas de
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atividade de esterificacdo em 48 h de fermentagie&ado soélido utilizando o farelo de

arroz como substrato.

Tabela 19- Matriz do planejamento experimental Placket-Barntam valores reais e
codificados das variaveis e as respostas de afiwida esterificagcdo em 48 h com diferentes

suplementos no farelo de arroz

Ensaio  AO 0S OA AMM  MC U AE
(%p/p) (%p/p) (%p/p) (%p/p)  (%p/p) (%p/p) (Ulg)
1 1)1 (0) -1 (1)1 0)-1 (-1 (0)-1 18,29
2 1)1 1) 1 (0) -1 (41 (-1 (-1 94,33
3 (0) -1 1)1 1)1 0-1 @1 (0)-1 51,10
4 1)1 (0) -1 1)1 @1 ©-1 @1 161,88
5 1) 1 (1)1 (0) -1 41 @1 (-1 141,36
6 1) 1 (1)1 (1)1 0-1 @1 @1 53,37
7 (0) -1 1)1 1)1 @1 -1 @1 129,70
8 (0) -1 (0) -1 1)1 @1 @1 -1 0
9 (0) -1 (0) -1 (0) -1 @1 @»1 @21 0
10 1) 1 (0) -1 (0) -1 0O-1 @1 @1 11,69
11 (0) -1 1)1 (0) -1 o-1 ©O-1 @1 58,70
12 (0) -1 (0) -1 (0) -1 0-1 (©0)-1 (0)-1 47,64
13 (0,5) 0 (0,5) 0 (0,5)0 20 (@0 (@O0 106,57
14 (0,5) 0 (0,5) 0 (0,5)0 @ (@0 (@O0 101,60
15 (0,5) 0 (0,5) 0 (0,5) 0 20 (0 (@O0 132,41

Nota-se através da Tabela 18 que a maior AE dadifa encontrada no ensaio 4
(161,88 U/g de substrato seco), onde o farelo e @i suplementado com 1 % (p/) AO, 1
% (p/) OA, 4 % (p/p) AMM e 2 % (p/p) de U, seguid@a ensaio 5 (141,36 U/g de substrato
seco) onde foram usados 1 % (p/p) AO, 1 % (p/p)4%, (p/p) AMM e 4 %(p/p) MC, estes
valores foram superiores aos encontrados quandstgsdou a atividade de esterificacdo em
48 h do farelo puro, mostrando que a suplementdgéimecessaria para se atingir a
maximizacao da atividade.

55



Fontes de carbono e de nitrogénio para a produgdipate ddBacillus cereugoram
amido e sulfato de amoénio (nivel de nitrogénio 2i@/100 mL), peptona (nivel de
nitrogénio 297 mg/100 mL), e uréia (nivel de ni&og 46,62 mg/100 mL) em associac¢éao,
respectivamente (Dutta e Ray, 2009). QuaReéaicillium citrinumfoi cultivado em meio
simples (1,0 % do azeite e 0,5 % de extrato dedlenag, utilizando 6leo de oliva como fonte
de carbono no inoculo, a enzima extraida mostrovidate maxima. Além disso, a
diminuicdo da concentracdo de extrato de levedumdém reduz a atividade (Pimergehl,
1994).

Ferrazet al (2010), estudando a producéo de lipaseRmnicillium crustosunem
FES e utilizando como substrato o farelo de amazpntraram atividade de esterificacdo de
112,28 U/g de substrato seco (gss) e Kengbka (2008), investigando a producao de lipase
por Penicillium verrucosunrencontraram cerca de 40 U/g de substrato seco.

Os suplementos utilizados no farelo de arroz quesaptaram resultados positivos
com 90 % de significancia foram azeite de olivepdle soja e agua de maceracao de milho.
O d6leo de arroz ndo apresentou efeito significatibste fato provavelmente se da devido a
sua composi¢do, pois pode ter levado a um excessputtientes ao micro-organismo,
causando um efeito inibitério. O melaco apresengdeito significativo negativo. Os
resultados referentes a andlise estatistica dossdagresentados na Tabela 18 estdo

apresentados na Tabela 19.

Tabela 20 Efeito das variaveis de processo, estudadas aopejimento experimental

Plackett- Burman (PB) na producéao de lipase aptbsiégermentacéo no farelo de arroz

Efeito Desvio t(2) p
Média 73,91 4,27 17,30 0,003
(1) AO 32,29* 9,55 3,38 0,077
(2) OS 48,17* 9,55 5,04 0,037
(3) OA 10,10 9,55 1,05 0,400
(4) AMM 47,74* 9,55 4,99 0,037
(5) MC -42,17* 9,55 -4,41 0,047
(6) U 10,43 9,55 1,09 0,388

*Efeitos significativos p <0,1.
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Martinset al. (2008) utilizaram como substrato o farelo de ag@zcasca de arroz em
FES junto com 1 % de Oleo de soja como suplemeatentaram uma atividade maxima de
producéo de lipase para o fungbialemoniunde 129,5 U/g de substrato seco e para o fungo
Aspergillus fumigatusde 119,40 U/g de substrato seco. Quando Alkanal. (2006)
pesquisaram a producéo de lipaseacillus coagulangm FES utilizando residuos sélidos
de meldo, encontraram atividade de 78,069 U/g eim @& fermentacdo suplementada com 1
% de azeite de oliva.

A producéo de lipase é influenciada pelo contet@oatbono no meio quando este é
de origem lipidica (Mahadilet al., 2002). Segundo alguns trabalhos publicados, este
comportamento esta diretamente relacionado ao nsecande regulacdo do micro-
organismo em estudo. Assim, alguns casos relatagnagsuplementacdo do meio com
lipidios nao é eficiente (Kamimwit al.,1998).

Para o farelo de arroz obervou-se que o azeitelide, @leo de soja e agua de
maceracdo de milho apresentaram efeito significapesitivo quando utilizados como

suplementos na producéo de lipase.

4.2.4 Maximizacao da producao de lipase com o uso de sapientos

Com objetivo de se atingir a maximizacdo da pré@dugle lipase através da
suplementacdo dos farelos de soja e de arroz, plamejamentos experimentais foram
realizados com as variaveis que apresentaram edsitdisticamente significativo (p<0,1).
Para o farelo de soja se realizou um DCERa2eite de oliva e uréia) e para o farelo de arroz
se realizou um DCCR®Zazeite de oliva, 6leo de soja e 4gua de macermeauilho). Os
resultados obtidos nesta etapa sao apresentaddaivelas 20 a 25.

Observa-se na Tabela 20 que a atividade de estedfd mais alta foi obtida com 2,6
% (p/p) de AO e 2,3 % (p/p) de uréia (186,26 Usgguida da triplicata do ponto central com
1,5 % (p/p) de AO e 5,5 % (p/p) de uréia (152,75/,46 e 155,11 U/g), onde se atingiu a
otimizacdo do processo. Através da Tabela 21, hajuasenta os coeficientes de regressao,
erros padrédo, valores de t e p, foi possivel alieidelos empiricos para a atividade lipasica
em funcdo do azeite de oliva e da ureia em 48hEf HKtilizando o farelo de soja como

substrato.

57



Tabela 21-Matriz do DCCR 2 (valores reais e codificados) com as respostasiidade de

esterificacao cor®. crustosune farelo de soja em 48 h

Ensaio AO U AE
(%op/p) (%p/p) (U/g)

1 0,4) -1 (2,3)-1 90,42
2 (2,6) 1 (2,3)-1 186,26
3 (0,4) -1 (8,7)1 124,75
4 (2,6) 1 8,71 43,35
5 (a,5)0 (5,5) 0 152,76
6 (1,5)0 (5,5) 0 157,46
7 (1,5)0 (5,5)0 155,11
8 0)-1,41 (5,50 141,82
9 (3)1,41 (5,50 156,71
10 (1,5)0 (1)-1,41 30,02
11 (1,5)0 (10) 1,41 93,99

Tabela 22-Coeficientes de regressao para a producao de lgmse48h de FES utilizando
farelo de soja como substrato e diferentes suplereen

Coeficiente de regressaderro Padréao t(5) p
Média 155,09 18,32 8,46 0,00
(1) AO (L) 4,44 11,23 0,39 0,70
AO (Q) -1,45 13,40 -0,10 0,91
(2)U (L) -2,30 11,23 -0,20 0,84
U (Q) -45,34 13,40 -3,38 0,01
1L by 2L -44,30 15,86 -2,79 0,038

O modelo codificado otimizado para 48 horas de émtacdo pode ser visualizado na
Equacdo 7 para a atividade lipasica e foi validpdta analise de variancia (ANOVA)

apresentada na Tabela 22.

AEFS= 155,09 + 4,44.A0 — 1,45.A@2,30.U - 45,34.8 44.30.A0.U
Equacéo 7
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Onde:
AE= Atividade esterificacdo em 48h de fermentagéin €arelo de soja (FS);
AO= Azeite de oliva;

U= Uréia.

Observa-se que o coeficiente de correlacdo obficRO) e o valor de F calculado
(4,05) maior que o F tabelado (3,45) permitiramabdacdo do modelo matematico com 90
% de confianca. Com o modelo validado foi possteelstruir a superficie de resposta (a)
gue é apresentada juntamente com a curva de cor{tjrna Figura 3. Estas figuras mostram
gue a condicdo maximizada para a producédo de lipapartir de farelo de soja como
substrato € obtida através da suplementacdo docoeidl,5 % (p/p) de azeite de oliva e 5,5

% (p/p) de uréia.

Tabela 23-Analise de variancia para atividade lipasica nopeme 48h utilizando FS como

substrato
Fontes de

o SQ GL SQM F Calculado
variacao
Regressao 20417,53 5 4083,50 4,05
Residuos 5035,76 5 1007,15
Total 25453,30 10

Coeficiente de correlacdo: R=0,89; Ftab,90 % = 3,45
Onde:

SQ= Soma dos quadrados;
GL= graus de liberdade;

SQM= Soma dos quadrados medios
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Azeite de oliva (%p/p)

() (b)
Figura 3- Superficie de resposta (a) e curva de contornpdld atividade de esterificacdo

em 48 horas de fermentacéo utilizando farelo d& smno substrato e azeite de oliva e uréia
como suplementos.

A Tabela 23 apresenta a matriz do DCCR(\&lores reais e codificados) com as

respostas da atividade de esterificacdo Poerustosune farelo de arroz em 48h.

A mais alta atividade foi obtida com 0,4 % (p/p)Ale, 2,6 % (p/p) de OS e 2,3 %
(p/p) de AMM (140,03 U/g) e a mais baixa atividddede 12,57 U/g quando se adicionou
1,5 % (p/p) de AO, 3 % (p/p) OS e 5,5 %(p/p) de AMMovavelmente levando a um
excesso de lipidios ao substrato. Estes resultadossuperiores aos encontrados por o0s
autores citados abaixo.

O bagaco de cana suplementado com azeite de elkwdtou em eficiente producao
de lipase pormRhizopus rhizopodiformes Rhizomucor pusillysobtendo-se atividades de
79,60 e 20, 24 U/g com o uso de precursores adeg{@drdovaet al, 1998).

A producéao de lipase em FES céwspergillus nigerl1T53A14, utilizando farelo de
trigo indicou a suplementacdo do meio com residroefinaria de milho, como promissor
indutor, resultando em atividade lipasica de 60 @amascet al, 2008).

A condicdo otimizada para a producdo de lipaseterase descritas por SILVA

(2010) foi em meio contendo 6leo de soja 2% m/midade 70%, temperatura 0, tanto
para o farelo de mamona como para a torta de babacu
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Tabela 24-Matriz do DCCR 2 (valores reais e codificados) com as respostasiidade de

esterificacdo cor®. crustosune farelo de arroz em 48h

AO oS AMM Ulg
Ensaio (% p/p) (% p/p) (% p/p)

1 (0,4) -1 (0,4) -1 (2,3) -1 106,83
2 (2,6) 1 (0,4) -1 (2,3) -1 122,51
3 (0,4) -1 (2,6) 1 (2,3) -1 140,03
4 (2,6) 1 (2,6) 1 (2,3) -1 93,56
5 (0,4) -1 (0,4) -1 (8,7) 1 97,59
6 (2,6) 1 (0,4) -1 8,7) 1 133,69
7 (0,4) -1 (2,6) 1 (8,7) 1 82,35
8 (2,6) 1 (2,6) 1 (8,7) 1 35,41
9 (1,5) 0 (1,5)0 (5,5) 0 66,23
10 (1,5) 0 (1,5) 0 (5,5) 0 68,14
11 (1,5) 0 (1,5) 0 (5,5) 0 64,31
12 (0) -1,68 (1,5)0 (5,5) 0 135,92
13 (3) 1,68 (1,5) 0 (5,5) 0 34,55
14 (1,5) 0 (0) -1,68 (5,5) 0 79,92
15 (1,5) 0 (3) 1,68 (5,5) 0 12,57
16 (1,5) 0 (1,5)0 (1) -1,68 109,69
17 (1,5) 0 (1,5) 0 (10) 1,68 103,14

A Tabela 24 apresenta os coeficientes de regressaca producédo de lipase apos 48
h de ferementacdo em estado solido (FES) utilizafadelo de arroz como substrato
suplementado com azeite de oliva, 6leo de sojaia dg maceracdo de milho.

De acordo com a tabela de caracterizacdo de supiemé Tabela 13) o azeite de
oliva e 0 0leo de soja séo ricos em lipidos, j@y@aade maceracdo de milho possui pouco
lipidio (0,6 %) mas os trés substratos sao exasdefuntes de carbono contribuindo assim
para o crescimento microbiano e levando ao incréoda producdo de enzimas.
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Tabela 25-Coeficientes de regressao para a producao de lgpse48 h de FES utilizando

farelo de arroz como substrato e diferentes supltose

Coeficientes de regressaoErro Padréo t(7) p

Média 64,80 14,13 4,58 0,002
(1) AO (L) -15,53 6,64 -2,33 0,05
AO (Q) 11,50 7,31 1,57 0,15
(2) OS (L) -16,30 6,64 -2,45 0,04
0S (Q) -2,309 7,31 -0,31 0,76
(3) AMM (L) -9,15 6,64 -1,37 0,21

AMM (Q) 19,00 7,31 2,59 0,03

1L by 2L -18,14 8,67 -2,09 0,07
1L by 3L 2,49 8,67 0,28 0,78
2L by 3L -14,72 8,67 -1,69 0,13

Através da Tabela 24 foi possivel obter o modelpigoo para a atividade lipasica em
funcdo do AO, OS e AMM em 48 h de FES, utilizandcelo de arroz como substrato. O
modelo codificado otimizado para 48 horas pode vsgwalizado na Equacdo 8 para a
atividade lipasica e foi validado pela analise daancia (ANOVA), apresentada na Tabela
25.

