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As lipases (EC 3.1.1.3) pertencem a familia dasolddes e estdo associadas ao metabolismo
e a hidrdlise dos lipidios, amplamente distribuidasnatureza. Atuam, por definicdo, na
interface organico-aquosa, catalisando a hidraesdigacdes éster-carboxilicas e liberando
acidos e alcoois organicos. Entretanto, a reacéersa, esterificacdo, pode ocorrer em
ambientes com restricdo de agua. Dessa forma,paseB constituem, atualmente, um
importante grupo de enzimas com enorme potencied palicagbes biotecnoldgicas por
serem enzimas versateis que podem ser produzidemndo uma ampla variedade de
substratos. Os objetivos deste trabalho foramceelar fungos produtores de lipases com
atividade de esterificacédo via fermentacdo em estatido; avaliar a influéncia das variaveis
como a umidade, a concentracao de uréia e Oleojdgfentes de nitrogénio e indutor) e a
proporcao de farelo e casca de soja no meio dea@uiobre a producao de lipases; avaliar a
especificidade das lipases em relacdo aos acido@gr(oleico, butirico e laurico) para a
reacao de esterificacdo a partir de duas formgsathicdo da enzima (meio de cultivo sem e
com ajuste de pH para 4,5) e duas formas de olmata&nzima (extragdo em meio liquido
seguido de liofilizacdo e liofilizacdo direta dadk fermentado) e avaliar a aplicacdo das
lipases na reacao de alcodlise de 6leo vegetatr@fuengos filamentosos foram selecionados
como produtores de lipases com atividade de astg#@o em 96 horas de fermentacédo, o
fungo O, (Aspergillus niger) (364,58 U/g), o fungo £(Aspergillus sp.) (465,01 U/g), o fungo
Ei3 (Trichoderma sp.) (61,49 U/g) e o fungaspergillus fumigatus (182,92 U/g). Na etapa de
estudo de variaveis somente os fungas (8spergillus niger) e Aspergillus fumigatus
apresentaram atividades de esterificacdo, sendagjo®iores atividades foram obtidas com
65 % de umidade, 1 % de uréia, 1 % de Oleo deesd@ % de farelo de soja. A lipase
produzida pelo fungo O(Aspergillus niger) apresentou especificidade pelo acido oleico
(C18:1) e pelo &cido butirico (C4:0); a maior atade de esterificacdo na reacdo com acido
oleico e com acido butirico foi de 451, 50 U/g €1,6@3 U/g, respectivamente, estas
atividades séo referentes a amostra em que o phkdonao foi ajustado e feita a liofilizagédo
direta do farelo fermentado. A lipase produzida gehgoAspergillus fumigatus apresentou
especificidade pelo acido oleico, com maxima agistiel de 395,43 U/g na amostra em que o
pH do meio era de 4,5 e feita a liofilizacédo dirdtafarelo fermentado. Utilizando o acido
butirico como substrato na reagéo de esterificag@ogente a lipase produzida em meio sem
ajuste de pH e feita a liofilizacdo direta do fardermentado apresentou atividade de
esterificacdo (410, 75 U/g). Na reacdo de alcodisedleo vegetal, a lipase produzida pelo
fungo Q, (Aspergillus niger) apresentou maior conversao (5,32 %) na amostrgusro pH



do meio era 4,5 e feito a extracdo em meio liqwelguido da liofilizacdo da enzima. Ja a
lipase produzida pelo fungaspergillus fumigatus apresentou maior converséo (2,55 %) na
amostra em que o pH do meio era 4,5 e feito diliafido direta do farelo fermentado.
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Lipases (EC 3.1.1.3) are hydrolases and are assddia the metabolism and hydrolysis of
lipids, widely present in the nature. These enzyawg on the aqueous-organic interface
catalyzing the hydrolysis of ester-carboxyl bona&l aeleasing acids and organic acids.
However, the inverse reaction, esterification, cacurs in restrict water environmental. Thus,
lipases are currently an important group of enzymiéls great potential for biotechnological
applications because they are versatile enzymeésaémabe produced using a wide variety of
substrates. The aims of this study were: to sélegi to lipases with activity of esterification
production through solid state fermentation; to leate the influence of humidity,
concentration of urea and soybean oil (source todgen and inductor) and the proportion of
bran and soybean hulls in culture medium on produodif lipases; to evaluate the specificity
of lipases to fatty acids (oleic, lauric and butyiin the esterification reaction from two ways
of producing the enzyme (culture medium with anthauit adjustment of pH to 4.5) and two
forms of obtaining the enzyme (in liquid extractidollowed by freeze drying and
lyophilization direct fermented bran); and evalutie application of lipases in the alcoholysis
reaction of vegetable oil. Four filamentous fungvé been selected as producing lipases with
activity esterification in 96 hours of fermentati®train Q (Aspergillus niger) (364.58 U/qg),
strain Q (Aspergillus sp.) (465.01 U/g ), strainf (Trichoderma sp.) (61.49 U/g) and
Aspergillus fumigatus (182.92 U/Q). In the stage of study of variables thave influence in the
lipase production, only the strain, QAspergillus niger) and Aspergillus fumigatus showed
activity of esterification, with the highest acties obtained with 65% moisture, 1% urea, 1%
soybean oil and 80% soy meal. The lipase produgethé fungus @ (Aspergillus niger)
showed specificity for oleic acid (C18: 1) and bidyacid (C4: 0), the highest activity in the
esterification reaction with oleic acid and butyacid being 451,50 U/661 g, 43 U/g,
respectively. These activities are related to Hrae where the medium pH was not adjusted
and made lyophilization direct from the fermentedrb Using butyric acid as substrate in the
esterification reaction, only the lipase producedhe medium without pH adjustment and
lyophilization direct from fermented bran showediaty esterification (410,75 U/g). In the
reaction of alcoholysis of vegetable oil, the lipgswoduced by the fungus, @Aspergillus
niger) showed a higher conversion (5.32%) in the sanmpkhich the pH of the medium was
4.5 and extraction done in liquid medium followeyg énzyme lyophilization. However the
lipase produced by the fungéspergillus fumigatus showed a higher conversion (2.55%) in
the sample in which the pH of the medium was 4 & Igaphilization direct from fermented
bran.
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1 INTRODUCAO

A biotecnologia é hoje um dos campos mais promessdentro das novas tecnologias
para a sintese de compostos de alto valor agregade,se destaca a tecnologia enzimatica.
As enzimas, além de serem ativas e verséateisjszatalma série de transformacdes de modo
seletivo, rapido e em condicbes brandas de reagdgae as difere dos catalisadores néao
enzimaticos. As enzimas catalisam as transformag@sculares sem ocorréncia de reacdes
paralelas, o que é comum em sintese quimica, davel@a especificidade (DZIEZAK, 1991,
PATEL, 2002; PIZARRO e PARK, 2003)

As lipases sédo enzimas hidroliticas responsavéascagalise de reacdes que envolvem
a hidrdlise total ou parcial de triacilgliceréis AG), fornecendo diacilglicerdis (DAG),
monoacilglicerdis (MAG), glicerol e &cidos graxagrés, onde em meios restritos de agua
ocorre a catdlise inversa da reacdo, a esterific¢®UDE et al., 2004; PINHEIROet al.,
2008).

As lipases séo biocatalisadores de importancia ieredtes areas, podendo catalisar
reacfes tanto em meio aquoso como em meio orgatooieor de 4gua restrito (KRIEGER
et al., 1999; PANDEYet al., 1999; SAXENAet al., 1999). O potencial de aplicagoes
industriais que as lipases possuem abrange a ididé alimentos como aditivos
(modificacdo de aromas), quimica fina (sintese dterés), detergentes (hidrolise de
gorduras), tratamento de efluentes (decomposig&mecao de substancias oleosas), couro
(remocdo de lipidios das peles dos animais), faémtaca e a area meédica (remédios,
digestivos e enzimas para diagnésticos) (BURKERA., 2004)

As lipases microbianas tém recebido grande atermdioo rapido desenvolvimento da
tecnologia das enzimas (SNELLMA& al., 2002) pois constituem um grupo de importantes
enzimas de aplicagfes biotecnoldgicas e quimicanarg (TREICHELet al., 2010), devido
principalmente a versatilidade de suas propriedauegjue se refere a atuacdo enzimatica,
incluindo ampla especificidade pelo substrato, a-égiancio seletividade na resolucdo de
misturas racémicas, além de facilidade de prodegdgrande quantidade (HASA# al.,
2006; DUTRAet al., 2008; RAJENDRAN e THANGAVELU, 2009), estabilidadealtas
temperaturas e ampla faixa de pH, o que tornans €samas atraentes e versateis.