AEFA= 64,80 - 1553.A0 + 11,50.X0-16,30.0S -2,30.05- 9,15.AMM +
19,00.AMM-18,14.A0.0S + 2,49.A0.AMM-14,72.0S.AMM
Equacéo 8

Onde:

AEFA= Atividade de esterificacdo em 48h de ferme@tacom farelo de arroz (FA);
AO= Azeite de oliva;

0S= Oleo soja;

AMM=Agua de maceracdo de milho.
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Observa-se na Tabela 25 que o coeficiente de agéelobtido (0,90) e o valor de F
calculado (3,33) maior que o F tabelado (2,72) gegam a validacdo do modelo matematico

com 90 % de confianga.

Tabela 26-Andlise de variancia para atividade lipasica nopeiae 48 h utilizando FA como

substrato e diferentes suplementos

Fontes de
o SQ GL SQM F Calculado
variacao
Regressao 18080,72 9 2008,96 3,33
Residuos 4212,23 7 601,74
Total 22292,95 16

Coeficiente de correlacdo: R=0,90 Ftab,90 % = 2,72

De acordo com a andlise estatistica observa-seajnente a AMM apresentou efeito
significativo (p<0,1) positivo quando suplementado farelo de arroz. O OS e o AO
apresentaram efeito significativo negativo (p<Gnticando que esses 6leos poderiam estar
causando inibicdo por excesso de substrato paracm-prganismo, reduzindo assim a
atividade de esterificacdo da enzima.

Com base nos resultados obtidos a partir de argdisgistica foi realizado um novo
teste somente utilizando a suplementacao do faelarroz com 5,5 % (p/p) de AMM para
se obter a otimizacdo da producéo de lipase enegsoade FES em 48 h utilizando o fungo

filamentosoPenicillium crustosumgonforme mostra a Tabela 26.

Tabela 27-Suplementacao do farelo de arroz com AMM com trgih do ponto central

AMM AE
Ensaio (Y%p/p) (U/g)
1 5,5 98,65
2 5,5 90,42
3 5,5 94,54
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Através de analises estatisticas e dos resultaslosristrados na Tabela 26 pode-se
verificar a otimizacdo da producédo de lipase w@tiido farelo de arroz como substrato
suplementado com AMM (5,5 % p/p) e o furl@enicillium crustosum. Cabe salientar que
a AMM é um excelente suplemerde baixo custo, pois € um subproduto obtido amdati
extracdo do milho, reduzindo assim os custos fipara a producdo de enzimas, além de
contribuir para a reducéo de poluentes ambienResultados opostos ao do experimento
foram encontrados por Riget al (2010). Estes autores verificaram que a adicad &e
(m/v) dos suplementos ao farelo de soja nédo ap@sediferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) entre a produtividade obtiela 48 h de fermentacdo com farelo de

soja sem suplemento e a obtida em meio contencloADAM.

4.2.5 CARACTERIZACAO PARCIAL DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO

Apds a maximizacdo da otimizacdo da producdo gasds em termos de atividade de
esterificacdo, novas fermentacdes foram conduzidesndo em consideracéo as condi¢gbes
otimas de umidade (60 %) e temperatura (30 °C)sapéementacdo para a producao dos
extratos enzimaticos a serem caracterizados deafparcial. A caracterizacdo foi realizada
aos extratos provenientes das enzimas produzidasnpoos os substratos (FS e FA) e pelo
fungo filamentosd. crustosum.

As enzimas produzidas foram caracterizadas parergkrem relacdo a estabilidade em
temperaturas altas e baixas, especificidade adratdsle esterificacdo (diferentes acidos

graxos e alcoois) e faixas de temperatura de atumgdemoria de pH.

4.2.5.1Avaliacéo da especificidade aos substratos de estieacéo

Esteres s&o importantes compostos organicos comiumero crescente de aplicagdes
comerciais. Estes compostos sdo muito utilizados areparacdo de compostos aromaticos
(flavors), cosmeéticos, detergentes, sabor, produtos féutiaos e biodisel. Muitos dos
ésteres disponiveis sdo produzidos por sintesemigas ou enzimaticas. A producéo
biotecnolégica de ésteres utilizando lipases teocehido grande atencdo por causa das
condi¢cbes de reagOes brandas (temperatura, pHsedpheenvolvidas, o elevado grau de
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pureza alcancado, bem como a aceitacao destes@satuindustria de alimentos (Martinez-
Ruiz et al.,2008).

Desta forma a especificidade das lipases produadagarelo de soja e arroz foram
avaliadas nos acidos graxos, butirico e lauricon @adeia carbbnica saturada (4 e 12
carbonos, respectivamente) e oleico (18 carbomasieia insaturada). As atividades lipasicas
das enzimas empregando cada acido graxo foramadsaaliutilizando quatro alcoois com
diferentes nimeros de carbono nas cadeias; me&taoll, propan-1-ol e butan-1-ol, que
apresentam, respectivamente, 1, 2, 3 e 4 atomoarbdeno na cadeia carbénica.

As atividades lipasicas dos extratos enzimaticafiiados referentes ao emprego dos
acidos butirico, oleico e laurico como substratasaas reacfes de esterificacdo utilizando

diferentes alcoois estédo apresentadas nas Figubas @, respectivamente.
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Figura 4- Especificidade do extrato enzimatico (farelo desoge arroz) da reacao do acido

butirico em diferentes alcodis.
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oleico em diferentes alcodis.

Através das Figuras 4 e 5 € possivel observar gemprego do acido butirico e do
acido oleico como doadores de acila reagindo cotammecomo alcool, resultou nas maiores
atividades lipasicas, com um pico de atividade @& % U/g e de 567,19 U/g para a enzima
produzida utilizando FS e de 592,65 U/g e 562,18 pdra a enzima produzida quando se
utilizou FA como substrato, respectivamente. A selgumaior atividade lipasica no farelo de
soja como substratos foi quando o acido butiriegitecom o alcool etanol (459,38 U/g), ja
para o farelo de arroz a segunda maior atividgdeica foi de 367,57 U/g utilizando o &cido
oleico juntamente com o alcool butanol. Lipaseavess especialmente frente ao metanol e
etanol, sdo consideradas de extrema importanciagdale possibilidade de serem usadas
como catalisadores em reacgfes para producao dieseb@Shimadat al., 2002; Fukudaet
al., 2001).Assim, pesquisas que envolvem a identificacdo dyp@o de lipases tolerantes a
alcoois sédo de grande relevancia, ja que atualnfénteecessidade da reducdo do custo dos
biocatalisadores aplicados na producédo de biocativieispor via enzimatica.

Comportamento oposto foi observado por Retjoal (2009) na producéo de lipase por
FES utilizando farelo de soja como substrato e nepm dePenicillium P74, ao adicionar
metanol ao invésde propan-1-ol na reacdo com &cldwo diminuiu a atividade de
esterificacdo de 104,97 U/g para 1,57 U/g. Poddiz® que as enzimas usadas nesta reacao
podem efetuar a sintese de etil oleato.

Ferraz (2010b) estudando a especificidade da |leaeBporobolomyces ruberrimus

frente a diferentes acidos e alcoois encontraradatle lipasicas para o acido butirico de
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446,50 U/g para a enzima produzida utilizando ¢ads soja (FS) como substrato, reagindo
com metanol como alcool. Essa mesma enzima apoesargegunda maior atividade lipasica
de 362,16 U/g quando da utilizagdo do acido buatiagiu com etanol como alcool.

Uma menor tendéncia em termos de atividade deifesieéo pode ser observado
através da Figura 6 para a reacdo de acido laugiemdo comparado aos acidos oleico e
butirico. O pico mais elevado de atividade enzicaatoi quando o acido laurico reagiu com
0 alcool butan-1-ol. Foram encontradas atividadegsterificacdo de 306,31 U/g e 222,91
U/g para o farelo de soja e para o farelo de aespectivamente. Apesar da reacdo de
especificidade da enzima frente ao acido lauricaéenonstrado menores atividades quando
comparado aos outros acidos estudados, nota-segpas atividades enzimaticas foram
também promissoras, pois esse fato indica que leaasapecificidade em ambos substratos
testados, tanto para acidos de cadeia curta e lsafgaada, quanto para cadeia longa
insaturada.

Trabalhos encontrados na literatura avaliando acfspidade de lipases em relacéo a
acidos graxos com diferentes cadeias carbénicagenal relatam maior especificidade
dessas enzimas em relagdo a 4cidos graxos de caéidia a longa (C8 a C16), podendo-se
citar os trabalhos desenvolvidos por Sun e Xu (pe0&anget al (2008).
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Figura 6- Especificidade do extrato enzimatico (farelo dg € de arroz) da reacao do acido

laurico em diferentes alcodis.
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Segundo Silvaet al (2017), o extrato enzimatico obtido por fermentacdo etado
sélido deP. brevicompactune torta de babacu como matéria-prima apresenifergncia

para os triglicerideos de cadeia média e 4cido®grde cadeia longa

Levando em conta algumas obras da literatura, pedesr que as lipases mostram
preferéncia diferentes em funcao do substrato midm-organismo utilizado para produgao
de enzimas. Lipase dgacillus sp. A30-1, (Wanget al, 1995) e produzido pdRhizopus
oryzae(Razaket al 1997) apresentou uma maior especificidade déctigges de cadeia
média, ja lipases daspergillus carneuapresentou boas atividades em um tipo de variedade
de triglicerideos (C4 para C1axenaet al, 2003).

A maior especificidade em relacdo ao agidxo de cadeia curta obtido neste trabalho
concorda com os resultados apontados por PeteredaP§2002), que avaliaram a
especificidade de uma lipase de pancreas de poraelacéo a diversos acidos graxos (de 3
a 18 carbonos). Segundo esses autores, a lipadedavaapresentou uma elevada
especificidade em relacdo aos acidos valérico @®utirico (C4), e uma atividade de
esterificacdo significativamente menor para acidosn numeros de carbono menores
(propiénico) e maiores (C6-C16). A especificidaddtau a aumentar para acidos de cadeia
longa (C18), porém permaneceu significativamentas niiixa que para o0s substratos
anteriores.

Contudo, apesar de alcoois de cadeia maior sezese liberar maiores energias de
ligacdo, uma parte dessa energia € requerida paddicar a conformacéo do substrato para
gue este caiba no sitio ativo da enzima. Entag)agpema pequena parte da energia liberada
estaria disponivel para a mudanca na conformac&ozima (Abbas e Comeau, 2003). Estas
alteracdes na conformacdo das lipases para tosratias dependem de ambos os substratos
gue estdo sendo empregados na reacdo de estéofi¢acido graxo e alcool). Sendo a
afinidade das enzimas pelos substratos interdeptaslem relacdo a cadeia carbbnica e a
estrutura de ambos, a especificidade ndo poderakada separadamente.

Tendo em vista os resultados apresentados, ogosxemazimaticos obtidos apresentam
potencial para catalisar reacdes de esterificagéie a@lcoois e acidos graxos de cadeia curta,
produzindo ésteres usualmente empregados na iredésimoflavors e um grande potencial
para catalisar reagfes de esterificacdo entra addacadeia longa insaturados e &lcool de
cadeia curta, ou seja, reacdes de transesteriicagfio para a producéo de biodisel.
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4.2.5.2Avaliacédo da estabilidade em altas temperaturas

A estabilidade térmica dos extratos enzimaticogoruiofilizados, produzidos pelo
fungo filamentosdPenicillium crustosunutilizando farelo de soja e de arroz como substrato
nas temperaturas de 35, 45 e 60 °C foi monitorBdpias 7,8 e 9), quanto a atividade de
esterificacdo, ao longo de 384 horas, em intervd®sempos regulares a cada 24 horas,
buscando prolongar o tempo de acompanhamento dpartamento da enzima frente as
altas temperturas.
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Figura 7- Estabilidade termica do extrato enzimatico brug®ac.
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Figura 8- Estabilidade termica do extrato enzimético brud® &C.
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Importantes resultados foram obtidos, revelando ajlipase produzida em farelo de
soja em diferentes temperaturas apresentaram ctamgorto similar, ou seja, decréscimo
inicial da atividade relativa da enzima nas temjoeas avaliadas. Apés 96 horas a enzima
apresentou um aumento expressivo na sua ativideldéva, demonstrando um leve até
decréscimo até 384 h com atividade relativa apraslama 65 % a 35 °C. Ja a 45 °C ocorreu
decréscimo da atividade relativa apos 120 horasjtemdo em atividade relativa de 35 % ao
final das 384 horas e 18 % a 60 °C. Assim, a enpibt@a na fermentacdo com farelo de
soja, ao longo da avaliagdo da sua estabilidadesaptou maior estabilidade em 35 °C,
contudo em 24 horas, ambas as temperaturas resuléan atividade relativa em torno de 90
% da atividade inicial.

No caso da lipase obtida da fermentacdo do farelartbz, pode-se observar através
das Figuras 7, 8 e 9, representativas a avaliag@&stabilidade frente as temperaturas de 35,
45 e 60 °C respectivamente, uma proximidade do odmpento da lipase obtida da
fermentacdo com farelo de soja até 120 horas. &ptes periodo, ocorreu queda gradativa,
chegando a resultando de atividade relativa mener26 % da inicial ao final das 384 horas
de avaliacdo, sendo menos estavel que a enzimaziadem farelo de arroz no periodo
maximo avaliado.

Ferrazet al (2011) estudando a estabilidade de trés subst{fateto de soja, de arroz e
bagaco de cana) encontram pouca ativacao enzinedticb °C. O extrato de bagaco de cana
apresentou um pico de atividade e alta estabilidadatendo a sua atividade até 144 horas
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de incubacao, os outros dois substratos ficaranplatamente desativado apds 120 horas de
incubacéao.

De acordo com Caset al. (2006) a estabilidade térmica de lipases brutaateente
organico, a 30 °C obteve um tempo de meia-videedeaade 6 dias. Wolski (2008) avaliou a
estabilidade térmica do extrato enzimatico obtiddizando Penicillium sp livre e
imobilizado em diferentes tempos (de 30 a 480 rog)ut temperaturas de 25, 35, 45, 55 e 65
°C. Percebeu-se que os dois extratos apresentasampodamento semelhante. Ambos
apresentaram uma diminuicdo da atividade, no tezepm de incubacdo e maior estabilidade
em temperaturas de 25 e 35 °C.