As lipases de origem microbiana podem ser obtidagsggmentacdo em estado sélido
(FES) utilizando varias espécies de microrganisoooso os fungos filamentosos e leveduras.
S&o mais utilizadas por sua relativa facilidade@lucédo e abundancia de microrganismos
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capazes de sintetiza-las (KRIEGERal., 1999; PANDEYet al., 1999; SAXENAet al.,
1999). Este modo de cultura oferece vantagens coaior concentracdo na recuperacao do
produto, menor geracdo de residuos, reducdo dammnsle agua, e a possibilidade de
utilizacdo de subprodutos como substrato (DUTERAI., 2008). A utilizacdo de subprodutos
agroindustriais como fonte de nutrientes e sugmata o desenvolvimento do microrganismo,
além de agregar valor a materiais de baixo custme@ado pode vir a reduzir em muito o
preco final da enzima. Na FES o uso de residuasiratystriais como farelos e cascas de
trigo, arroz, soja, milho, bagaco de mandioca ecalea-de-aclcar, entre outros, sdo de
extrema importancia, porque auxiliam na resolugd@mbblemas de poluicdo ambiental, e
ainda tornam a fermentagdo com um custo mais bdewdo ao baixo valor comercial destes
residuos (CASTILHC al., 2000).

As enzimas disponiveis comercialmente apresentadiaatusto elevado. Assim, a
busca por processos de producao de lipases quanpoasinuir os custos finais das enzimas
sdo de grande interesse. Desta forma, torna-gessente a busca de microrganismos hébeis
a produzir lipases, mas estes, por sua vez requaoBdicOes especificas de processo, pois as
lipases obtidas de diferentes fontes podem apmasdiierentes propriedades (SAXEN&
al., 2003).

Assim, estudos sobre a utilizacdo de diferentesramganismos, suplementos e
substratos para a producdo de lipases em meioospbdlem contribuir no sentido de
encontrar combinacdes ideais para se obter exeatmaticos com alta atividade, utilizando
substratos e condi¢cbes operacionais que possibiltereducdo dos custos do processo de
producdo (VARGAS al., 2008). Percebe-se também a necessidade de ressupiabcessos
biotecnolégicos de uma forma mais ampla, tentandterrelacionar estratégias e
procedimentos adequados, desde as etapas de gémida producdo até a aplicacéo final da
enzima, com o intuito de reduzir custos e melhaaarqualidade final do produto
(MALDONADO, 2006).

Com base nestes aspectos, o0 objetivo geral destallio foi realizar a producao de
lipases com atividade de esterificacdo via ferng@teem estado sélido a partir de fungos
filamentosos isolados de solo e efluente.

Os objetivos especificos foram:

a) Selecdo de fungos filamentosos produtores de Bpasen atividade de
esterificacdo a partir de cepas isoladas de sattaconado com 6leo diesel e efluente de

industria de laticinios;
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b) Avaliacdo da influéncia das variaveis como a umedadconcentracdo de uréia
e Oleo de soja (fontes de nitrogénio e indutor)peoporcao de farelo e casca de soja no meio
de cultivo, sobre a producédo de lipases com atiedde esterificacdo a partir dos fungos
selecionados na etapa de triagem;

C) Avaliacdo da especificidade das lipases em relag&cécidos graxos (oleico,
butirico e laurico) para a reacdo de esterificagguartir de duas formas de producdo da
enzima (meio de cultivo sem e com ajuste de pH ga&pe duas formas de obtencdo da
enzima (extracdo em meio liquido seguido de lidijdo e liofilizacdo direta do farelo
fermentado);

d) Avaliacéo da aplicagéo das lipases com atividadestirificacdo na reacéo de

alcoolise de 6leo vegetal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LIPASES

As enzimas sao proteinas especializadas que t@épagidade de acelerar as reacdes
guimicas que ocorrem nos tecidos vivos, diminuiacenergia de ativagcdo necessaria para a
ocorréncia da reacdo. Sao biocatalisadores gueamealima série de transformacdes de modo
seletivo, rdpido e em condicbes brandas de reagdgue as difere dos catalisadores
convencionais, ou seja, apresentam alto grau deciispglade por seus substratos,
catalisando reacdes em solucdes aquosas e em @esdnpito suaves de temperatura e pH.
Com a utilizacdo de enzimas € possivel uma maiolidade de regular a atividade
enziméatica, pois para isso basta modificar a natudo meio de reacao, alterar o pH ou
adicionar suplementos. (DZIEZAK, 1991; RIEGEL, 199HNINGER, 2002; PATEL,
2002; PIZARRO e PARK, 2003).

A catalise enzimatica apresenta algumas vantagebee sa catalise quimica ou
térmica, uma vez que pode ser realizada em tenopasamais brandas, o que evita a
degradacdo de produtos e diminui os gastos enewgétiAlém disso, as enzimas séo
biodegradaveis, logo, menos poluentes para o meibieate do que os catalisadores
quimicos (FREIRE e CASTILHO, 2000).

As lipases sdo enzimas pertencentes a familia dmsldses e tém como funcéo
biolégica realizar a hidrélise de triacilglicerdissoluveis, gerando mono e diacilgliceréis,
glicerol e acidos graxos livres (CARVALH@al., 2003).

As lipases (EC 3.1.1.3) sao inicialmente caracieiaz pela capacidade de hidrolisar
os triglicerideos na interface 6leo-agua, mas emtasmas também funcionam em ambiente
nao-aquoso, catalisando a hidrolise e a sinteséstges formados por glicerol e acidos
graxos de cadeia longa (SHARMAal., 2001; WANGet al., 2008). Em condi¢cdes em que a
disponibilidade de agua no meio € reduzida, a naadas lipases pode exercer sua atividade
catalitica reversa, catalisando também reacOesstiificeacdo e transesterificacdo, entre
outras (SHARMAet al., 2001; WANGet al., 2008).

Nas reacbes de esterificacdo sua enantiosseleltvid@ode ser modulada e
frequentemente melhorada quando comparada contaoréarolitica (CHEN e SIH, 1989;
TAWAKI e KLIBANOV, 1999). Embora a sintese de ésterpossa ser quimicamente
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catalisada por acidos ou bases, 0 uso da tecnaaogimatica oferece vantagens ambientais e
uma reducdo no consumo de energia (HIlshBl., 2006).

As lipases geralmente néo requerem cofatores, atnamma ampla faixa de pH, sdo
relativamente estaveis a altas temperaturas, apa@seespecificidade, regiosseletividade,
guimiosseletividade e enancio-seletividade (PANDEEH ., 1999; GANDHI, 1997).

A aplicagdo das lipases é selecionada com basei@respecificidade pelo substrato.
Ela apresenta uma especificidade posicional eiadistie no que diz respeito a estrutura ou
ao comprimento das cadeias lipidicas. As reactsisaalas por lipases ocorrem na camada
interfacial hidrofébica e hidrofilica, e deviddimitacdo da camada interfacial, as reagfes de
lipase em sistema aquoso geralmente procedem darménta e os rendimentos do produto
sdo normalmente baixos (SAXEN:Aal., 1999).

2.1.1 Fontes de lipases

As lipases podem ser encontradas em células dinseanimais e vegetais e podem
ser produzidas por microrganismos como bactériaagds filamentosos e leveduras.
(SHARMA et al., 2001; PASTOREt al., 2003). As quantidades de enzimas produzidas por
microrganismos, em geral sdo muito mais elevadagpudas fontes vegetais e animais, pois a
facil extragdo das enzimas de microrganismos tomprocessos a jusante menos dificeis e
com baixo custo de processamento. (IBRAHIM, 2008).