Liu et al (2008) estudando aatividade da lipaséAureobasidium pullulangiN2.3
medida em funcdo da temperatura mostraram queidaate residual da lipase foi mantida
em 100 e atividade de 71 % em relacdo ao contapiés tratamento a 20 e 30 °C durante
uma hora, respectivamente, indicando que a enziinastavel até 20 ° C. Os resultados
também revelam que a enzima foi inativada rapidéenem temperatura superior a 20 °C
efoi totalmente inativada a 50 °C dentro de uma.hor

Padilhaet al. (2011) estudadando a estabilidade da lipase ektifac produzida a partir
daPseudomonas cepact@nstatou que a 50 e 60 °C foi afetada signifieatiente durante a
primeira hora de exposicdo, seguindo um modelo ndéivacdo de primeira ordem. A
inativacdo da lipase durante 60, 90 e 120 minuta® @ 60 °C foram respectivamente, 34, 33
e 45 %.

De acordo com Sharmat al. (2001), a estabilidade térmica de uma lipase esta
relacionada com a sua estrutura, sendo influen@adaliversos fatores ambientais. O fator
mais importante € o meio em que a enzima se ercgatque a presenca de agua diminui
fortemente a termoestabilidade.

Tanto para o farelo de soja como para o de arrtevelse uma melhor estabilidade
guando esses substratos foram armazenados em 3BoX¥Dando resultados superiores

guando comparado com os autores citados acima.

4.2.5.3Avaliacédo da estabilidade em baixas temperaturastemperatura ambiente

As estabilidades dos extratos enzimaticos liofilas das enzimas produzidas pelo

fungo Penicillium crustosunutilizando como substratos os farelos de soja ardez, foram
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avaliadas durante o armazenamento em refriger@deC), freezer (-10 °C) e temperatura
ambiente ao longo de 1680 horas (70 dias) confalengostram as figuras 10, 11 e 12 déem
termos de atividade lipasica relativa (%), respantente.

Os resultados obtidos durante a avaliagdo da bdtal® nas diferentes temperaturas
possibilitaram caracterizar o comportamento daaség produzidas em farelo de soja e de
arroz, no decorrer de 70 dias. As maiores estalbifid das lipases produzidas em farelo de
soja e de arroz foram obtidas nas temperaturasfdgeracao e freezer. Nas Figuras 10 e 11
pode ser visualizado que as maiores atividadesiviedapara as lipases produzidas em FS
foram apds 30 dias de estocagem sob refrigera@o%) e em 20 dias no congelador (173
%).

A lipase obtida por fermentacdo em estado solidd dbrevicompactune torta de
babacu como matéria-prima, permitiu a observacdoquke o extrato mantinha a sua
atividade, tanto a 4 e -10 ° C até 30 dias, peloas(Silvaet al, 20171).
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armazenamento em refrigeracao (4 °C).
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armazenamento em freezer (-10 °C).

Quando o extrato foi mantido a temperatura ambidat@0 a 50 dias de estocagem a

atividade relativa manteve-se estavel em 150 % quode ser observado na Figura 12.
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Figura 12- Atividades lipasicas relativas (%) das enzimas aongd do periodo de

armazenamento em temperatura ambiente.

No caso das lipases produzidas em farelo de awomportamento similar foi
observado jA que as maiores estabilidades tambéam fobtidas nas temperaturas de
refrigeracdo e congelamento. A atividade relatitaida durante o periodo estocagem sob
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refrigeracdo de 20 a 40 dias foi em torno de 20fr%#icial e quando avaliada a temperatura
a -10 °C foi de 134 % em 20 dias, proxima a obénatemperatura ambiente que foi de
130% no mesmo periodo de estocagem.

Importante ainda ressaltar que ambas as lipasekipdas em farelo de soja como
arroz apresentaram valores relevantes de atividadaal do periodo avaliado (70 dias), as
menores atividades relativas foram obtidas quasdmaimas foram mantidas em tempertura
de congelamento, 54 e 91 % para FS e FA, respecivie.

De acordo com Ferragt al, (2010) a enzima obtida com bagaco de cana apresentou
maior estabilidade, mantendo atividade relativa @ma de 100 % da inicial quando
conservada em temperatura ambiente e 50 % em fre@@eC), apos os 60 dias.

Segundo Sharmat al. (2001), a estabilidade térmica de uma lipase edé&gionada
com a sua estrutura, sendo influenciada por digefatores ambientais. O fator mais
importante € 0 meio em que a enzima se encontrgu¢aa presenca de agua diminui
fortemente a termoestabilidade. Em alguns casosiss@aturacdo térmica ocorre quando o
desdobramento dos polipeptideos no sitio ativo éica estado intermediario (Zhet al.,
2001).

Como conclusao parcial observou-se que o farelsaja e de arroz mantiveram
estabilidade térmica em 1680 h tanto para temperate 4 °C (146 %, 117 %) como em
temperatura ambiente (139%, 111 %),respectivamente.

4.2.5.4Avalicdo do efeito da temperatura e memoéria de pHaatividade lipasica

De acordo com Sun & Xu (2009), as enzimas liofd&as apresentam uma memoéria
de pH, ou seja, a atividade de esterificacdo emestds organicos é extremamente
dependente da solugdo aquosa antes da liofilizécademoaria do pH, provavelmente, ocorre
porque a fixacdo dos grupos iénicos cataliticosgro apds a secagem da enzima mantem o
mesmo estado em meios ndo aquoBasa avaliar o comportamento dos extratos enziogtic
em diferentes temperaturas e memdrias de pH, o DEG# realizado para cada substrato
testado conforme mostrado na Tabela 27.
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Tabela 28-Matriz do delineamento experimental (valores reaidificados) e a resposta

em termos de atividade de esterificacdo avaliaeohpératura e memoria de pH

AE (U/g)
Ensaio pH T (°C)

FS FA
1 -1 (4,0) -1 (20) 310,26 302,91
2 +1 (9,0) -1 (20) 270,48 429,23
3 -1 (4,0) +1 (60) 257,61 228,46
4 +1 (9,0) +1 (60) 276,92 270,77
5 0 (6,5) -1,41(11,8) 406,88 493,21
6 0 (6,5) 1,41 (68,2) 243,00 134,62
7 -1,41(3,0) 0 (40) 236,80 141,71
8 1,41 (10,0) 0 (40) 341,96 393,14
9 0 (6,5) 0 (40) 251,00 304,95
10 0 (6,5) 0 (40) 296,00 271,40
11 0 (6,5) 0 (40) 273,50 288,18

Pode-se observar que os valores de maior ativifteden obtidos no ensaio 5 para a
uma memoria de pH de 6,5 e 11,8 °C, para os dostratos testados no experimento. O
extrato produzido por farelo de arroz apresentoawdatie de esterificagcdo de 493,21 U/g de
extrato bruto liofilizado e para o o farelo de séph de 406,88 U/g de extrato bruto
liofilizado, mostrando que as enzimas apresentatandades mais elevadas em pH proximo
da neutralidade e da menor temperatura.

Smaniotto (2010), estudando o efeito da temperaureemorias de pH em diferentes
lipases sintéticas, observou que para enzimas sbratdidas de meio convencional
apresentavam o0s maiores valores de atividade dgpa&sntética na regido do ponto central
(média de 145,07 U/ g), em um valor de memoria ldeppdximo a neutralidade (6,5) e
temperatura de 40 °C.

O mesmo autor observou ainda, que para as enzimasnpentes da fermentacao do
meio industrial, os maiores valores de atividadearh obtidos em uma ampla faixa de pH
(de 4,0 a 9,0) e em temperaturas mais altas (de68)2 °C). Nas condi¢cbes de temperatura
mais baixas e nos extremos de pH nao foi obseratiddade enzimatica para nenhuma das
enzimas provenientes da fermentacdao do meio industr
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Os coeficientes de regressédo para atividade deifiesigho (U/g) em diferentes

Temperatura (°C) e memoria de pH para o FS estaortdrados na Tabela 28.

Tabela 29-Coeficientes de regressao para atividade de estedf (U/g) do farelo de soja

em diferentes T2 e memoria de pH

Coeficientes de regressdo Erro Puro t(5) p
Media 273,60 24,98 10,94 0,00
(1) pH (L) 32,04 30,65 1,04 0,34
pH (Q) 3,17 36,57 0,08 0,93
@ T(L -64,88 30,65 -2,11 0,08
T(Q) 32,34 36,57 0,88 0,41
1L * 2L 29,54 43,28 0,68 0,52

Tratando os dados estatisticamete observa-se giagxaale memoaria de pH avaliada
no experimento, as atividades de esterificagdo médaram significativamente. Mas em
relacdo a temperatura (°C) nota-se que a mesmea @detmaneira negativa a atividade da
enzima bruta, na faixa avaliada com 90% de cordiakstes dados indicaram que ha uma
preferéncia enzimatica quando se utilizou o farde soja como matéria-prima por

temperaturas mais baixas.

A Tabela 29 apresenta os coeficientes de regrgsa@oa atividade de esterificacédo

do farelo de arroz em diferentes temperaturas edriarde pH.

Tabela 30-Coeficientes de regresséo para atividade de esaedb (U/g) do farelo de arroz

em diferentes Temperatura (°C) e memorias de pH

Coeficiente de regressao Erro Padrao t(5) p
Média 269,62 31,84 8,46 0,002
(1) pH (L) 65,58 19,52 3,35 0,02
pH (Q) 3,18 23,30 0,13 0,89
@ T(L -92,59 19,52 -4,74 0,005
T(Q) 26,56 23,30 1,13 0,30
1L * 2L -21,00 27,57 -0,76 0,48
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Os resultados apresentados na Tabela 29 forarddsaésstatisticamente e a Equacéo 9
apresenta o modelo empirico obtido para os extrat@smaticos de farelo de arroz. O

modelo foi validado (&icuiade Fabeladd Pela analise de variancia, 95 % do nivel de enighh.

AEFA = 269,62 + 65,58 pH + 3,18 gH 92,59 T + 26,56 7~ 21,00 pH* T
Equacgao 9

AEFA= Atividade de esterificacdo para farelo deasr
T= Temperatura,

pH= Valores de pH.

Observa-se na Tabela da analise de variancia @aB@) que o coeficiente de
correlagcdo obtido (0,93) e o valor de F calcula@d3) maior que F tabelado (5,05)
permitiram a validagdo do modelo matematico cor9%e confianca.

Tabela 31-Analise de variancia para a avaliacdo da signific@estatistica dos modelos

propostos para a atividade de esterificacéo (LHg)ethzimas do farelo de arroz

Fontes de

. SQ GL SQM F Calculado
variacao
Regressao 108537,2 5 108537,2 7,13
Residuos 15210,3 5 15210,3
Total 123747.,5 10

Coeficiente de correlacao: R=0,93 Ftab,95 % = 5,05

A validacdo do modelo matematico permitiu a comgtouda superficie de resposta e
curva de contorno apresentadas na Figura 13, ongesgivel observar que as enzimas
provenientes da fermentacéo utilizando FA como tsalasapresenta as maiores atividades

em temperaturas baixas (cerca de 11,8 a 20 °C)n&riess de pH alcalinos. Através desta
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analise fica evidente que temperaturas muito altpsl acidos tendem a reduzir a atividade
ou desativar as enzimas produzidas nas condi¢c8estds neste trabalho.

(i) peEe A apepid

(@) ) F

i (b)

Figura 13- Superficie de resposta (a) e curva de contorrjop@ra a avaliacdo do

comportamento da lipase produzida em diferentepaemturas e memorias de pH para o
substrato FA.

Resultados semelhantes a estes obtidos no extraonaico do FA foram
encontrados por Rajendraet al. (2009b). Segundo esses autores, algumas lipases té
mostrado uma consideravel estabilidade em uma afapia de valores de pH. Uma lipase
alcalina isolada a partPseudomons nitreducef@ ativada em pH 11,0. Em geral, eles séo
ativos sob o pH de 6,5 a 7,0 e até 8,0. Devidoaaespecificidade, as lipases podem ser
usadas para isolar os ésteres e alcoois opticampergs.

Gutarraet al (2009) estudando a caracterizacdo de lipaseanlatigor FES em torta

de babacu a partir do fundrenicillium simplicissimumencontaram as mais altas atividade

de hidrélise enzimatica utilizando niveis de terapara entre 45 e 50 °C e pH 4-6, usando
um DCCR.

Quando uma nova cepa @enicillium sp. foi isolada e testada para producédo de
lipases por fermentacdo em estado solido (FESMWmski et al. (2009), a caracterizagcao
parcial do extrato bruto enzimatico obtido demanmstatividade 6tima em pH 5,5 e 47 °C

(15,17 U/mL ). O extrato bruto enzimético obtiddgpEES apresentou melhor estabilidade
em pH 7,0 e 25 °C.

O estudo da estabilidade das enzimas € um dogg$atier grande importancia para a
industria, devido ao fato de algumas serem insaesn determinadas condigfes de

processamento, tornando-as rapidamente inativagadliipases tém sido caracterizadas em
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termos de suas atividades e estabilidades relaticapH e temperatura. E importante
conhecer sua estabilidade para poder aplicar emlig@®s ideais dos processos de interesse
de uso da enzima.

A avaliacdo do efeito da temperatura e memaoriaHldop de grande valia, levando
em conta que poucos trabalhos existem, hoje em piiblicados sobre o assunto. O
planejamento de experimentos mostrou-se uma femanvaliosa, ja que existem interacdes
importantes entre os fatores que ndo sédo consmergdando da analise dos efeitos da

temperatura e memoéria de pH individualmente.

4.2.6 PRE-PURIFICACAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS OTIMIZADOS

Posterior a caracrerizacdo parcial do extrato efzm bruto, novas fermentacdes
foram conduzidas, levando em consideracdo as diesligtimas de umidade (60 %) e
temperatura (30 °C) e 48 horas de fermentacéo goarecipitacido dos extratos enzimaticos a
serem caracterizados parcialmente. A caracteriziaja®alizada aos extratos precipitados
provenientes das enzimas produzidas por ambosbhstraios (FS e FA), utilizando o sulfato
de amdnio como sal para conduzir a precipitacgurateinas.

A técnica de precipitacdo das proteinas com sat®nsiderada uma ferramenta
importante para concentragdo de proteinas. O oakEsconcentragdo promove a separacao
das proteinas da maioria dos demais compostos do, rexilitando os processos
subsequentes (Martins, 2008). A concentracédo pbt#i@ de sais, como sulfato de amonio,
baseia-se no aumento da forca ibnica, de tal faueaas moléculas protéicas se agregam e
precipita (Borzanet al, 2001).

A faixa de concentragdo de 60-70 % de saturagédefcrita como adequada para
precipitacdo de enzimas produzidas com difereniesororganismos e substratos (Sikea
al. 2011").

A Tabela 31 demonstra os niveis de saturacdo otfates de amonio, estudados no
presente trabalho e as respectivas atividadestelefieacao para o farelo de soja e farelo de
arroz em 48 horas de fermentagéo.
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Tabela 32 Niveis de saturacdo com sulfato de aménio e diatexbruto e atividades de

esterificacdo para o farelo de soja e farelo dezagm 48 horas de fermentacao

AE U/g
48 h de fermentacao
FS FA
Bruto 201,76 108,13
32%Sat 185,42 54,19
40% Sat 183,60 40,04
60% Sat 209,28 143,16
80% Sat 199,78 136,41

Através da Tabela 31 observa-se que para o faeelarz (143,16 U/g) e para o
farelo de soja (209,28 U/g), as mais altas ativedadk esterificacdo dos extratos precipitado,
foi quando se realizou a precipitacdo da protemra 60% de saturacdo com sulfato de
amonio. Os autoreSilva et al (201F) encontram para o extrato concentrado, com 60 % de
saturacdo com sulfato de amoénio, obtido da FESPddrevicompactumem farelo de
mamona, atividade de esterificacdo de 111,30 Wg;amdicdo de 70 % de umidade, meio

suplementado com 2 % de 6leo de soja a 30 °C ed@ddrmentacao.

De acordo com estudos apresentados por SILVA (2@LPjecipitacéo de lipases
com sulfato de amoénio em distintas concentragbesa vde acordo com as referidas
pesquisas. As concentragcdes indicadas variam d# 820 % de saturacdo do sal. Para
lipases produzidas pdPseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluoreseespergillus
niger, foi usada a concentracdo de sulfato de amoénB80d% de saturacdo. Algumas lipases
foram ainda precipitadas com 70 % de saturacdo,ocandeAntrodia cinnamomea e
Bacillussp. RSJ-1; 60 % a d®gacillus coagulandVTCC-6375 ; 40 % para a ddostridium
tetanomorphune 20% a proveniente d&vobacterium odoratum.

Observa-se, portanto, que ha uma diferenca entratisslades encontradas na
literatura, variando de acordo com a condi¢ao exygrtal e o micro-organismo utilizado, o
gue justifica o confronto criterioso que deve salizado entre os resultados obtidos neste
trabalho e os citados na literatura.

A partir da escolha do melhor nivel de precipitacém sulfato de amonio que foi de

60 % de saturacao, partiu-se para a caracterizsg&al do extrato precipitado. As enzimas
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produzidas foram entdo, caracterizadas parcialmame relacdo a estabilidade em
temperaturas altas e baixas, especificidade adratdsle esterificacdo (diferentes acidos
graxos e alcoois) e faixas de temperatura de atuagéemoria de pH, seguindo sempre as

condi¢des otimizadas em fermentagdes anteriores.

4.2.6.1Avaliacéo da especificidade aos substratos enzimétis precipitados

As atividades lipasicas dos extratos enzimatigesipitados referentes ao emprego
dos acidos oléico e butirico como substratos paraeacdes de esterificacdo utilizando
diferentes alcoois estédo apresentadas nas Figie4d3, respectivamente.

De acordo com a Figura bbserva-se a maior especificidade do extrato enimimna
precipitado farelo de arroz em termos de atividddeesterificacdo (105,15 U/g), foi da
reacao do acido oleico (18 Carbono) como doadacda com um alcool de cadeia curta, o
etanol (2C). Semelhante ao substrato FA, o exrammatico precipitado do farelo de soja
demonstrou maior especificidade em termos de aiMdle esterificagdo (84,12 U/g) quando
0 acido oleico reagiu com pron-1-ol. Este fato,vpx@lmente esta associado a composicao
dos substraros, pois o farelo de arroz possui enotde 35 % de acido oleico em sua
composicdo, enquanto o farelo de soja possui apedamente 28,2 % de acido oleico
demonstrando a afinidade da enzima pelo substeatadkia longa (18C).

A partir da Figura 15 é possivel observar que oreggdo acido butirico como doador
acila reagindo com metanol como alcool, resultos maiores atividades lipasicas, com um
pico de atividade em torno de 63,71 U/g para faddosoja e ja para a para a enzima
produzida utilizando farelo de arroz como substrfaioencontrada atividade de esterificagéo
em torno de 67,57 U/g quando o acido butirico ieagm but-1-ol.

O &cido laurico também foi testado como doador di& anos diferentes alcoois
(metanol, etanol, propan-1l-ol e butan-1-ol), masneste apresentou atividade de
esterificacdo quando este &cido reagiu com o alootan-1-ol (40,05 U/g) para enzimas
produzidades pelo farelo de arroz como substrado. f’dram observadas atividades para as
enzimas provenientes de FS com nenhum dos alcopiregados, metanol, etanol, propan-1-
ol ou butan-1-ol. Este fato pode estar associaduwai@dr especificidade da enzima quando

precipitada por &cidos de cadeia curta insatuiap o acido oleico.
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Figura 14- Especificidade do extrato enzimatico precipitade(fa de soja e de arroz) da

reacao do acido oleico em diferentes alcoois.

oo =l 0o
o o o O
1 1

M Farelo de soja

w
o

i Farelode arroz

= o
o o

Atividade de Esterificacdo (U/g)
I~
(e

=]

metanol etanol  propan-1-ol butan-1-ol

Alcool

Figura 15- Especificidade do extrato enzimatico precipitadirefio de soja e de arroz) da

reacao do acido butirico em diferentes alcoois.

De uma forma geral, os resultados observados atrat@x enzimatico bruto e
precipitado, obtidos no presente trabalho demamstraum grande potencial para catalisar
reacOes de esterificacdo entre alcodis de cadeia @ianol e metanol) e acidos graxos de
cadeia curta (butirico) para o extrato enzimaticotd e acidos graxos de cadeia longa
(oléico) para o extrato enzimatico precipitado.eE&to evidencia uma ampla faixa de

aplicacdes para reacfes de sintese.
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4.2.6.2Avaliacédo da estabilidade em altas temperaturas dastratos precipitados

A estabilidade térmica dos extratos enzimaticogipitados liofilizados, produzidos
pelo fungo filamentosdPenicillium crustosunutilizando farelo de soja e de arroz como
substrato nas temperaturas de 35, 45 e 60 °C foiitonada, quanto a atividade de
esterificacdo, ao longo de 360 horas, em internvddagmpos regulares a cada 24 horas.

As Figuras 16, 17 e 18 apresentam a atividadeival¢%) ao longo do tempo de
incubacédo nas temperaturas de 35, 45 e 60 °C ctasyeente.

Para a estabilidade enzimatica dos extratos ptadigs a 35 °C (Figura 16), observa-se
gue para o farelo de soja houve um maior pico nadatle relativa nas primeiras 24 h
chegando a 118,30 % e mostrando um leve decrésaién@16 h com 78,08 % de sua
atividade relativa e com 360 h é onde se observenemor atividade (14,66 9%).
Comportamento semelhante ao farelo de soja foiseptado pelo extrato enzimatico
precipitado do farelo de arroz, mostrando um mpico de atividade enzimatica até 24 h de
reacdo com 153,24 % e a menor atividade com 36@ heacao (5,46 %). Duas lipases
purificadas foram avaliadas em termos de estad#éidzor Suret al. (2009), em relacédo a
atividade hidrolitica, uma das lipases foi extrereata estavel na faixa de temperatura de 30-

50 °C por um periodo de incubacéo de 60 minutos.

160 |
140 \
120 Q

SOJOMQ ¢

al
20 ] A
0 .
0] 100 200 300 400
Tempo (h)

@ Farelo de soja

hd Farelo de arroz

Atividade relativa (%)
=
[am]
[am]
=

Figura 16- Estabilidade térmica do extrato enzimatico preagwnta 35 °C.
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Figura 17- Estabilidade térmica do extrato enzimatico preadwta 45 °C.

De acordo com a Figura 17 observa-se que tantdaratexprecipitado de farelo de
soja quanto o farelo de arroz sofreram ativacamité& com um pico de atividade nas
primeiras 24 h sendo 110,18 % e 149,65 % de atieidasidual, respectivamente. O extrato
precipitado do farelo de soja manteve atividade3&@ h (18,45 %) ja o farelo de arroz
manteve a atividade de esterificacdo até 216 remstdr desativacdo enzimatica apds esse
periodo (20,97 %).

Smaniotto (2010) avaliou a estabilidade de lipgsesluzidas em diferentes meios
(industrial e convencional), brutas e precipitadasubadas em 45 °C. Lipases brutas,
convencional e industrial, sofreram uma pequengagdio térmica ap6s 20 horas de
incubacédo (35 e 10 % da atividade inicial, respaatiente). A enzima bruta produzida a
partir de meio sintético sofreu desativacdo corapégtos 44 horas de incubacdo e a obtida
em meio industrial, apdés 92 horas. A enzima predgi convencional apresentou um
pequeno aumento de atividade apos 44 horas dedg&al{10 %) e manteve a atividade até
92 horas, enquanto que a enzima precipitada de imgustrial ndo apresentou ativagao, no
entanto manteve a atividade até 116 horas.

Quando incubadas em temperatura de 60 °C (Figyraad&nzimas produzidas pelos
extratos precitados apresentaram uma ativacaodgmai primeiras 24 horas sendo 112,89 %
para o farelo de soja e 135,29 % para o farelo.aPara o extrato enzimatico produzido
pelo farelo de arroz como substrato houve um dectla atividade relativa em 48 horas de

armazenamento (42,64 %) e com 72 horas houve uwagab térmica novamente mantendo
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a estabilidade até 216 horas. Ja o extrato pradipitlo farelo de soja manteve a atividade de
esterificacdo até 360 horas com 13,06 % em relacéioa atividade inicial. No estudo da

estabilidade a 60 °C realizado por Smaniotto (20X6¥ultados semelhantes foram

observados. Todas as enzimas apresentaram umaeasiaivacao térmica, sendo que a
enzima bruta, obtida em meio convencional, most®wa mais sensivel a temperatura
elevada, apresentando uma desativacéo total apldsrdd de incubacéo. As demais enzimas
(bruta industrial e precipitada, industrial e camienal) mantiveram a atividade até 92 horas
de incubacgéo.
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Figura 18- Estabilidade térmica do extrato enzimatico prigatip a 60 °C.

De acordo com dados de estabilidade térmica eM386,60 °C pode-se analisar que
as melhores atividades foram encontradas quandozasias estavam incubas em 35 °C. As
condi¢cbes otimas de atuacédo, bem como a estaldleladimatica em bioprocessos, € um dos
fatores de grande importancia na escolha de enziErascondicbes normais, a enzima
apresenta uma estrutura nativa e ativa, mantidaupobalanco de forgcas ndo covalentes
(pontes de hidrogénio, forcas idnicas, interac@ed®ofdbicas, forcas de Van der Waals, etc.).
Em elevadas temperaturas ou outras condicdes eadréatas estas forcas, com excecao das
interacdes hidrofébicas, diminuem e a enzima patidédade por adquirir uma conformacao
mais desordenada. Na estrutura tridimensional aaé/ enzima, o centro ativo consiste em
diversos aminoacidos proximos entre si. Assim, sddbramento da estrutura resulta na

perda da atividade do sitio ativo da enzima (Padillal, 2011).
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Observou-se de uma forma geral que o extrato ptadp do farelo de soja
apresentou atividade relativa (%) quando armazead®°C ( 14,66%), 45 °C ( 13,18 %) e
60 °C ( 10,45 %) até 360 h. Ja o extrato precipitdnl farelo de arroz apresentou atividade
realtiva até 360 h somente quando armazenado & 35,46 %). Ambos os substratos
apresentaram queda no tempo de armazenamento @aré&tunas altas quando comparados

aos extratos bruto.

4.2.6.3Avaliagcédo da estabilidade em baixas temperaturastemperatura ambiente

Os extratos enzimaticos precipitados produzido® fehgo Penicillium crustosum
utilizando como substrato os farelos de soja e ezaforam avaliados segundo a
estabilidade durante o armazenamento em refriger@céC), freezer (-10°C) e temperatura
ambiente ao longo de 720 horas (30 dias) conforemeodstrados nas figuras 19, 20 e 21,

respectivamente.
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Figura 19- Atividades lipasicas relativas (%) das enzimas angd do periodo de

armazenamento em refrigeracao (4 °C).
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Figura 21- Atividades lipasicas relativas (%) das enzimas aongd do periodo de

armazenamento em temperatura ambiente.

Através das figuras 19, 20 e 21 nota-se que taar® @extrato enzimatico precipitado
do farelo de soja ( 80,69 %) como para o farelamdez (65,43 %) houve um aumento na
atividade de esterificagcdo em 240 h (10 dias) qoased mensurou esta atividade frente a
estabilidade de armazenamento em temperatura ai@bien
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O extrato enzimatico precipitado produzido a padtr farelo de arroz apresentou
estabilidade em termos de atividade de esterifcagénente até 480 h em todas as condicbes
de armazenamento desenvolvidas no trabalho. Notenta farelo de soja apresentou pouca
estabilidade enzimatica até 720 h para geladeicangelador e somente até 480 h para
temperatura ambiente. Demir e Tikel (2009) avatiara estabilidade ao longo do
armazenamento a temperatura ambiente e 5 °C de lipase de Spirulina platensis
purificada, em relacé@o a atividade de hidroliseesimbilidades da lipase foram praticamente
as mesmas em ambas as temperaturas apés 5 diamame@amento. Contudo, a lipase
reteve 51 % de sua atividade inicial apos 30 déaarchazenamento em temperatura ambiente
e 38 % da sua atividade inicial ap0s 0 mesmo peradsl °C.