As lipases provenientes de microrganismos constituen grupo de enzimas de
aplicacdo biotecnoldgica, devido a sua maior difalie e diversidade quando comparadas
as lipases de outras fontes, a facilidade de pémlegn massa, sendo um dos grupos mais
utilizados no segmento industrial, e a versatiledde suas propriedades, no que se refere a
atuacdo enzimatica e especificidade ao subststoporque 0s microrganismos utilizam uma
variedade de substrato para seu crescimento eqiodie bioprodutos (HASAM al., 2006;
PINHEIROet al., 2008).

As lipases microbianas apresentam uma série deagemg se comparadas as de
origens animal e vegetal, uma vez que sdo enzixtascelulares em sua grande maioria,
sendo facilmente separadas do micélio por filtragdacentrifugacdo. Ainda, possuem alta
velocidade de sintese e alto rendimento de convets&ubstrato em produto. Sdo enzimas
termoestaveis e apresentam versatilidade e simatlei na manipulagdo ambiental e genética
de sua capacidade produtiva (ESSAMRSI., 1998; JESUSt al., 1999; DOMINGUE Zet
al., 2003; SHARMAet al., 2001).
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Lipases provenientes de distintas fontes microlsiar@malmente apresentam uma
ampla faixa de propriedades dependentes da fortdufmra, relacionada ainda com a
especificidade posicional, especificidade ao satbstrestabilidade em solventes organicos,
termoestabilidade, pH 6timo, entre outros. A terapga de estabilidade € uma das mais
relevantes caracteristicas para aplicacdo industos biocatalisadores (TREICHEd al.,
2010; MAHADIK et al., 2002).

A busca por novas fontes de lipases ¢ justificada grande variedade de aplicacfes
futuras que exigem ndo somente a especificidademarsubstrato, mas também a
estabilidade do processo tais como a tolerancipth@® larga e alta estabilidade térmica
(SAXENA et al., 2003). Assim, esta busca por novas fontes mhesdis com diferentes
caracteristicas estimula o isolamento e selecawodas cepas. Microrganismos produtores
de lipase foram encontrados em diferentes habitasscomo residuos industriais, fabricas de
transformacdo de 6leos vegetais, laticinios, soltaminado com Oleo e oleaginosas, entre
outros (TREICHELet al., 2010).

Alguns fungos produtores de lipases pertencem @osrgsRhizopus sp., Aspergillus
sp, Penicillium sp., Geotrichum sp., Mucor sp. e Rhizomucor sp. A producao de lipases por
fungos filamentosos varia de acordo com a compogigadmeio, condi¢gdes de cultivo, pH,
temperatura, e do tipo de fonte de carbono e r@tmogempregados.

2.1.2 Producéo de lipases

As lipases tém sido produzidas tradicionalmente feomentacdo submersa (FS).
Entretanto, a fermentacdo em estado solido (FE& per uma alternativa muito interessante
quando se utiliza como meio de fermentacdo residiesbaixo custo. Na FES, o
microrganismo cresce em substratos sélidos umenkecd suportes inertes, na auséncia de
agua livre, e na FS, os substratos séo dissolanosmeio liquido (GOMBERE al., 1999;
PALMA et al., 2000).

A producdo de lipases microbianas envolve o usoligidios ou substancias
(triglicerideos, &cidos graxos e detergente, efecionadas individualmente ou em conjunto
com os acucares como fonte de carbono e/ou comuoinda producdo (SHARMAt al.,
2001). Os ambientes oleosos (esgoto, locais desptedp lixo e efluentes, producéo de 6leo)
podem proporcionar um bom ambiente lipoliticos aparisolamento de microrganismos
produtores de lipases (RAHMA# al., 2007).
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O processo em meio sélido é bastante caractetisticwlo definido como qualquer
processo de fermentacdo realizado em um mateatol@vel que atua tanto como suporte
fisico e fonte de nutrientes na auséncia ou quasénaia de agua livre, sendo assim proximo
do ambiente natural em que os microrganismos saptadbs (PANDEYet al., 2000b;
ALONSO, 2001; PANDEY, 1992). A baixa umidade siggafque a fermentacdo sé pode ser
efetuada por um numero limitado de microrganisnpogicipalmente leveduras e fungos,
embora algumas bactérias também tém sido usad®PX et al., 2000a).

Os processos em estado soOlido possuem um grandec@btpara producdo de
enzimas. Devido a rica natureza organica, os residgroindustriais podem servir como um
substrato ideal para processos microbianos no delsanento de produtos com alto valor
agregado. Estes processos fornecem ndo somentetrenies para cultura, mas também
servem como suporte das ceélulas microbianas (PANBEA., 2000a), logo, a utilizacao
destes residuos oferece alternativas para sulsseadéonbém ajuda na resolucdo de problemas
de poluicdo (PANDEet al., 1999).

Assim, o substrato sélido pode ser usado comorsipe apoio para 0 crescimento
do microrganismo, uma vez que o microrganismo serdmlve na superficie do meio solido
, como também servir como fonte de carbono e foleteenergia (ALONSO, 2001). O
microrganismo nao cresce somente na superficie @lo sdlido, mas também penetra nos
espacos entre as particulas do suporte. Por esta éaque os residuos agroindustriais sao
empregados ndo somente como suporte da fermentag@®,também como fonte de
nutrientes para o microrganismo (DOMINGUEZl., 2003).

O uso de residuos agroindustriais oferecem a vamtade combinar o uso de um
substrato barato, sendo uma maneira interessantmetigorar o valor desses residuos.
Indmeros subprodutos gerados por agroindustrias d& utilizados como substratos
incluindo o bagaco de cana, farelos e palha trigor@z, polpa de beterraba e polpa de café
(NIGAM e SINGH, 1994; PANDEYet al., 1999; DI LUCCIOet al., 2004; COUTO e
SANROMAN, 2006).

Os estudos baseados no uso de diferentes micrengasi, suplementos e substratos
para producdo de lipase podem contribuir para eéramomma combinacdo ideal para a
obtencédo de lipases de elevado valor, utilizandustsatos e condigcbes operacionais que
facilitem a reducao dos custos de produgcéo emasudlstrial (VARGAS al., 2008).

A FES possui muitas vantagens sobre a fermentagdmessa, tais como o uso de
matérias-primas baratas como substratos, menossidade de energia e de espaco, reducao

de custos de capital, equipamentos mais simplés, pnadutividade e facilidade no processo
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de “downstream” (PANDEYet al., 1999; PANDEY, 2003), menor probabilidade de
contaminagcdo do meio pela menor quantidade de @gsante e a possibilidade de obtencéo
da enzima extracelular mais concentrada (ALONS©O1p0Assim, a fermentacdo em estado
sélido (FES) vem sendo empregada para a produc@&mzimas, aromas, biossurfactantes,
biopesticidas, acidos organicos, alimentos ferntmstee também para a biorremediacdo e
biodegradacédo de compostos e detoxificacdo biaddgcresiduos agroindustriais (PANDEY

et al., 2000a).

Dessa forma, a fermentacdo em estado solido peramte maior nivel de
produtividade, baixo nivel de repressdao catabdlicaixo consumo energético, maior
estabilidade das enzimas excretadas e baixos timesgos de capital, jA que permite 0 uso
de residuos agroindustriais como meios de cultarapregando assim baixo custo de
matérias-primas e contribuindo para resolver probkerelacionados com o descarte desses
materiais no meio ambiente (CASTILH®Dal., 2000).

Existem poucos projetos disponiveis na literatara peatores operando em condi¢des
de estado solido. Isto ocorre principalmente dewaddiversos problemas encontrados no
controle de diferentes parametros tais como pH,péeatura, aeracdo, transferéncia de
oxigénio, umidade e baixa homogeneidade do meemdc estas questdes que dificultam a
producdo de substancias de interesse em grandéa g2d2ONSO, 2001; COUTO e
SANROMAN, 2006). Entre os fatores limitantes da F&S requerem solucBes para o
escalonamento do processo destacam-se a formacagradéntes de umidade, pH,
temperatura, oxigénio e distribuicdo do indculmesdbstrato, isto pela dificuldade de mistura
(RODRIGUEZ et al., 2006; HOLKER e LENZ, 2005; CHENt al., 2005; COUTO e
SANROMAN, 2006; HOLKERet al., 2004; RAGHAVARAOEet al., 2003).