De acordo com os dados apresentados no presendthtraem relacdo a estabilidade
enzimética a baixas temperaturas, notou-se quelqusarealizou a precipitacdo dos extratos
enzimaticos produzidos por farelo de soja e dezanouve uma diminuicdo na estabilidade
enzimatica. Este fato pode indicar que a precigdagom sais influenciou negativamente no
tempo de estabilidade enzimatica. Assim foi possiaeacterizar as enzimas produzidas em
cada substrato, verificando os distintos comportaasefrente a cada forma de estocagem,
possibilitando o conhecimento da melhor forma deseovacdo da enzima frente ao periodo

necessario de estocagem e ou processamentos.

4.2.6.4Avaliacdo do efeito da temperatura e memoria de pida atividade lipasica

A avaliacao dos efeitos da temperatura e da merdérjzH foi realizada para atividade
lipasica dos diferentes extratos enzimaticos pitacips obtidos corRPenicilium crustosune
utilizando residuos agroindustriais (FS, FA) comlbstrato.

Delineamentos Completos Centrais Rotacionafs fdram realizados para a
determinacdo do comportamento das enzimas nessafic@es, sendo a matriz dos
planejamentos bem como os resultados obtidos enosede atividade esterificacdo (AE, em

U/g) apresentados na Tabela 32.
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Tabela 33-Matriz do delineamento experimental (valores reat®dificados) e a resposta em
termos de atividade de esterificacdo avaliando ¢eatpra e memoria de pH dos extratos

precipitados FS e FA

AE (U/g)
Ensaio pH T (°C)
FS FA

1 -1 (4,0) -1 (20) 102,94 0,00
2 +1 (9,0) -1 (20) 0,00 0,00
3 -1 (4,0) +1 (60) 0,00 105,00
4 +1(9,0) +1 (60) 55,53 0,00
> 0 (6,5) -1,41(11,8) 108,29 33,98
6 0 (6,5) 1,41 (68,2) 62,00 64,07
7 -1,41(3,0) 0 (40) 133,87 102,50
8 1,41 (10,0) 0 (40) 121,29 53,33
9 0 (6,5) 0 (40) 23,02 68,63
10 0 (6,5) 0 (40) 23,76 64,77
11 0 (6,5) 0 (40) 22,28 60,91

O pico de atividade de esterificacao (U/g) parxtoaéo do farelo de soja precipitado
foi encontrada no ensaio 7 e para o extrato ddofate arroz precipitado foi no ensaio 3
seguido do ensaio 7.

A partir desses dados realizou-se a analise dgtatisnde se observou através da
Tabela 33 que nenhuma das variaveis estudadasopax&rato farelo de soja precipitado
(memoérias de pH e Temperatura) apresentaram dg@reignificativa, ja para o extrato
enzimatico precipitado do farelo de arroz o pH s@néou efeito negativo significativo com
90 % de confianca, apesar de ter ocorrido o picatdedade enzimatica em ambos 0s
substratos em pH acidos e temperaturas mais ekevada
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Tabela 34- Coeficientes de regressdo para atividade de eéstgdb (U/g) dos extratos

precipitados do farelo de soja e de arroz

Coeficiente regressdo Erro Puro t(5) p

FS FA FS FA FS FA FS FA
Média 23,34 23,34 30,08 15,10 0,77 429 0,47 0,00
(1)pH (L) -26,17  -26,17 36,89 1852 -0,70 -2,35 00,50,06
pH (Q) 89,11 89,11 44,02 22,10 -0,70 -0,25 0,50800,
)T (L) -31,31  -31,31 36,80 18,52  -0,70 1,99 0,5@,10
T (Q) 25,16 25,16 44,02 22,0 -0,70 -156 0,50,170
1L* 2L 79,23 79,23 52,10 26,15 -0,70 -2,00 0,51 100,

De forma geral os dados para memoéria de pH e tempardo extrato precipitado
para o farelo de soja e para o farelo de arroziraras diferencas bem significativas quando
comparados com o extrato bruto para ambos os $aestudados no decorrer do trabalho.
Pois os extratos bruto mostraram maiores atividddessterificacdo (U/g) em temperaturas
mais baixas e memoéria de pH tendendo a alcalinjdawig@uanto os extratos precipitados
apresentaram pico de atividade de esterificacag) &m temperaturas mais altas e memaria
de pH mais acidos, mostrando resultados em termasividade de esterificagdo mais baixos
dos que encontrados em extratos brutos.

Observou-se, de uma maneira geral, que a pregdpitpor sulfato de amoénio afetou
de forma negativa a caracterizagdo das lipasesupidab porPenicilium crustosumos
substratos testados no decorrer do trabalho, podestt sal ter desnaturado a proteina,
modificando assim sua conformacao estrutural, @&erdo necessidade de fazer a saturacao
da proteina, pois esta técnica aumenta os custiesnanda mais tempo na realizacdo do

experimento.

Sabe-se que o sulfato de amobnia saturado alte@rasteristicas estruturais das
proteinas fazendo com que as mesmas percam adapade se tornarem sollveis, sendo

assim, na presenca deste as proteinas precipitam.

Apé6s o estudo da otimizacdo da producao, caraatgiz parcial do extrato bruto e
caracterizacdo parcial do extrato precipitado aistidm diferentes substratos e o fuijo
crustosum analisou-se também a otimizacdo da producédo dienas lipoliticas obtidas a
partir da levedur&. ruberrimusem diferentes matérias-primas.
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4.3 PRODUGCAO DE LIPASES OBTIDAS POR FES UTILIZANDO RESIiDUOS
AGROINDUSTRIAIS COMO SUBSTRATOS A PARTIR DA LEVEDUR A S.

ruberrimus

Previamente a otimizacdo da producdo de lipaserefdizado um ensaio cinético
empregando os substratos investigados. O micraimma foi inoculado inicialmente em
farelo de soja, baseando-se nas condicdes estalasigor Vargagt al. (2008). Através da
avaliacao cinética de producéo para a lipase memabproduzida por diferentes substratos
ao longo de 120 horas de fermentacdo, pode sevabsgue as maiores atividades de
esterificacdo por FES para a leved8gorobolomyces ruberrimdsram de 116,35 (em 72
h); 128,88 (em 48 h) e 269,39 (em 48 h) U/g de tsallasseco (gs) para bagaco de cana,
farelo de arroz e farelo de soja, respectivamente.

Observou-se para o bagaco de cana a necessidame wha@ior tempo de fermentacao
(72 h) para atingir a maxima atividade de estexifém, quando comparado aos outros dois
substratos (48 h de fermentacéo). Isso pode edémionado com a composi¢do dos mesmos,
conforme demonstrado na Tabela 12, sendo que o BCn#is pobre dos substratos
investigados. Desse modo, esse tempo foi fixada parealizacdo dos planejamentos
experimentais.

Como concluséo parcial pode-se considerar qudizagfo de suplementacdes como
fonte de nitrogénio e fonte de carbono, com o olgetle aumentar o teor nutricional dos
substratos (FS, FA e BC) se fez desnecessarialaogjgmentos, sendo que bons resultados
preliminares foram obtidos, comparados com os exies na literatura, com e sem adicao de
suplementos, favorecendo a producdo de uma enziaval veconomicamente. Portanto,
pode-se considerar que ambos 0s substratos amessuficientes fontes para producao da

enzima, dispensando a suplementacdo com fontenaste

4.3.1 Otimizacao da produgéo de lipase

De acordo com os resultados obtidos para o enm&iiminar, a otimizacao da
producéo de lipase p&. ruberrimudoi realizada em 48 horas de fermentacéo parsofdee
soja e farelo de arroz e em 72 horas de fermentpgé® bagaco de cana. A umidade e

91



temperatura da fermentacdo em estado solido formwadaveis avaliadas e a atividade de
esterificacdo (AE) do extrato enzimatico liofilizadoi a resposta. Para que as condi¢des de
producdo de lipases pela levedura fossem otimizaidaam realizados Delineamentos
Completos Centrais Rotacionaié (DCCR) para cada um dos substratos investigadss. A
faixas de estudo foram ajustadas, em funcdo doffades obtidos por Vargas al.(2008) e
dos testes preliminares realizados previamente.

A Tabela 34 apresenta os valores reais e codifcatis variaveis independentes
(umidade e temperatura) e as respostas em termasivittade lipasica em 48 horas de
fermentacdo para farelo de soja e farelo de arrfiz leoras de fermentacéo para bagaco de

cana.

Tabela 35-Matriz dos DCCR (valores codificados e reais conregpostas em termos de
atividade lipasica) para avaliacdo dos diferentdsstsatos, apds 48 horas de fermentacao

para FS e FA e 72 horas de fermentacao para BC

Ensaios Umidade (%) Temperatura (°C) AE (Ulg)
FS BC FA

1 -1 (50) -1 (20) 97,17 150,53 202,45
2 +1 (70) -1 (20) 98,7 119,13 109,09
3 -1 (50) +1 (40) 19,29 43,68 111,93
4 +1 (70) +1 (40) 33,3 43,26 110,25
5 -1,41(46) 0(30) 66,45 119,51 172,83
6 +1,41(74) 0(30) 127,27 56,41 91,86
7 0(60) -1,41(16) 143,48 60,35 99,28
8 0(60) +1,41(44) 0 13,14 21,69
9 0(60) 0(30) 125,76 163,77 189,54
10 0(60) 0(30) 130,13 169,33 191,1
11 0(60) 0(30) 134,5 159,47 187,98

E possivel observar que a maior atividade lipdsara FS (143,48 U/g) foi obtida no
ensaio 7, seguida das atividades referentes adegpoentrais (125,76, 130,13 e 134,5 U/q),
obtidas nos ensaios 9, 10 e 11 respectivamenteaga@cb de cana apresentou oS maiores
valores de AE (163,77, 169,33 e 159,47 U/g, nogsiess9, 10 e 11 respectivamente) nos
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pontos centrais. A melhor resposta para a enzimdugrda utilizando farelo de arroz como
substrato foi obtida no primeiro ensaio (202,45)Uf@ontudo, a atividade lipasica obtida
nessa condicdo experimental é bastante similaivadade referente aos pontos centrais,
sendo esta a segunda melhor resposta (189,54,&9187,98 U/g, nos ensaios 9,10 e 11,
respectivamente).

As atividades lipasicas maximas se deram nas odesligo ponto central ou seguidas
dos mesmos, no entanto, as menores atividades falbéidas nas condigbes experimentais
referente ao ensaio 8 para FS, BC e FA, provavebraavido a alta temperatura.

Nota-se que 0 micro-organismo tende a secretarresaguantidades de enzima nos
niveis intermediarios de umidade e em temperatatasmediarias, seguidas das menores.
Isso pode estar atribuido a dificuldade de traésfga de massa e calor em altos niveis de
umidade. O efeito da temperatura na fermentacae pstar relacionado ao fato de que uma
maior temperatura leva a uma elevada queda de denida meio. Como ja observado por
outros autores, extremos de temperatura e umigallezem a producao de lipases (Kamini
al.,1998).

Com a andlise estatistica dos planejamentos camspfei possivel obter modelos
empiricos para a atividade lipasica em funcéo agéeatura e da umidade, para cada tempo
de fermentacédo analisado. Os modelos codificadoszatdos para 48 horas (FS e FA) e 72
horas (BC), respectivamente, podem ser visualizadss Equacdes 10, 11 e 12 para a
atividade lipasica e foram validados pelas analigesariancia (ANOVA), apresentadas nas
Tabelas 35, 36 e 37, para FS, FA e BC, respectineme

AE48FS = 130,22 + 12,69 U (L) - 22,29 143,32 T (L) - 34,92 T+ 3,11 U (L) * T(L)
Equacéo 10

Onde:

AEFS= Atividade de esterificagcdo em 48h de fermgidgacom farelo de soja (FS) ;
T= Temperatura;

U= Umidade.

AE48FA = 189,39 - 26,22 U(L) - 19,244 24,91 T (L) - 55,38 T+ 22,91U (L) * T(L)
Equacédo 11

Onde:

AEFA= Atividade esterificacdo em 48h de fermentagéim farelo de arroz (FA);
T= Temperatura;

U= Umidade.
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AE72BC = 164,12 - 15,74 U (L) - 31,69U36,8 T (L) - 51,59 T+ 7,74U (L) * T(L)
Equacéo 12

Onde:

AEBC= Atividade lipasica em 72h de fermentacédo t@gaco de cana (BC);
T= Temperatura,;

U= Umidade.

Observa-se que o0s coeficientes de correlacdo @btif92, 0,91 e 0,94,
respectivamente) e o valor de F calculado (2,2 sremaior que o F tabelado para as
atividades em 48 h de fermentacao utilizando F&®yv8zes para 48 h, utilizando FA e 3,4
vezes para 72 h, utilizando BC) permitiram a vaé&ados modelos matematicos com 95 %
de confianca. Com os modelos validados foi possimestruir as superficies de resposta que

sao apresentadas juntamente com as curvas dermniiFigura 22, 23 e 24.

Tabela 36-Anélise de variancia para atividade lipasica ngpehe 48 h utilizando FS

Fontes de

Variacio SQ GL SQM F Calculado
Regressao 24030,78 5 4806,15 11,61
Residuos 2068,43 5 413,68

Total 26099,21 10

Coeficiente de correlacdo:R=0,92 Ftab,95 % = 5,05

Tabela 37-Anélise de variancia para atividade lipasica nopehe 48 h utilizando FA

Fontes de

Variacio SQ GL SQM F Calculado
Regressao 29786,12 5 5957,22 10,22
Residuos 2913,25 5 582,65

Total 32699,37 10

Coeficiente de correlacdo: R=0,91; Ftab,95 % = 5,05
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Tabela 38-Anélise de variancia para atividade lipasica ngpehe 72 h utilizando BC

Fontes de

Variacio SQ GL SQM F Calculado
Regressao 29637,49 5 5927,49 17,17
Residuos 1725,12 5 345,02

Total 31362,61 10

Coeficiente de correlacdo: R=0,94; Ftab,95 % = 5,05

I > 140
Bl < 140
Bl < 100
[ < 60
<20

gavey Bt ™

Temperatura ( °C)

46 50 60 70 74

Umidade ( %)

(@) (b)
Figura 22- Superficie de resposta (a) e curva de contornpdty atividade de esterificacdo
em 48 horas de fermentacéo e utilizando fareloogecomo substrato.

I > 200
I <200
I < 160
= <120
J<80
B <40

Nauer i ™
Temperatura (°C)

60
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Figura 23- Superficie de resposta (a) e curva de contornpdtg atividade de esterificacao
em 48 horas de fermentacéo e utilizando farelamz @aomo substrato.
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> 160
M < 160
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Temperatura (°C)
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(a) Umidade (%) (b)
Figura 24- Superficie de resposta (a) e curva de contornpdty atividade de esterificacdo
em 72 horas de fermentacéo e utilizando bagacartke @como substrato.

As superficies de resposta mostram que em ambeasos a maior (BC) ou a segunda
maior atividade lipasica (FS e FA) se encontra @mct do ponto central o que determina a
otimizacdo da producdo da enzima nas faixas estsdda30 °C e U=60 %), 0 que pode ser
melhor observado nas curvas de contorno. Atravém dmalise fica evidente que extremos
de temperatura e umidade tendem a reduzir a proddedlipase, uma vez que baixas
temperaturas reduzem a atividade metabdlica e teltageraturas podem levar a desativacao
enzimatica. A umidade em niveis muito baixos priepu@ transporte de nutrientes e toxinas
através da membrana e pode causar a perda daeganj@s funcionais de enzimas da cadeia
metabdlica celular (Gervais e Molin, 2003).

O excesso de umidade reduz a porosidade do subgtegtidicando a transferéncia de
calor e de oxigénio (Gutargd al.,2005; Pandey, 2003; Mitchedt al.,2003; Mahadilet al.,
2002). Embora a presenca da agua seja uma necksp@a 0 micro-organismo em diversas
funcBes, esta andlise demonstra a importancia depnirole nesse parametro.

A temperatura e a composicdo dos substratos (carbomogénio, minerais e pH)
também devem ser levados em consideracdo, posnpadivar ou inibir a producdo da
enzima Portanto, é interessante ainda ressaltar que agodlas lipases esta relacionada a
area total do substrato e a faixa de pH ideal &sdéciada com a ativagdo do sitio catalitico
das hidrolases (Fojaat al.,2000).
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No estudo realizado por Kempla al. (2008) os autores encontraram condi¢ces de
temperatura de 30 °C e pH 7,0 como melhor condm#@@ producdo de lipases por
Penicilium verrucosum.

A producdo de lipase é influenciada pelo contelelcatbono no meio quando este é
de origem lipidica (Mahadilet al., 2002). Segundo alguns trabalhos publicados, este
comportamento esta diretamente relacionado ao nsecande regulacdo do micro-
organismo em estudo. Assim, alguns casos relatagnagsuplementacdo do meio com
lipidios ndo é eficiente (Kaminet al., 1998). Kiran et al. (2008) mostram que a
suplementacédo de 1 % de tributirina proporcionguaglucdo maxima da lipase alcalina de
Pseudomonasp. No entanto, ao adicionar outras fontes de carlvongplementar, ocorria a
reducdo da producdo, o que foi atribuido a repoessdabdlica pela fonte de carbono
disponivel no meio de cultura.

Wanget al. (2008) relatam ainda que a producdo de lipase pedénduzida por
diferentes substratos lipidicos, mas o mecanismoledo ainda esta sob investigacdo. O
papel destes substratos na sua sintese e seciegd@sta pouco esclarecido.

O impacto do contetudo de umidade na matriz solidefiéido através das diferencas
dos produtos formados na fermentacédo, pois estea afaomogeneidade de crescimento da
cultura (Chinnet al., 2008). O alto conteudo de umidade inicial na rmasdlida da
fermentacdo mostra-se necessario, uma vez que desaenento do indculo até o final da
fermentacdo, este diminuira devido a evaporacdaredada pelo calor metabdlico,
ressaltando a necessidade de um balanceamentmiddido de agua no substrato suporte da
FES (Chinret al.,2008).

Alguns fatores devem ser ajustados para aumerdas@mpenho da FES, de acordo
com a especificidade do micro-organismo e do satsstutilizado, contribuindo para a
secrecao da enzima (Couto e Sanroman, 2006). Revensiderar ainda que a porosidade do
leito da fermentacdo em estado solido e a areafsigleestdo diretamente relacionadas com
a taxa de oxigénio distribuido e 0 espac¢o entpagfculas de substrato.

Estudos publicados referentes a producéo de ligasd<ES indicam a necessidade de
70 % de umidade em suporte inerte (Avincel) (Chatnal., 2008) em torta de babacu
(Azeredoet al.,2007; Gutarrat al.,2005; Palmaet al.,2000) e em farelo de soja (Di Luccio
et al.,, 2004). Em FES com bagaco de cana de acucar, aadenidtilizada foi 75 %,
alcancando bons resultados de produtividade (Roelzigt al., 2006). Godoyet al. (2009)

verificaram que a produtividade aumenta em elevaag, sendo que apds 48 h de
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fermentacdo, o decréscimo da umidade,efaam observados e, em consequéncia, a
atividade lipasica.

Condic¢bes 6timas para producao de lipases micrabi@rde extrema importancia sob
a Otica industrial, pois permite que a producdcedaima seja realizada em uma faixa de
concentracdo dos componentes do meio, permitincitag8es destas no processo, dentro da
area estudada.
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CAPITULO 5

5 CONCLUSOES E SUGESTOES

Neste capitulo serdo apresentadas as principaislusfes realizadas durante o
experimento obtidas pelo fung®. crustosume pela levedures. ruberrimuspor FES

utilizando diferentes residuos agroindustriais conadéria-prima.

5.1 Fungo filamentosoPenicillium crustosum

- Mostrou-se um micro-organismo promissor paradpedo de lipases utilizando
residuos agroindustriais como substrato.

- Na avaliacédo e diferentes substratos para a paéodlipasica, observou-se que as
maiores atividades de esterificacdo foram de 15@a672 h); 174,80 (em 48 h) e 112,28
(em 48 h) U/g de substrato seco para farelo dedatgofarelo de soja e farelo de arroz,
respectivamente.

- Apés a avaliacdo estudou-se a otimizacdo doepsacde producédo da lipase em
termos de atividade de esterificacdo, utilizandatiqudiferentes substratos (farelo de soja, de
arroz, de caroco de algoddo e bagaco de canajficardo o efeito de duas variaveis
(umidade e temperatura) para cada substrato. Aig@mdtimizada, de acordo com as
variaveis avaliadas, 60 % de umidade e temperd®i20°C, conduziu a atividades maximas
de 116,30 U/g (farelo de soja); 136,16 U/g (famlmz); 192, 93 U/g (caroco de algodéo) e
para bagaco de cana de 107,96 U/g em 48 h de fexgden Em 72 horas de fermentacéo,
atividades de 203,94 U/g (farelo soja); 172,54 {é&gelo arroz); 158,68 U/g (caroco de
algodao) e 111,37 U/g (bagaco de cana) foram abtida

- A partir desses resultados avaliou-se o efeiteugdementacéo dos farelos de soja e
de arroz para se atingir a maximizacdo da produwgEdipase. Através da técnica de

planejamento sequencial de experimentos foi pdssivmizar o processo em termos de
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atividade de esterificacdo para cada substratadest,5 % (p/p) de azeite de oliva e 5,5 %
(p/p) de uréia no farelo de soja e 5,5 % (p/p) 8EVAno farelo de arroz

- Na caracterizagdo enzimatica parcial do extratotobforam encontrados os
seguintes resultados:

a) Avaliacdo da especificidade frente ao subseaterificacdo: Foi possivel observar
gue o emprego do acido butirico e do acido olemma doadores de acila reagindo com
metanol como alcool, resultou nas maiores atividdigggsicas, com um pico de atividade de
604,95 U/g e de 567,19 U/g para a enzima produtitizando FS e de 592,65 U/g e 562,13
U/g para a enzima produzida quando se utilizou &A@ substrato, respectivamente.

b) Avaliacdo da estabilidade em altas temperatwiaaso 0s extratos enzimaticos do
farelo de soja quanto do farelo de arroz mostrareior estabilidade em termos de atividade
de esterificacéo (U/g) em temperaturas de 35 °C.

c) Avaliacdo da estabilidade em baixas temperatardasmperatura ambiente: Os
extratos enzimaticos do farelo de soja e do fatelarroz mostraram estabilidade durante 30
dias em temperatura de refrigeracéo e 20 dias mpeti@tura de congelamento.

d) Avaliacdo do efeito da temperatura e memorigptdeos dois substratos testados
mostraram resultaos semelhantes, ou seja, melhtvetades em temperaturas baixas (11,8
°C) e pH em torno de 6,5 tendendo para alcalinidade

- Na caracterizacdo enzimatica parcial do extraexipitado foram encontrados os
seguintes resultados:

a) Avaliacdo da especificidade frente ao subswaterificacdo: foi possivel observar
gue o emprego do acido oleico como doadores da sedigindo com etanol como alcool,
resultou nas maiores atividades lipasicas, com iom gee atividade de 105,15 U/g para a
enzima produzida utilizando FA e para a enzima yzwméh quando se utilizou FS como
substrato a maior atividade de esterificacdo fol84J/g quando houve a reacédo do acido
oléico com o alcool pron-1-ol.

b) Avaliacdo da estabilidade em altas temperatuaago os extratos enziméticos do
farelo de soja quanto do farelo de arroz mostrareior estabilidade em termos de atividade
de esterificacdo (U/g) em temperaturas de 35 °C.

c) Avaliacdo da estabilidade em baixas temperatardasmperatura ambiente: Os
extratos enzimaticos do farelo de soja e do fad®oarroz mostraram estabilidade em

temperatura ambiente.
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d) Avaliacdo do efeito da temperatura e memorigolde os extratos precipitados
apresentaram pico de atividade de esterificacag) (&h temperaturas mais altas e memoria

de pH mais acidos.

5.2 Levedura Sporobolomyces ruberrimus

- A estratégia de fermentacdo em estado sélido egapa neste trabalho foi eficiente
para a producao de lipase pela nova cepapieobolomyces ruberrimusolada, obtendo-se
boas atividades lipasicas para diferentes resiggimsndustriais utilizados como substrato.

- Os substratos investigados, farelo de soja, dadd arroz e bagaco de cana,
conduziram a promissores resultados em termosiddaate de esterificacdo para as lipases
produzidas. A condicdo otimizada, de acordo cowaagveis avaliadas foi 60% de umidade
e temperatura 30°C.

- As atividades lipasicas referentes aos pontogaienpara as enzimas produzidas com
farelo de soja foram 125,76, 130,13 e 134,5 U/pa@aco de cana como substrato conduziu
aos maiores valores para as atividades lipasicd$8@7, 169,33 e 159,47 U/g, nos ensaios
referentes a regido do ponto central . A melhgpasts para a enzima produzida utilizando
farelo de arroz como substrato foi de 202,45 Ufidalmo primeiro ensaio (T=20 % e U=50
%). Contudo, a atividade lipasica obtida nesta w@dexperimental é bastante similar as
atividades referentes aos pontos centrais, sends assegunda melhor resposta (189,54,
191,1 e 187,98 U/g), demonstrando a preferéncisadesnzimas por faixas intermediarias de
umidade e temperatura.

A utilizacdo dos residuos agroindustriais comadsralternativas de substratos para
producdo de enzimas podem auxiliar na reducdo blagho ambiental, além de reduzir o
custo global de producdo de enzimas microbianaanto em conta que o Brasil € um pais
rico, em se tratando destes residuos, o que gastfiinvestigacdo dos mesmos na obtencao

de produtos de alto valor agregado.
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5.3 Sugestdes para trabalhos futuros

» Estudar o aumento de escala na FES com as cosdigéeimizadas neste trabalho
incluindo a otimizacdo de varidveis ambientais elenéntacdo como, pH, agitacdo e

aeracao;

» Estudo de otimizacdo da producéo de lipase, indtugn avaliagdo de outros residuos

agroindustriais, por meio da técnica de planejamdatexperimentos;

* Aprimoramento da metodologia empregada para a rdetacdo da atividade de

esterificacao;

* Estudo de aplicagao das enzimas obtidas em rededesterificacao.
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CAPITULO 7

7 ANEXO
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Abstract
Current studies about lipases production invoheeube of agroindustrial residues and newly isolated
microorganisms aimed at increasing economic attemtss. Lipases produced by a newly isolated
Sporidiobolus ruberrimustrain have potential catalytic ability for estmdition reactions. Lipase
activities of about 130.1U/g, 164.2U/g and 189.5Wkere obtained using soybean meal, sugarcane
bagasse and rice meal as substrates, respectateBfC and 60% moisture content. The partial

characterization of the crude extracts showed ttiatevaluated lipases presented, in general, more



specificity to short chain alcohols and fatty acifise enzymatic extracts presented activation &35
while at 60°C all extracts were inactivated aft2rhpurs of incubation. The extracts presented highe
relative activities when stored at room temperatmapared to the storage at 4 and°Gl(Lipases
showed higher activities at memories of pH arouedtrality (6.5) and about 40°C. The consecution
of this work permits us to conclude that the ye&pbrobolomyces pararoseus a promising
microorganism for producing lipases with estertfima activity using different agroindustrial resetu

as substrates. The use of agroindustrial residaealtarnative sources of substrates for enzyme
production can reduce considerably the costs oflymtion and also contributes to reduce the
environmental pollution.

Keywords: Sporobolomyces ruberrimusugarcane bagasse, soybean bran, rice braredipas

Introduction

Lipases (E.C. 3.1.1.3) and esterases (E.C. 3.1cBristitute an important group of enzymes
associated to the metabolism and hydrolysis ofi$ipThis class of biocatalyst is found in animad an
vegetal organisms and in microorganisnise ability to catalyze reaction in micro-aqueansbient
became these catalysts largely used to produces dsie fatty acids and alcohdig.

One relevant limitation to industrial applicatiohroicrobial lipases has been related to their
production cost, which is determined by the proiducyield, experimental conditions of the process
and enzyme stability. Therefore, it is interesting to develop strategiesenhance the process
productivity by employing newly isolated high-enzynproducer microorganisms as well as to
optimize the conditions of cultivation through mauation of the main variables that affect the
process. Besides, the application of lipases igelacale industrial processes requires careful
investigation of potential techniques suitable tfog reuse and increase the enzyme stability, ssich a
concentration/purification and immobilization segies. The use of agroindustrial residues as raw
materials can contribute to reduce the total prodncost of this enzymeés.

Additionally, lipases should be selected for eantustrial application based on their substrate

specificity and with regard to stability to pH atemperaturd. The catalytic properties of lipases,



such as selectivity and stereospecificity can kenghd through manipulation of reaction conditions.
The influence of the medium composition on lipgseperties is associated to a complex mechanism
of enzymes action, which can involve conformatiat@nges in their structurés.