No processo fermentativo em estado solido ocorréiouliiades de controle de
transferéncia de calor e massa, causados pela ctag@ga do meio, criacdo de caminhos
preferenciais, que por sua vez levam a uma aedeffmente. Mas estes problemas podem
ser minimizados através de estratégias como dapd@n de ar ao redor do leito do substrato e
uma agitacdo moderada do leito, uma vez que fuggesndo apresentam septo nas hifas e
podem ser pouco resistentes a agitacdo mecanidd@ASet al., 2008).

Os parametros biolégicos do processo, como efe@iteainposicdo de nutrientes do
meio em termos da fonte de carbono, nitrogénis, esandutores, temperatura, valores de pH,
umidade, concentracdo do indculo e ainda a pordsidBb meio sdo parametros muito

importantes na producdo de enzimas por FES (RIG0Y)2
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O substrato (matriz sélida) usado na FES possuiabaondutividade térmica e
consequentemente a remocao do calor do processospotenta. Dessa forma, o acimulo de
calor no decorrer da fermentacdo pode ocasionagsaaturacdo dos produtos formados,
sendo que o controle do aquecimento esta relacorath a capacidade de aeracdo do
sistema (PANDEY, 2003).

A temperatura utilizada na fermentagdo é um faiaritdnte. No inicio da
fermentacdo, a temperatura e a concentracao déroaigao iguais em todo leito, mas com o
decorrer do processo, surgem problemas na difusdoxmjénio e transferéncia de calor,
devido a compactacdo e encolhimento do meio, assitalor e gases gerados tendem a se
acumular no leito, formando gradientes. Este problpode afetar o controle da temperatura
e do conteudo de agua no meio solido, que por szapedem levar a mudancas nas
condicbes operacionais, prejudicando o andamentopma@esso (SANGSURASAK e
MITCHELL, 1998; RAGHAVARAO et al., 2003; ROBINSON e NIGAN, 2003; VARGAS
et al., 2008).

O metabolismo do fungo pode alterar o pH, seja absorcdo de anion ou céation ou
pela producao de acidos organicos ou amonia. Du@antltivo, o tamponamento é dificil de
ser obtido, pois as préprias substancias usada® tampdes podem ser assimiladas ou
podem ser téxicas naquelas quantidades que seeapssarias para se conseguir efetivo
tamponamento (GONCALVES, 2007). Na producdo desépafungicas, geralmente, a
producdo maxima de enzimas ocorre quando o pHeatialpres entre 7,0 e 8,0 (CASTILHO
et al., 2000).

A porosidade do meio de fermentacdo em estadoosélalarea superficial sdo fatores
investigados em pesquisa durante a fermentacacAspengillus oryzae em farelo de trigo e
graos de trigo. Existe uma importante relacdo emtaxa de oxigénio distribuido e o espaco
entre as particulas de substrato (meio), logo, meato da porosidade através do uso de
menores ou um maior nimero de particulas do stbgtrama forma de facilitar os processos
de transferéncia durante a fermentacao (RAHARBLHD, 2005).

Inimeros fatores podem afetar o processo de prodiegépases, os quais vao desde o
microrganismo utilizado, a composicéo do meio @ah¢ carbono, fonte de nitrogénio, sais e
indutores) e as condi¢cdes operacionais como umigadietemperatura, aeracdo, agitacao e
tipo de impulsor utilizado na fermentacdo. Os opriganismos sdo muito versateis, porém
bastante sensiveis as condicbes do ambiente aoceqt#ml sendo submetidos (ALONSO,
2001; PINHEIRCet al., 2008).
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Microrganismos utilizados na producao de lipases pd-ES

Ha muitos microrganismos conhecidos para produtarehtes lipases (11IZUMét al.,
1990), entretanto, linhagens taxonomicamente prasipodem produzir lipases de diferentes
tipos. Muitos microrganismos como fungos filameo&s bactérias e leveduras sao
conhecidos como bons produtores de lipases, tam as fungos dos génerésisarium,
Penicillium, Rhizopus, Aspergillus, Candida, Yarrowia, Rhizomucor e Rhizopus (CORDOVA
etal., 1998).

As leveduras e fungos sdo largamente empregadosE$npara a producao de
inUmeros bioprodutos, devido a sua capacidade diesenvolver em baixas atividades de
agua. Porém, muitos bioprocessos tém retratado sumeasso 0 uso de bactérias para a
obtencéo principalmente de enzimas extraceluldP@NDEY et al., 2000a; HOLKER e
LENZ, 2005; BABU e SATYNARAYANA, 1996). Os fungosldmentosas sao as melhores
espécies, devido a sua capacidade de utilizarratistvariaveis e crescimento vigoroso com
a colonizacéo (XUt al., 2002).

Os microrganismos produtores de lipases apresamtarampla faixa de temperatura
de crescimento. Em geral, fungos e leveduras témn temperatura 6tima entre 22 e 30 °C
(TOIDA et al., 1998).

A fermentacdo em estado soélido é atualmente o metigtodo de obtencdo de
esporos fangicos por hifas aéreas. As propriedddsssporos produzidos em FES diferem
daqueles obtidos na fermentacdo submersa. Esperdsingos usados como agentes de
biocontrole contra fungos patdgenos de plantas,epemplo,Botrytis cinera, Sclerotinia
sclerotiorum ou fungos de podridao branca, sdo produzidasgnemfialmente por FES, isto
porque o0s esporos obtidos sdo de melhor qualid@temais resistentes a dessecacao e sao
mais estaveis em estado seco (DESHPANDE, 1999; HRIY e SZAKACS, 2003).

No caso especifico da producdo de lipase via FEftaspesquisas sdo realizadas
utilizando culturas fangicas para fermentacdo, céaacillium restrictum (AZEREDO et
al., 2007; PALMA et al., 2000; CASTILHO et al., 2000; GOMBERTEet al., 1999),
Penicillium simplicissimum (VARGAS et al., 2008; GUTARRAet al., 2007; CAVALCANTI
et al., 2005; DI LUCCIOet al., 2004), Penicillium verrucosum (KEMPKA et al., 2008),
Aspergillus oryzae (RAHARDJCet al., 2005),Rhizopus oligosporous (UI-HAQ et al., 2002),
Rhizopus homothallicus (DIAZ et al., 2006; RODRIGUEZet al., 2006), Rhizopus
rhizopodiformis (CORDOVA et al., 1998), Aspergillus niger MTCC 2594 (MALA et al.,
2007).
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Sharmeet al. (2001) citam inUmeras cepas de fungos como hoaksiforas de lipases,
incluindo os genéroécremonium, Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Mucor,

Penicillium, Rhizomucor e Rhizopus.

Composicdo do meio de cultivo na producdo de lipaseor FES

O meio de cultivo deve ser composto por fonte dbare, fonte de nitrogénio (seja
ela organica ou inorganica), sais organicos, vitashe indutores, quando necessarios para a
producdo de lipase, visto que existem lipases indisz e constitutivas (ALONSO, 2001).
Segundo Dalmaset al. (2000) a presenca de substratos lipidicos (e setabdlitos, como
acidos graxos) pode estimular a producao de lipases

A natureza do substrato sélido € o fator mais itgpde, e sua selecdo depende de
varios fatores, principalmente relacionados contocas disponibilidade e, portanto, pode
envolver a triagem de varios residuos agroindustrRortanto, na fermentacdo em estado
sélido o tipo de substrato utilizado pode aumeatproducéo de enzimas, como a utilizacao
de residuos agroindustriais ricos em acidos graxigicerideos e/ou acucares. Na FES o
substrato sélido ndo sO fornece os nutrientes pagaltura, mas também serve como um
ponto de ancoragem para a células microbianase Bstvarios fatores, importantes para o
crescimento e atividade microbiana em um deternoirsatbstrato, o tamanho de particula, o
nivel de umidade/agua atividade sédo os mais GitfE@CHEVARRIA et al., 1991; LIU e
TZENG, 1999; PANDEYet al., 1994; PASTRANAet al., 1995).

A selecdo de um material sélido que favoreca ordedemento dos microrganismos
€ um aspecto chave para a FES. Este material poalec@mo fonte de nutrientes (substrato)
OU como suporte para o crescimento microbiano. [i3teato deve combinar baixa atividade
de agua com altas taxas de transferéncia de ogigériambém deve favorecer o processo
fermentativo para que se consiga atingir as metastrabalho (PANDEY, 2003). A
granulometria destes substratos é uma variavetigue ser bem controlada para se obter uma
maior eficiéncia do processo fermenatativo. Pddfcmenores apresentam uma maior area
de contato entre o microrganismo, porém, particolasores levam uma maior compactacao
do meio, dificultando a transferéncia de oxigeBONZALEZ et al., 1993).

Geralmente, as particulas menores de substratmngiopam uma maior area de
superficie para o ataque microbiano, mas se foremadiado pequenas podem resultar em

aglomeracdo do substrato, bem como crescimentcielgi. Enquanto que as particulas
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maiores podem proporcionar um melhor aeracdo, mMmassuperficie limitada para o ataque
microbiano. Portanto, um tamanho das particulas dev selecionado para cada processo em
particular (PANDEYet al., 1999).

A porosidade do leito da fermentacdo em estaddasélia area superficial sao fatores
investigados em pesquisa durante a fermentacaocAspengillus oryzae em farelo de trigo e
gréos de trigo, ou seja, h4 uma importante relagéiee a taxa de oxigénio distribuido e o
espaco entre as particulas de substrato. Assimmersto da porosidade do leito através do
uso de menores ou um maior nimero de particulasibistrato € uma forma de facilitar os
processos de transferéncia durante a fermentacdestado solido (RAHARDJG al.,
2005).

Na formulacéo do meio de cultivo da fermentacacestados sdlido para producao de
lipases, varias fontes de carbono (substrato pafcsdo utilizadas, entre elas, o farelo de
trigo (ELLAIAH et al., 2004), farelo de arroz (ELLAIAH al., 2004), farelo de cevada
(DOMINGUEZ et al., 2003), bagaco de cana-de-acucar (CORD@VA., 1998; ELLAIAH
et al., 2004), torta de coco (BENJAMIN e PANDEY, 200®rta de soja (VARGARt al.,
2008), torta de babacu (PALMA al., 2000; GOMBERTet al., 1999; CASTILHOet al.,
2000), entre outros, além da incorporagéo opcidealguma fonte de carbono indutora para
a producdo de lipases (Oleos, acidos graxos, @esterg). Em alguns casos, fontes de
nitrogénio complementar séo utilizadas: agua deernagéo de milho, extrato de levedura,
uréia, sais de amoénio e outros. Sais metalicosceoreiementos podem ser suplementados
para suprir as necessidades do microrganismo (ALQNS01).

As tortas residuais de processos de extracdo de 88 bastante usadas na industria
de alimentos para animais, por possuirem boas igades de proteina. Muitos estudos tém
avaliado o uso das tortas de oleaginosas em bieggos. Na producdo de enzimas as tortas
sdo usadas como substratos para FES ou como suaptedemeio de producao, em termos
de fonte carbono e nitrogénio (RAMACHANDRAd al., 2007).

As composi¢cdes de meios fermentativos tem sida@edg importancia, uma vez que
a busca por composi¢cdes que levem a uma maior giodide enzimas € um dos principais
objetivos, logo, a selecdo de um substrato praouon aspecto chave da FES. Dessa forma,
torna-se necessario a obtencdo de meios de cohiwpletos, mas com o menor nimero de
suplementos possiveis, logo, os residuos agroimgigspodem ser meios que supram essas
condicoes.

Substratos lipidicos e seus metabdlitos (acidosogrde cadeia longa) participam da

sintese das lipases. Os outros substratos nadoioreldos a gordura e Oleos podem
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proporcionar um bom crescimento celular, mas n&a pasintese, enquanto os substratos
lipidicos, principalmente os acidos graxos, sdelkextes indutores de lipase (LOTélal.,
1998; DALMAU et al., 2000). Com a adicao de diferentes substratadidis (6leo de
girassol, de milho e de oliva) ao meio de culttaamentou a producdo de lipase em
guantidades que variaram de acordo com o subsimgpoegado (DOMINGUEZt al., 2003).

O carbono e o oxigénio sdo fornecidos sob a formmaainpostos organicos, de diéxido de
carbono, de oxigénio molecular e de agua. Ja ogéitrio sob a forma organica ou inorganica,
e 0s outros elementos (S, P, Mg e K) sao fornecsbsa forma de sais (COLE# al.,
2006).

As substancias ou elementos retirados do ambientsados para construir novos
componentes sdo chamados nutrientes, o0s quais vdgerdi em macronutrientes e
micronutrientes. Ambos os tipos sdo imprescindjvamss 0s macronutrientes sdo necessarios
em grandes quantidades por serem o0s principaistittom®s dos compostos organicos
celulares. Os macronutrientes incluem carbono,émag hidrogénio, nitrogénio, fosforo e
enxofre e totalizam cerca de 90 % da composicadarelOs demais 10 % sao constituidos
pelos micronutrientes: potassio, calcio, ferro gmésio (BARBOSA e TORRES, 1998).

Maiaet al. (2001) relatam que a suplementacéo dos meiosltleoccom uma solucéo
de minerais contendo Zn$OFESO,.7H,O, Fe(NH)2SG, CuSQ.7H,O, MnSQ.H;0,
H3BO3; e NaM00,.2H,0O ocasionou aumento de trés vezes na atividadenética dos meios
contendo os 6leos de gergelim e oliva, e de quazes no meio contendo 6leo de milho.

fons como Mg, Fe, Ca, Cu, Co, Na, K, Mn e Zn pareasfluenciar positivamente a
producao de lipases (SHARM& al., 2001).

Silva et al. (2011) estudaram a producdo de lipase por FEGupidas pelo fungo
Penicillium brevicompactum utilizando como meio de cultivo (substratos-supootéarelo de
mamona e torta de babacu suplementados com Olegjalee variando a umidade do meio. A
maxima atividade de esterificacdo utilizando taigababacu foi encontrada nos ensaios que
continham 2 % de 6leo de soja e 70 % de umidadt &am 72 horas quanto em 96 horas de
fermentacdo, seguido do ensaio com 2 % de Olemjdees56 % de umidade (72 horas) e
ensaio com 3 % de 6leo de soja e 80 % de umidad#sdmoras. Este comportamento reflete
que a producédo de lipase de esterificacdo € inflada diretamente pela umidade do meio.
Utilizando o farelo de mamona como meio de cult@anaxima atividade de esterificacao
ocorreu nos ensaios contendo 2 % de 6leo de sofp% de umidade, seguido pelo ensaio

com 3 % de O6leo de soja e 80 % de umidade em &3 hler fermentacéo e pelo ensaio com 2
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% de 6leo de soja e 56 % de umidade em 96 horaenaku-se também que quando utilizou-
se concentracdes extremas de fonte de carbon@(@t)ecorreu uma inibigao.

Falony et al. (2006) estudaram a producédo de lipase@Agergillus niger usando
fermentacdo submersa (FS) e fermentacdo em eshlido €~ES), em um meio de cultura
constituido de farelo de trigo. A maxima atividdigelitica, 1,46 U/mL, foi obtida durante a
fermentacdo submersa em um meio contendo 2 % dp/\glicose e 2 % (p/v) de Oleo de
oliva. A atidade lipolitica de 4,8 U/mL foi alcamizausando o processo de fermentacdo em
estado sélido com um meio que continha 0,75 % @eéulfato de amonia e 0,34 % (p/v) de
uréia. O pH e temperatura 6timos para a atividadangtica foram pH 6 e 40 °C,
respectivamente, sendo que a enzima apresentou @ $6a atividade em meio neutro em
temperaturas entre 20 e 30 °C por um periodo degak.