Taking into account the above presented stateminigsywork is aimed at optimizing lipases
production with esterification activities, by solstate fermentation (SSF) usif@porobolomyces
ruberrimusand three agroindustrial residues as substratgbean meal (SM), rice meal (RM) and
sugarcane bagasse (SB). Additionally, the parhalacterization of the crude enzymatic extracts was
also carried out in terms of stability to low arigthtemperatures, memories of pH and specificity to

several alcohols and fatty acids.

Material and Methods
Substrates

The raw materials used for lipases production bly &8re soybean meal (kindly donated by
OLFAR, Erechim, RS, Brazil), rice meal (a gift frodosapar, Pelotas, RS, Brazil) and sugarcane
bagasse (donated by a local distillery). All matisriwere stored at -16 and used without further
treatment.

The substrates were characterized in terms of iprdipids, moisture and mineral contents.
The protein content was determined by Kjeldhal méthhe lipid concentration by organic solvent
extraction and the moisture content by the metHatksiccation in oven with air circulation at 105°C
Total minerals (ashes), determined by incineratiboven at 550°C, were solubilized in 1M nitric
acid and the macronutrients (Mg, Ca, Na, K) andromigtrients (Mn, Fe, Zn, Cu.) contents were
determined by flame absorption atomic spectromef&}S (Varian Spectra AA-55). All the

methodologies employed followed the standards bstegtnl by AOAC and AOCS.

Microorganism and cell production
The yeastised in the present study was previously isolateth Soybean meal and identified

as Sporidiobolus pararoseulsThis microorganism was maintained in glycerol € and potato



dextrose agar slants under refrigeration. The wati@n was carried out for 3 days at 30°C in Petri
plates containing a medium constituted by potatdrdee agar (PDA) 3.9wt% and distilled water.
The pre-inoculum was prepared by adding the migamism from the plate in test tubes containing
10mL of PC medium (0.5, 0.25 and 0.1 wt% of trigtogeast extract and dextrose, respectively)
sterilized at 121°C for 15min. The mixture was imated at 30C for 24h. The inoculum was

prepared by mixing the pre-inoculum with 90mL adréiized PC media in 250mL Erlenmeyer flasks

covered with cotton plugs. Flasks were incubateatiital shaker at 3€ and 150rpm for 24 hours.

Solid state fermentation

The experiments were carried out aseptically iniaamreactors (volume of approximately
600mL) covered with hydrophobic fabric. The sulistré@about 10g of dry matter) was sterilized at
121°C for 20min. The moisture content of the medas adjusted according to the experimental
design. Cultivation was carried out in an incubatah humidified air injection at a fixed temperegu
of 3C°C.

After the fermentation time, phosphate buffer (180npH 7.0) at a proportion of 1:4(v/w)
was added to the fermented cake and the enzymactatr was carried out in an orbital shaker at
150rpm, 38C for 30min. After filtration of solids, the supetant was lyophilized (Edwards, model
E2M8) for 48 hours up to constant weight, definedtiaude enzymatic extract and used for analytical

assays.All experimental conditions were determined inyioes works-*2

Determination of esterification activity

The esterification activity of the lyophilized crignzymatic extract was quantified by the
synthesis reaction of oleic acid and ethanol (maio 1:1)*° The reaction was carried out at 40°C,
160rpm and 40min. Firstly, 0.1g of the crude extreas added to the substrates, and kept by the pre-
determined reaction time in an orbital shaker. édig of 50QL were withdrawn from the reactional

medium at the beginning and the end of the reacflaneach sample 20mL of acetone-ethanol



solution (1:1) (v/v) was added. The amount of amisumed was determined by titration method

using NaOH 0.035mol/L.

Evaluation of lipases production

Preliminary tests

The substrates, without previous treatment, wesxl us SSF, following the methodology
described before. The moisture content was adjustesb% and 2°C,!' taking into account the
original moisture of each substrate. The lipaswicof lyophilized extracts was measured at 24, 4
72, 96 and 120 hours of fermentation. Each experiahegun was carried out in duplicate so that

results reported represent in fact mean values.

Optimization of lipases production

Following the results obtained in the preliminaegts, the optimization of lipase production
by S. ruberrimuswas carried out for 48 hours for soybean meal riced meal as substrates and 72
hours for sugarcane bagasse. Experimental desigre @arried out for each substrate tested in this
work. The effects of moisture content (50, 60 afdoy and temperature (20, 30 and@Dwere
evaluated on enzyme activity of the lipases produmg SSF. All experiments were carried out in

duplicate.

Partial characterization of crude enzymatic extracs
Alcohol specificity of the crude enzymatic extracts

The lyophilized crude enzymatic extracts obtaineamnf each substrate were tested as
catalysts in synthesis reactions using oleic acid different alcohols as substrates. Methanol,

ethanol, n-propanol and 1-butanol at fatty acidltmhol molar ratio of 1:2 were used in this step.

Acid specificity of the crude enzymatic extracts



7.1.1

The lyophilized crude enzymatic extracts obtainexinf each substrate were also tested as
catalysts in synthesis reactions using n-propandldifferent fatty acids (oleic, butyric and lagrat

molar ratio of 1:2, as substrates.

Stability to high temperatures

The stability of enzymatic extracts to high temper@s was performed by incubation of the
lyophilized crude enzymatic extracts at 30, 45 808C. The esterification activity was monitored

until the total loss of activity each 24h.

Stability to room and low temperatures

The stability of lyophilized crude enzymatic extsato low temperatures was carried out by
storage at 4, -10°C and room temperature by measuntethe esterification activities each 10 days of

storage.

Effect of temperature and memories of pH on liped&vity

Aiming at evaluating the effect of memory of pH ateinperature, the crude enzymes
obtained from each substrate were incubated irr@ifit buffers (pH varying from 3.0 to 10.0) for
20min at 4C and lyophilized, according to the methodology pmsed by Sun & Xd.The
esterification activity was measured at differeemperatures (11.8 - 68@ following the
methodology described above.

These ranges of pH and temperature were evaluatsmding to the experimental design
methodology. A composite central rotatable des@B8CR) Zwas performed for each extract supra-

cited.

Statistical analysis
The statistical analysis related to the estimatéfdces of each variable and process
optimization was performed using the global eribmay be important to mention that the results

related to the enzymatic extract characterizatim ia fact mean values of triplicate runs, which



resulted in an overall absolute deviation of remactconversion of around 5 %. All analysis was

performed using the software Statistica version(8tatsoft Inc, USAJ?

Results and Discussion
Substrates characterization

Table 1 presents the characterization of soybeaat, mee meal and sugarcane bagasse, used
as raw materials in this work. A preliminary inspex of this table permits us to consider all
agroindustrial residues as good substrates for dietation processes. The substrates present
significant differences in terms of contents of ,asioisture, protein, nitrogen, lipids and minerals.
The rice meal showed higher concentration of caraond soybean meal higher concentration of
nitrogen and proteins. Lower contents of ashesraimgrals were obtained for sugarcane bagasse.
Both rice and soybean meals presented pH neaetodbtrality. The sugarcane bagasse showed an
acid value of pH. The moisture content obtained dach substrate was taken into account for
adjusting the moisture of fermentation media.

The contents of nitrogen in soybean meal and lipidsice meal obtained here can be
considered higher than those found for babassu awhlcastor cake, characterized previously by
Silva et af The same authors evaluated the pH values of thdsstrates, and found 7.0 to 8.0 for
castor cake and from 6.5 to 7.5 for babassu cake.

The production of lipases can be induced by diffetgpid substrates, but the mechanism
involved is still under investigatioh.Literature points out that the medium supplemémtaty lipids
is sometimes efficient. In other cases, the aduitibsupplementary sources of carbon can reduce the
enzyme production due to the catabolic repressjothé carbon present in culture medithiBased
on these aspects, in this work we have carriech@ytstematic study for each agroindustrial residue
used as substrate, without supplementation, tostigage the potential of these residues to produce

lipases bySporobolomyces ruberrimas an alternative to reduce production costs.

Evaluation of lipases production



Preliminary tests

Previously to the step of optimization of lipasesduction, a kinetic assay was performed
using each different substrate. The microorganisas woculated in soybean meal, following the
optimized conditions established by Vargas et'dfigure 1 presents the kinetic curves for
esterification activity in sugarcane bagasse, meeal and soybean meal along 120 hours of
fermentation. From this figure it is possible taifyethat high esterification activities were acheel:
116.4U/g (72h), 128.9U/g (48h) and 269.4U/g (48¥r) dugarcane bagasse, rice meal and soybean
meal, respectively.

Compared to the other substrates, the use of am@rsagasse as substrate needs higher
fermentation time (72h) to reach the maximum efitation activity. This can be related to the
substrates composition, since the sugarcane bagasg®orer than rice and soybean meals.
Fermentation time was fixed in the experimentalgieat 48h for rice and soybean meals and 72h for
sugarcane bagasse.

Based on the results obtained until now it seenas the tested substrates do not need
supplementation as carbon and nitrogen sourcege spromising results in terms of lipase

esterification activity were obtained in the prehary test.

Optimization of lipases production

Table 2 presents the real and coded values fopertent variables (moisture content and
temperature) and the responses in terms of estdidn activity for each substrate. From this fegur
one can observe that higher enzyme activity (1483t soybean meal) was obtained in experiment
7 of the experimental design, followed by thatlw tentral point (125.8, 130.1 and 134.5U/g). The
use of sugarcane bagasse as substrate led tdiestieri activities of 163.8, 169.3 and 159.5U/g fo
the experiments at the central point. The bestoresp for lipase produced from rice meal was
obtained in experiment 1 of the experimental de$Rff2.5U/g). Similar activities (189.5, 191.1 and
189.0U/g) were also obtained in experiments 9, rid Hl of the experimental design, respectively.

On the other hand, lower esterification activitiesre obtained from experiment 8, moisture content



of 60% and temperature of 4@ for all substrates, probably due to the highperature employed in
this experiment. In this case, it seems that theraorganism tends to produce higher enzyme
contents in intermediate levels of moisture andpemture. This fact can be attributed to heat and
mass transfer limitations found at higher moisterels. The effect of temperature can be related to
the decay in the moisture content provoked by heghperatures. As already observed by other
authors, extremes values of temperature and meistdiuce the lipases productin.

The statistical analysis of the experimental defgorted in Table 2 permitted the validation
of empirical models for esterification activity asfunction of temperature and moisture content for
each fermentation time evaluated. Equations 1,&23present the coded optimized models for the
system containing soybean meal (48 hours of feratiem), rice meal (48 hours of fermentation) and
sugarcane bagasse (72 hours of fermentation), atdgglg. The models were validated by variance
analysis (ANOVA) with correlation coefficients of92, 0.91 and 0.94 and F-test (calculated value
2.2, 2.0 and 3.4 higher than the tabled ones, c&ispl/), making the models valid at 95% of
confidence. Figure 2 (a, b and c) presents theorespsurface for the validated models for soybean

meal, rice meal and sugarcane bagasse as substrate.

EASM = 130.22 + 12.69 M (L) - 22.29°M43.32 T (L) - 34.92°+ 3.11 M (L) *T(L) (1)
EARM = 189.39 - 26.22 M (L) - 19.24°M24.91 T (L) - 55.38%F+ 22.91M (L) * T(L)  (2)

EASB = 164.12 - 15.74 M (L) - 31.69M36.8 T (L) - 51.59 %+ 7.74M (L) * T(L) ©)

where EASM denotes the esterification activity &téurs of fermentation and soybean meal, EARM
is the esterification activity at 48 hours of fertegion and rice meal, EASB is the esterification
activity at 72 hours of fermentation and sugarchagasse, T is temperature and M is the moisture
content.

From Figure 2 one can see that the maximum lipstsification activity was found around
the central point of the experimental design (temfpee of 30C and moisture content of 60%).

Extreme values of moisture content and temperdéme to reduce lipase production. Low moisture



content can difficult the transport of nutrientsldaxins through the membrane and can also caese th
lost of functional properties of metabolic ch&inAn excess of moisture reduces the substrate
porosity, hindering the heat and oxygen tran¥fér.

The temperature and substrates composition (cartiimagen and minerals contents and pH)
should also be taken into account, as these pagasnedn activate or inhibit the enzyme production.
So, it is worth to mention that the lipases proiturcts directly related to the total area of thbsttate
and the ideal range of pH is associated with thvaton of the active site of hydrolasésThe
lipases production can be influenced by the cadmrient when this is of lipid origiff. Some works
relates that the medium supplementation is notciefit'® Kiran et al. showed that the
supplementation with 1% of tributirin led to maximulipase production byseudomonasp.
However, the addition of other carbon sources tedatreduction in enzyme production, a fact
attributed to the catabolic repression by carbama®in the culture mediufi.

Related to the moisture content, studies on ligmeduction by SSF indicate needs of 70%
of moisture in inert support (Avincéf)using babassu caé>?° and soybean mélas substrates.
The SSF of sugarcane bagasse conducted to goodcfikdiy results at moisture content of 75%.
Godoy et al. verified that the productivity enhasaa high values of,a and after 48 hours of
fermentation the reduction in, &alues led to lower lipase activiti&s.

The establishment of optima conditions for produrctof microbial lipases is of extreme
importance from an industrial point of view, andtims case the intermediate values for moisture

content and temperature defined as optima candreeucally interesting.

Partial characterization of crude enzymatic exsract
The crude enzymatic extracts obtained from eaclsteatk were partially characterized in
terms of stability to low and high temperaturesedficity to different substrates of esterification

(alcohols and fatty acids) and optimum temperadung memory of pH.



Specificity to esterification substrates

The esterification activity of the crude extracséng butyric and oleic acids as substrates and
different alcohols (methanol, ethanol, 1-propana a-butanol) is presented in Figure 3 (a) and (b),
respectively. One can see that, in general, theofideutyric acid as acyl donator affords higher
esterification activities when methanol was usedusstrate. This extract was obtained from soybean
meal. For the same extract, the use of ethanobatyic acid as substrates led to the second higher
activity (362.2U/g). The extract obtained from sugae bagasse and rice meal also presented higher
activities (327.0 and 296.4U/g, respectively) wbetyric acid and ethanol were used as esterifinatio
substrates.

A tendency of higher specificity was also obserf@dnethanol and ethanol when oleic acid
was used as substrate (130.8 and 126.5U/g, resglgctor extracts from soybean meal and rice
meal). Lauric acid was also tested as acyl dorfaibthe enzyme extracts, in general, did not ptesen
significant activities. We did not observe actegifor enzymes produced by rice meal and sugarcane
bagasse as substrates for all tested alcohols.fattican be associated to the higher specifidity o
crude enzymatic extracts for fatty acids of longinhunsaturated (oleic acid) compared to saturated
(lauric acid) one.