Estudando a producdo de lipases por fermentacad@stado solido, Palmat al.
(2000) utilizaram o fung®enicillium restrictum e torta de babacu como meio de cultivo. O
meio foi enriqguecido com peptona, Tween 80 e Olecoliva verificando-se que a maior
atividade lipolitica (27,8 U/g em 25 horas de femtagdo) foi obtida quando se utilizou a
peptona como suplemento do meio.

Gombertet al. (1999) estudaram a producgéo de lipasé@ecillium restrictum por
fermentacdo em estado sélido em torta de babacgo sabstrato suplementada com peptona
e 6leo de oliva. As maiores atividades foram olstieiaa meio com 6leo de oliva (30,3 U/g) e
peptona (27,8 U/g) em 24 horas.

Vargaset al. (2008) avaliaram a producéo de lipasesRmnicillium simplicissimum
em meio solido usando torta de soja como subst@ainstatou-se que a maior producdo da
enzima (30 U/g em 80 horas de fermentacado) foiasloondi¢cdes de 27,5 °C e 55 % de
umidade do meio levando em consideracdo que a dertsoja € rica em nutrientes e néo
necessita de adicdo de suplementos de carbonagogémio para aumentar a producdo de
lipases.

Em estudos realizados, Domingustzal. (2003) investigaram a producao de lipases
por Yarrowia lipolytica viar fermentacdo em estado sélido. O uso de materiga&nicos
como substrato para a producédo de lipases dimimgerrustos de producdo da enzima e
proporciona maiores atividades lipoliticas quanoimgarado ao uso de suportes sintéticos. A
utilizagdo de nozes trituradas como substrato geeoca de 69 U/g de atividade enzimatica
em 10 dias de fermentacdo, superando os resultadbdos com farelo de cevada

suplementado com dleo de girassol, milho e oliva.
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Miranda et al. (1999) estudaram a producdo de lipase Paenicillium citrinum
utilizando um residuo do refinamento de 6leo végetao indutor na producéo. Foi utilizado
meio de cultura com 1,0 % de 6leo de oliva e 0,78824NH,),SO, e outro com 1,6 % do
residuo industrial e 0,75 % de (WEBO,. A maxima atividade foi obtida com a utilizacdo do
0leo de oliva foi de 2,63 U/mL e com o residuo stdal, a atividade foi dede 5,79 U/mL.
Avaliou-se tembém a influéncia da fonte de nitragé&ndo pH inicial no meio utilizando o
residuo industrial. O sulfato de aménio na conegdir de 0,75 % mostrou-se como a melhor
fonte de nitrogénio, com atividade enziméatica det8)/mL. No pH inicial de 5,5 do meio
ocorreu uma maior atividade enzimatica de 5,26L)(milizando meio de cultura com 1,6 %
de residuo industrial e 0,75 % de (NEBO..

Burkert (2003) investigou a producéo de lipase @eotrichum candidum NRRLY-
552 utilizando meio de cultivo contendo peptona edonte de nitrogénio e Oleo de soja
como indutor. As condi¢fes 6timas da producao darenforam 3,58 % de peptona e 0,64 %

de 6leo de soja.

Umidade do meio de cultivo na producao de lipase®pFES

A umidade dos substratos solidos € considerada andimetro fundamental para a
transferéncia de massa (agua e solutos) atravésétldas microbianas (PANDE¥ al.,
2000a). O nivel de umidade adequado do substrditlo & determinado pela natureza do
material, pelo tipo de produto final desejado e pelcessidade do microrganismo. Portanto, a
determinacado da quantidade de liquido necess&asapaanutencdo da umidade do sistema é
fundamental para o sucesso do processo, pois esxde liquido no interior da matriz sélida
leva a reducéo da porosidade do leito, diminuindiifesdo do oxigénio, além de propiciar
um ambiente mais favoravel a contaminacado bactera@ formacao de hifas aéreas. Por
outro lado, baixos niveis de umidade no substratdem prejudicar o crescimento
microbiano, uma vez que a difusdo dos solutos iGmigs) e de gas (oxigénio) sera
comprometida, podendo levar a falta de nutrientas acimulo de metabdlitos inibitorios do
crescimento (LONSANIEt al., 1985).

O alto conteddo de umidade inicial na matriz sOldta fermentagcdo mostra-se
necessario, uma vez que desde o momento do in@él® final da fermentagéo, este
diminuira devido a evaporacao acarretada pelo caétabdlico, ressaltando a necessidade de
um balanceamento do contetudo de agua no substgaide da FES (CHINNt al., 2008).
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De acordo com Schmide#t al. (2001), durante a fermentacdo em estado soélido
havera uma perda de umidade devido a evaporacaatideades metabolicas microbianas.
Sendo assim, o teor de umidade inicial do subss@élido na FES pode variar entre 18 e 85
%, sendo ele estipulado em fun¢éo do poder de gisdo substrato.

Para se obter um maior controle, pode-se manteridade relativa do ambiente entre
90 e 97 % ou, ainda, se as condi¢des operacioaasitpem, adiciona-se ar umidificado ou
agua estéril ao sistema (LONSANEaAl., 1985).

O efeito da agua na FES é mais bem indicado peléaawdade de agua), a qual
fornece a quantidade de agua néo ligada ao suhslisponivel, portanto, ao microrganismo,
no ambiente em que este se encontra (kikl., 1985; HANet al.,1987).

Mitchell et al. (2000) citam a definicdo dg dos substratos solidos umedecidos como
a relacao entre a pressao de vapor da agua sarestrato (fase gasosa), em um sistema
fechado, e a pressao de vapor da agua pura, a nEsperatura.

Para Schmidelét al. (2001), a aw € um parametro que fornece a quadgide agua
nao ligada viavel a disposicdo dos microrganisngegundo ele, a atividade de &agua
influencia o desenvolvimento microbiano e 0s preoss bioquimicos. Assim, cada
microrganismo tem um nivel de aw minimo para ques@oefetuar suas atividades
metabolicas.

A producéo de lipases pBenicillium simplicissimum em meio sélido usando torta de
soja como substrato foi estudado por Vargasl. (2008). Foi constatado que a maior
producao da enzima (30 U/g em 80 horas de ferm@mfaicorreu sob as condi¢cdes de 27,5
°C e 55 % de umidade do meio levando em considerggé a torta de soja é rica em
nutrientes e ndo necessita de adicdo de fontesmsaptares de carbono e nitrogénio para
aumentar a producéao de lipases.

Alguns estudos para producédo de lipase em FESairatita necessidade de 70 % de
umidade em torta de babacu (AZEREEBCHl., 2007; PALMAet al., 2000) e em farelo de
soja (DI LUCCIOet al., 2004). Em FES com bagaco de cana de agucar a denidéizada
foi 75 %, alcancando bons resultados de produtidd® ODRIGUEZet al., 2006).

Temperatura e pH de producdo de lipases por FES

A temperatura de crescimento de microrganismo gerama larga faixa, havendo

espécies psicrofilas, mesofilas e termofilas. Qyds podem ter morfologia diferente em
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funcdo das condi¢cdes nutricionais e da temperataraeu desenvolvimento (TRABULSI,
1999).

A temperatura utilizada na fermentacdo € o fatmitdinte da altura do leito. Nos
estagios iniciais do processo de fermentacdo, pdeatura e a concentracdo do oxigénio sao
iguais em todo leito; no entanto, com o decorrepmaesso, surgem problemas na difusao de
oxigénio e transferéncia de calor, por compactaaacolhimento do leito. O calor e gases
gerados nas biorreacdes tendem a se acumulartmoféemando gradientes, os quais podem
afetar o controle da temperatura e do conteddogdea &o meio solido, que por sua vez
podem levar a mudancgas nas condi¢bes operacignejgdicando o andamento do processo
(SANGSURASAK e MITCHELL, 1998; RAGHAVARAOQOet al., 2003; ROBINSON e
NIGAN, 2003; VARGASet al., 2008).

Ui Haget al. (2002) estudaram temperaturas de cultivo de 25 &C para a producao
de lipases pelo microrganismi. oligosporous por fermentagcdo em estado soélido. Os
melhores resultados foram obtidos a 30 °C.