Data presented in Figure 3 showed that, in genénal,crude extracts presented higher
specificity to short chain fatty acids (butyric dcand alcohols with low carbon chain (methanol and
ethanol).

The specificity to short chain fatty acids is inre@ment with the observation of Peter &
Preda” when they evaluated a pancreatic lipase. The emmxtracted by these authors presented
specificity to valeric and butyric acids and a lovesterification activity using longer chain acids.
Abbas & Comeau evaluated the specificity of an irbitimed lipase fromMucor sp. to short chain
fatty acids (propionic, butyric and caprofcXhese acids were previously cited in the literatas
inhibitors of the catalytic properties of the lipas however, all of them were able to catalyze
esterification reaction using different alcohols.id important to mention that higher yields were

observed using long chain fatty acids.



Other works available in the literature that eveddahe lipases specificity to fatty acids with
different chains cite that this group of enzymemugwnly presents higher specificity to fatty acids
with 8 to 16 carbons. Some examples are the woyk$iun & X using synthetic lipases and
Langrand et ai® and Wang et df using esters hydrolytic lipases.

Related to the specificity to different alcoholsgtlipase evaluated by Abbas & Comeau
presented a particular affinity to short chainsohtds as methanol, ethanol, 2-propen-1-ol and 1-
butanol® These results are in disagreement with the woyksamgrand et al? and Sun & Xu} where
the yields decreased with the increase of the numbearbon atoms. According to Ghandi ef’al.
and Abbas & Comeaugdifferences in lipase affinities to different ahais can be explained in terms
of the link energy that is liberated when the swatstbinds to the active site.

Results presented in this work showed that the reatig extracts are able to catalyze
esterification reactions between alcohols and fatigs with short chains. The reaction product can
be applied as flavors in the industries. Ethyl mssgynthesized from acids are an important group of
flavor and fragrances widely employed in food amydrage industries. These esters are usually
obtained by chemical reactions and the market viallmver than the ones obtained by natural paths.
Few works can be found in the literature showing #ffinity of hon-commercial lipases to short-
chain substrates, since these compounds can caibitdry effects>* So, the use of the enzymes for

flavors production could be considered an intengséipplication.

Stability to high temperatures

The thermal stability of the crude enzymatic lydigkeid extracts produced by the yeast
Sporobolomyces ruberrimussing different substrates at 35, 45 and 60°C wasitored in terms of
esterification activity for 168 hours, each 24 fsurhe relative enzyme activity was associateti¢o t
initial activity. Figure 4 (a, b and c) presentsstharameter along the incubation time at 35, 4% an
60°C, respectively.

From this figure one can observe that the enzynetitacts from rice meal and sugarcane

bagasse presented a little activation at 35°C.eXtract from sugarcane bagasse presented a peak of



activity and high stability, keeping its activitytil 144 hours of incubation. Other two extractseve
completely deactivated after 120 hours of inculvatibhe extract obtained using rice meal as
substrate kept 47.8% of its initial activity afteé hours of incubation and 35°C, showing higher
stability up to this period of time compared to ehtracts from soybean meal and sugarcane bagasse.
The activation of lipases at ¥D was observed by Fernandes et®atudying hydrolysis
reactions catalyzed by lipases fréFhermomyces lanuginos€asa et &’ evaluated the thermal
stability of crude lipases in organic solvent at@3@nd obtained a half-life time of about 6 days.
Figure 4(b) presents the relative enzyme activitly ihcubation at 45°C. The enzymatic
extracts produced did not show thermal activatiorthes temperature. The extract obtained from
sugarcane bagasse kept 55.1% of its initial agtatit48 hours of incubation, followed by the extsac
from rice meal and soybean meal, which kept 48Q24n5% of their initial activities after this ped
of time, respectively. All enzyme extracts suffecednplete deactivation after 96 hours of incubation
At 60°C, all extracts presented thermal deactivatibhe extracts from rice meal and
sugarcane bagasse showed complete deactivatiory 2fteurs of incubation.
Cao et al. studied the stability of a syntheti@dip fromBurkholderia cepaciammobilized
in silica at 60°C> An increase of about 40% in the enzyme activitys waserved after 1 hour of
incubation. After 12 hours of incubation, 50% otiaty reduction occurred. Fernandes et al., at
higher temperatures (37, 50 and 60°C), showedhkagnzyme lost its activity in short times, kegpin
only 40% of the initial activity after 30 minute$ mcubation®> Smaniotto evaluated the thermal
stability of enzymatic extracts obtained from swihh and industrial media by submerged
fermentation of the same yeast tested in this WoiRrude extracts presented a little thermal
activation after incubation at 45°C. At 60°C, sanitesults were observed. The thermal stabilitsirof
enzyme is related to its structure and several emlfactors, since the presence of water can reduce

the thermostability’



Stability to room and low temperatures

The stability of all lyophilized enzymatic extractsas evaluated keeping them at 4, and -
10°C and room temperature by measurement thefesigan activities each 10 days until 60 days of
storage. Figure 5 (a, b and c) presents the profitelative enzymatic activity (%) along the stgea
period.

From this figure it is possible to verify that tleatract from sugarcane bagasse presented
relative activity higher than 100% after 40 daystfrage at € and the extracts from soybean meal
and rice meal relative activities lower than 50%iathe same period (Figure 5a). From Figure 5(b)
one can see that the enzymatic extracts storetD&€C -presented higher stability compared to those
kept at 4°C. The enzymatic extract from sugarcaagagse presented higher stability, keeping its
activity higher than 50% and presenting a littlévation after 60 days. This activation may be teda
to the potential that some enzymes have of regéaeri The storage of enzymatic extracts at room
temperature, presented in Figure 5(c), shows aeterydof better keeping the activities at this
condition, for both enzymes produced by SSF &@pmbrobolomyces ruberrimus all tested
agroindustrial residues as substrates. This figlse shows that the extracts presented a peak of
activity after 20 days of incubation.

In a general way, results obtained here are ineageat to those from Menoncin et*alThe
study of these authors showed that a concentrgiadel extract kept its activity until 90 days of
storage at the same temperatures (4 antC)16f the ones evaluated in the present work. Resul
obtained here demonstrate the advantage of ke#pingnzymatic extracts at room temperature and
the increase observed in the stability can be densd a promising result in terms of future

application of these extracts.

Effect of temperature and memory of pH on lipasiviag

According to Sun & XU, the lyophilized enzymes presents a memory of pidt ts, the

esterification activity in organic solvents is extrely dependent on the aqueous solution before



lyophilization. The memory of pH probably occurschese the ionic fixation of the catalytic proteic
groups after drying of enzyme keep the same staten-agueous media.

To evaluate the behavior of the extracts at diffetemperatures and memories of pH, a
Central Composite Rotatable Design (CCRBWas carried out for each extract. Table 3 presiets
matrix of the experimental design and the respeatsponses in terms of esterification activity for
each extract.

One can see that higher activity values were obthfor the extract produced by sugarcane
bagasse (mean of 146.3U/g lyophilized extracty atemory of pH of 6.5 and 4D. Higher activity
values for the extracts from soybean meal andmieal were also obtained at the central point of the
experimental design, presenting mean values of8184d 114.0U/g, respectively, showing that the
enzymes presented higher activities at pH nean¢hgrality and near ambient temperatures. In the
extreme values of temperature (11.8 and 68.2°C)alves of enzymatic activities were obtained.
The same behavior was observed in alkaline (9.0L8r@) and acid (3.0 and 4.0) pH values.

Results presented in Table 3 were statisticallgté@® and Equations 4 and 5 present the
empirical models obtained for the enzymatic extrdicim soybean meal and rice meal, respectively.
Both models were validated {kuaed Fisted DY analysis of variance at 95% of confidence lleVhe

determination coefficients were of 84% for both misd

EASM = 134.68 - 4.07 pH (L) - 50.83 pH3.67 T (L) -61.71%+ 16.56 pH (L)* T (L)  (4)

EARM = 113.90 + 7.49 pH (L) - 27.65 pH24.84 T (L) - 41.822F13.41 pH (L)* T (L) (5)

where EASM is the esterification activity for sogillemeal, EARM is the esterification activity for

rice meal, T is temperature and pH is the pH values

The responses surfaces obtained from each modal jdashown) permitted to observe that
both extracts presented higher activities at n@ldgerature (about 40°C) and memories of pH near to

the neutrality.



Gutarra et al. studied the characterization ofual€ lipase obtained by SSF of babassu cake
from Penicillium simplicissimumThese authors evaluated the optimal levels op&rature and pH
for hydrolytic activity using a CCRD and pH valugem 4 to 6 and temperatures from 45 t6dG0
were the ranges that presented higher lipase tesivi

Similar results were also obtained by Sun & Xthe lipase extracts produced by these authors
showed maxima activities in memories of pH neath& neutrality (5.5 to 7.5). Memories of pH in
alkaline (above 8.0) and acid (below 6.0) pH valessilted in complete loss of activity. The authors
suggested that the loss of activity can be dubdatteration in ionization state of amino groupghie
lyophilized proteins. The evaluation of effect efitperature on enzyme activities was also presented
by these authors. Higher activities were achievechf30 to 40°C.

Smaniotto evaluated the effect of temperature aachanies of pH in lipase extracts obtained
from Sporobolomyces ruberrimasd observed similar results to those found irptiesent studs’

The evaluation of the effect of temperature and orgrof pH constitutes an important step of
this work since just a few works on this subje& presented in the literature and this informaison

relevant for proposing industrial applicationslod €nzymatic extracts obtained here.

Conclusions

The consecution of this work permits us to conclutiat the yeastSporobolomyces
pararoseusis a promising microorganism for producing lipasegh esterification activity using
different agroindustrial residues as substratepade activities of about 130.1U/g, 164.2U/g and
189.5U/g were obtained using soybean meal, sugaritagasse and rice meal as substrates, without
supplementation, respectively, at’80and 60% of moisture content. The partial chareetgon of
the enzymatic extracts obtained showed that thuateal enzymatic extracts presented, in general,
more specificity to short chain alcohols and faagids. The enzymatic extracts presented a good
thermal stability, showing activation at°85and at 60°C all enzymatic extracts presentedridler
inactivation after 72 hours of incubation. The agts presented higher relative activities whenestor

at room temperature compared to the storage atl4147C. The extracts showed higher activities at



memories of pH around neutrality (6.5) and near iantbtemperature (about 40°C). The use of
agroindustrial residues as alternative sources uliistsates for enzyme production can reduce

considerably the costs of production and also dmutes to reduce the environmental pollution.
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Table 1. Chemical characterization of the substrased for lipases production by SSF.

Substrate Moisture Ash Lipid Nitrogen Protein Minerals (mg/100g) pH

(%) %) (%) (%) %)  Fe K Mg Ca Al

Sugarcane  7.74 192 0.63 0.38 237 1855 30450 64.78 46.93 11.15 4.37

bagasse +0.06 +0.04 +0.03 +0.01 +0.04 +1.57 +3.89 +1.39 +2.32 +0.50 +0.06

Rice 11.80 9.10 16.43 2.07 12.06 6.19 2014.93 1074.14 56.99 4.35 6.94
meal +0.23 +0.02 +0.81 +0.03 +0.21 +0.19 $2.82 +3.95 +0.87 +0.43 +0.01
Soybean 13.62 560 8.5* 6.8* 42.5* 66.35 344.50 951.00 - 23.70 6.70
meal +0.38 +0.05 +3.72 +3.46  +1.73 +0.08 +0.01

*Vargas et al. (2008).



Table 2. Matrix of the experimental design (coded eeal values) and the response in terms of
lipase activity for each substrate at 48 hourseofmkntation for soybean meal (SM) and rice

meal (RM) and 72 hours of sugarcane bagasse (SB).

Moisture Temperature Lipase activity (U/g)
Run
(%) (°C) SM SB RM

1 -1 (50) -1 (20) 97.2 150.5 202.5
2 +1 (70) -1 (20) 98.7 119.1 109.1
3 -1 (50) +1 (40) 19.3 43.7 111.9
4 +1 (70) +1 (40) 33.3 43.3 110.3
5 -1.41(46) 0(30) 66.5 119.5 172.8
6 +1.41(74) 0(30) 127.3 56.4 91.9
7 0(60) -1.41(16) 1435 60.4 99.3
8 0(60) +1.41(44) 0 13.1 21.7

9 0(60) 0(30) 125.8 163.8 189.5
10 0(60) 0(30) 130.1 169.3 191.1

11 0(60) 0(30) 134.5 159.5 187.9




Table 3. Matrix of the experimental design (coded eeal values) and the response in terms of

lipase activity for evaluation of temperature anghmory of pH.

Run pH Temperature (°C) Lipase activity (U/g)

SM RM SB
1 -1 (4.0) -1 (20) 101.3 102.2 124.4
2 +1 (9.0) -1 (20) 21.4 89.7 123.9
3 -1 (4.0) +1 (60) 13.6 0 0
4 +1 (9.0) +1 (60) 0 41.2 0
5 -1.41 (3.0) 0 (40) 0 33.9 56.5
6 1.41 (10.0) 0 (40) 43.2 56.0 74.7
7 0 (6.5) -1.41 (11.8) 0 33.6 0
8 0 (6.5) 1.41 (68.2) 0 0 9.3
9 0 (6.5) 0 (40) 132.7 107.3 166.0
10 0 (6.5) 0 (40) 143.2 106.3 139.6
11 0 (6.5) 0 (40) 128.4 128.4 133.2
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Figure 1. Kinetic of lipase production using sugare bagasse (SB), rice meal (RM) and

soybean meal (SM) as substrates at 120 hours miefegation, moisture content of 55% and

27°C.
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Figure 2. Response surface for esterification agtiwsing soybean meal (a) and rice meal (b) as

substrates after 48 hours of fermentation and sagarbagasse (c) as substrate after 72 hours of
fermentation.
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Figure 3. Lipase activities using butyric (a) ardio (b) acids as acyl donators and different

alcohols as substrates.
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Figure 4. Thermal stability of crude enzymatic agts at 35°C (a), 45°C (b) and 60°C (c).



=M
Y RM
[E=p

Storage period (days)

(c)

120

(%) Vil ANy

Storage period (days)

Figure 5. Relative enzymatic activities (%) durithg storage at 4°C (a), -10°C (b) and room

temperature (about 25°C) (c), respectively.
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