O controle do pH durante a fermentacdo em estadbs® um dos parametros mais
criticos; isto ocorre devido a heterogeneidadecersisténcia do material. Sendo assim, a
determinacdo exata do pH, em substratos sdélidegagédom precisdo somente no inicio e no
final do processo fermentativo (SCHMIDELL, 2001)itéhell et al. (2000) ressaltam que,
devido a este fato, € impossivel realizar um cémfino do pH na FES.

Para amenizar o efeito de uma variacéo brusca wmgal hidrogeniénico, utilizam-
se substratos com boa capacidade tamponante o¢éa de solucdes-tampédo durante a etapa
de umidificacdo do substrato. E importante fazer ajoste inicial no substrato solido,
geralmente na faixa entre 4,5 e 5,9, adicionando¢8es-tampdo, que irdo, além disso,
conferir a umidade 6tima do meio (LONSANEal., 1985).

Schmidellet al. (2001) ressaltam que a escolha do tampéao ideal &tor vital para o
processo, pois, para o tamponamento em algumaasfdix pH, é necesséria a utilizacdo de
solugbes-tampéao organicas, que podem ser consupetiEsmicrorganismos.

Em geral, a producdo maxima de enzimas ocorre guamdH atinge valores entre 7,0
e 8,0. No final da fermentacéao, isto é, apos otasgento da fonte de carbono, o pH continua
subindo para a faixa alcalina, provavelmente desigootedlise que origina aminoacidos que
sdo desaminados, liberando amoénia para o caldoefgativo. Neste estagio, a enzima
produzida é rapidamente desnaturada por protemliggd adverso (CASTILH@t al., 2000).
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Existem caracteristicas dos fungos filamentosos aguéornam mais atrativos para
utilizacdo na fermentacéo em estado sdlido, corfiecibdade de crescimento em meios com
baixos valores de pH (MITCHEL# al., 2000).

2.1.3 Caracterizacéo das lipases

A caracterizacdo bioguimica das enzimas ganha giestpor fornecer dados para
compreender a atuacdo e as alteracbes ocorridasecémdo dados que devem ser
considerados no momento da aplicacdo da enzimapdratara e pH 6timos, estabilidade
térmica, efeitos da utilizacdo de diferentes fordescarbono e nitrogénio na obtencdo da
enzima, e outros parametros sao decisivos na hmrdirdensionamento de um processo
enzimético (RIGO, 2009).

As lipases devem ser selecionadas para cada d&udicaendo que estas podem ser
baseadas na especificidade do substrato, posic@stereoespecificidade, bem como,
temperatura e pH de estabilidade (CARVALIdQl., 2008). Além disso, por ser uma enzima
versétil, a lipase apresenta variadas especifieglaabs substratos reacionais, assim, a
caracterizagdo bioquimica das lipases permite metar a adequacdo da enzima para a
aplicacao em diferentes processos industriais (HA8%al., 2006).

Especificidade

As enzimas lipoliticas podem apresentar diferetipes de especificidades, tais como
de substrato e posicional. A especificidade pelosisato se refere a diferentes taxas de
atividades enzimaticas apresentadas por uma mésasa lsobre triglicerideos, diglicerideos
e monoglicerideos, contendo acidos graxos de cddega ou curta. A especificidade
posicional é proporcionada pela capacidade em ligdroésteres primarios e secundarios,
com ou sem especificidade. A especificidade pasatiem relacdo ao acido graxo tem
grande importancia no emprego das enzimas lipaithia producdo de acidos graxos livres, a
partir de gorduras e Oleos, nas reagfes de irdeifestcdo de Oleos e gorduras e na
esterificacdo de acidos graxos por alcoois (SABIQE00).

De acordo com Carvalhet al. (2003), as lipases tém sido classificadas em trés

grupos, em funcdo de sua especificidade com rekag&obstrato:
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a) lipases 1,3 especificagatalisam a liberacdo de acidos graxos espetiinge das
posi¢cdesn-1 esn-3 dos acilglicerdis. ExAspergillus niger e Mucor miehei;

b) lipases ndo especificaxatalisam a hidrélise de TAG para acidos grakosd e
glicerol, de modo aleatorio. Ndo mostram espedifide com relacdo a natureza do grupo acil
Ou a posicdo em que este esta esterificado naglié&&emplos séo as lipases Bnicilium
cyclopium, orynebacterium acnes, Pseudomonas fluorescens, Saphylococcus aureus e
Candida cylindracea;

C) lipases acido graxo especificascatalisam a hidrélise de tipos especificos de
grupos acilas nas moléculas de TAG. Um represantapico deste grupo € a lipase de
Geotrichum candidum que hidrolisa grupos acila de cadeia longa, queeotiam dupla
ligacdocis na posicéo 9.

A especificidade ao substrato de lipases em reat®esterificacdo é importante para
obter um melhor entendimento da relacdo estruturgdfo e melhorar os parametros
reacionais, proporcionando maiores conversoesieabpidade (PETER e PREDA, 2002).
As lipases sao capazes de catalisar reacOes conamapla faixa de substratos, mas as taxas
de reacdo variam amplamente com a estrutura dascatad do substrato. Poucos dos muitos
substratos que se ligam ao sitio ativo podem Irhémga quantidade suficiente de energia de
ligacdo para ocasionar uma mudanca na conformaglpase para uma forma mais eficiente
cataliticamente (ABBAS e COMEAU, 2003).

O solvente pode alterar a especificidade, quimiesgelade, regiosseletividade,
seletividade proquiral e enantiosseletividade gessés e outras hidrolases. Varios modelos
foram propostos para explicar a mudanca da sealatiei destas enzimas em funcdo do
solvente. Estes foram baseados na alteracao dhilfade conformacional do sitio ativo, na
particdo de grupos funcionais do substrato ou deéculas de solvente para fora ou para
dentro das cavidades do sitio ativo, e na estrutarsolvente (COSTA e AMORIM, 1999).

Os solventes polares (misciveis em agua) causawor mesestabilizacdo das lipases
gue os solventes apolares (imisciveis em aguai aasatividade lipasica pode ser altamente
dependente da hidrofobicidade do solvente, relacido-se este fato a existéncia ou ndo da
camada de agua na superficie da enzima, logo, atemg@o da atividade catalitica pode ser
favorecida pelo uso de solventes apolares (HAZAR&A ., 2002; NAWANIet al.,1998).

Embora uma grande maioria das lipases apresentermeia reacional frente a
solventes apolares, sdo ainda necessarias pes@usaseportem esta relacdo (GUPTA,
1992).
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Rua e Ballesteros (1994) ressaltam que as difesedeaatividade obtida por uma
mesma lipase em meios reacionais diferentes podsar eelacionadas ao numero de
moléculas da enzima presente no meio reacionalo,Lagestrutura da lipase pode possuir
mecanismos capazes de promover sua adaptacdo emantks ambientes reacionais com
diferentes tipos de substratos, e como conseqyeoigiar atividades em diferentes meios
reacionais.

A lipase de Aspergillus carneus apresentou boas atividades em uma faixa de
triglicerideos variando de C4 a C18 como subst(S®XENA et al., 2003). Ja a lipase
alcalina dePenicillium expansum apresentou preferéncia pelo triacilglicerol, méase teve
especificidade pela posicdo do éster (SZTAHERI., 1993). Desempenho semelhante foi
observado para a lipase &seudomonas fluorescens HU380, onde a maior atividade foi
observada quando utilizou-se triglicerideo (C4rty reacdo (KOJIMA e SHIMIZU, 2003),
bem como para lipase bruta produzida Qi#letotrichum gloesporioides (COLEN et al.,
2006).

Doérmo et al. (2004) estudaram a influéncia do tamanho da cadeialcool em
reacdes de esterificacdo com &acido oleico utilimaadipase comercial Novozym 435. Os
alcodis investigados foram etanol, n-propanol,tehal e i-pentanol. Os maiores rendimentos
foram obtidos com alcod6is menos hidrofilicos, oa,sge maior cadeia.

Estudos realizados por Chulalaksananuéulal. (1993) mostram que ocorreu a
completa inativacdo do extrato enzimatico quandaubsres utilizaram excesso de n- butanol
para sintese de butirato de etila, verificando gmeexcesso de alcool pode agir como um
inibidor competitivo na reacéo de esterificacagyenindo a formacédo do complexo enzima-
acido.

Silva et al. (2011) estudaram a especificidade frente a difesealcodis (metanol,
etanol, n-propanol e butanol) e acidos graxos ¢aleidrico- C12:0, oleico- C18:1 e butirico-
C4:.0) da lipase bruta e pré-purificada liofilizadzbtida da FES dePenicillium
brevicompactum utilizando torta de bacagu e farelo de mamona csubstratos. Utilizando a
torta de babacu como substrato, o extrato enzimhtiato e o extrato enzimatico concentrado
apresentaram maior especificidade por alcodis dei@anédia (etanol) e acidos graxos de
cadeia longa (4cido oleico) para a atividade deriéisacdo. Utilizando o farelo de mamona
como substrato, o extrato enzimatico bruto e caéxtenzimatico concentrado apresentaram
maior especificidade por alcodis de cadeia curtan(#) e acidos graxos de cadeia curta
(butirico) para a atividade de esterificacdo. Nestsmo estudo, Silvet al. (2011) também

avaliaram a especificidade do extrato enzimaticen catividade de hidrélise frente a
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diferentes triglicerideos (6leo de oliva, 6leo danmona, 6leo de pinhdo manso, 6leo de
dendé, o6leo de coco, tributirina e éleo de sojtlizando a torta de babagu e o fafrelo de
mamona como substratos, o extrato enzimatico beuto extrato enzimatico concentrado
apresentaram maior especificidade por triglicegdiem cadeia média insaturada (6leo de soja)

para a atividade de hidrélise.

Estabilidade

A estabilidade da lipase esta obviamente ligada som estrutura, que pode ser
afetada por mudanca de pH ou presenca de ionscostdtm alguns casos sua desnaturacao
térmica ocorre quando o desdobramento dos polgegsi no sitio ativo fica em estado
intermediario (SHARMAet al., 2001; ZHUet al., 2001).

A estabilidade térmica € a capacidade que a enzid@el ou imobilizada possui de
manter seu potencial catalitico quando submetidana dada temperatura por certo tempo
(ARROYO et al., 1999). A termoestabilidade de um biocatalisaderte uma maior
temperatura operacional, maior estabilidade, ma&odimento de processo e menor risco de
contaminagcdo microbiolégica (HASANt al., 2006). Consequentemente, a estabilidade
térmica € uma caracteristica desejavel para asepE@HARMAet al., 2001).

As lipases podem apresentar atividade em pH variaied4 a 9 e em temperaturas
variando desde a ambiente até 70 °C. Apresentansuanmaioria, uma atividade 6tima na
faixa de temperatura entre 30 e 40 °C (CASER&., 2004).

A estabilidade da enzima e a sua atividade em i@seorganicos dependem nao
somente das propriedades e concentragfes do slwey@inico, mas também da natureza da
enzima. A termoestabilidade das lipases varia densvelmente em fungédo da origem, sendo
as lipases microbianas as que possuem maior edhalailtérmica (CASTRE@t al., 2004), ou
seja, as enzimas termoestaveis obtidas a partondes microbianas sao altamente vantajosas
para aplicagcfes biotecnoldgicas, ja que podemrsdupidas com baixos custos e apresentam
alta estabilidade. Dessa forma, hd uma grande diam@or enzimas termoestaveis na area
industrial (HASANet al., 2006).

Em baixos teores de agua, como é o caso das enkofiizadas, as moléculas de
enzima apresentam certa rigidez conformacional, omoc consequéncia, uma maior
estabilidade quando submetida a temperaturas esy@dque a conformacao rigida é mais
estavel (GUPTA, 1992).
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Os fungos termofilicos e termotolerantes sao fopsga produzir enzimas com altos
niveis de estabilidade térmica. As lipases extwaeals purificadas produzidas pelo fungo
termotolerante Rhizopus homothallicus em fermentacdo em estado solido (FES) e
fermentacdo submersa (FSm), apresentaram maxiwidaae a 40 e 30C, respectivamente.

A avaliagédo da estabilidade térmica a°B0resultou em tempo de meia-vida de 0,72 e 0,44
horas para os sistemas de FES e FSm, respectiva(DdAZ et al., 2006).

A lipase deAspergillus carneus apresentou pH e temperatura 6timos de 9,0 e 37 °C,
respectivamente, e foi estavel na faixa de pH 8 adr 24 horas e por 5 minutos a
temperatura de 70 °C (SAXEN&al., 2003).

A termoestabilidade da enzimBacillus sp. foi aumentada pela adicdo de
estabilizadores como etileno glicol, sorbitol ecgibl, fazendo com que sua atividade fosse
mantida por 150 minutos a 70 °C (NAWANI e KAUR, PQO

Lin (1996) relatou que a enzima produzida Psaudomonas pseudoal caligenes F111
em solvente organico e adicao de ions calcio mar26o de sua atividade em temperatura
de 4 °C por 24 horas.

Segundo Wolski (2008), o extrato enzimatico obtaligoartir dePenicillium sp.
apresentou um aumento em sua atividade hidroliéao 92° dia com 7 U/mL, apds esse
periodo a atividade comecou a cair até sua indovag 177 dias.

Silvaet al. (2011) estudaram a estabilidade da temperatucartgelamento (-10 °C) e
de geladeira (4 °C) da lipase bruta e pré-purifickafilizada obtida da FES deenicillium
brevicompactum utilizando torta de bacagu e farelo de mamona csubstratos. Utilizando a
torta de babagcu como substrato, o extrato enzimbtiato, quando mantido a -10 °C a maior
atividade hidrolitica foi obtida em 76 dias (96814g) e a atividade de esterificacdo em 10
dias (228, 54 U/g); ja com o extrato mantido aC4 & maior atividade hidrolitica foi obtida
em 10 dias (94,83 U/g) e a atividade de esterificaam 30 dias (163,47 U/g). Com o extrato
enzimatico concentrado mantido a -10 °C a maiordatile hidrolitica foi obtida em 76 dias
(125,5 U/g) e a atividade de esterificacdo em @6 (200,90 U/qg); ja com o extrato mantido a
4 °C, a maior atividade hidrolitica foi obtida e #lias (35,3 U/g) e a atividade de
esterificacdo em 20 dias (150,07 U/g). Utilizanddarelo de mamona como substrato, o
extrato enzimético bruto, quando mantido a -10 ?@agor atividade hidrolitica foi obtida em
76 dias (96,54 U/g) e a atividade de esterificag®ol0 dias (268,50 U/g); jA com o extrato
mantido a 4 °C , a maior atividade hidroliticadbtida em 10 dias (58,23 U/g) e a atividade
de esterificagdo em 30 dias (207,00 U/g). Com caxtenzimatico concentrado mantido a -
10 °C a maior atividade hidrolitica foi obtida erfd dias (52,10 U/g) e a atividade de
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esterificacdo em 20 dias (251,15 U/g); ja com oagatmantido a 4 °C , a maior atividade
hidrolitica foi obtida em 10 dias (71,01 U/qg) etwidade de esterificacdo em 86 dias (96,74
u/g).

2.1.4 Aplicagles das lipases

As enzimas microbianas podem ser classificadasé&ngtandes campos de aplicacao:
aquelas que podem ser usadas para sintetizar ctosplesejados; aquelas que podem levar a
importantes reagfes de bioconverséo; e aquelas&queapazes de hidrolisar polimeros em
monomeros de interesse (VRANESHGI., 2002).

As lipases sao utilizadas em diversas aplicagissstriais devido a sua capacidade
de catalisar diferentes reac¢des, como hidroligeriBsacao e transesterificacdo (CONTESINI
e CARVALHO, 2006). Assim, devido as diferentescfiss que sdo capazes de catalisar, as
lipases, além de sua utilizacdo em areas tradisiomamo na industria de detergentes e
alimenticias, vém sendo intensamente empregadasmags diversos campos industriais
(FEIRE e CASTILHO, 2000; SHARMAt al., 2001).

O interesse na producdo de lipases microbianastenentado nas ultimas décadas,
devido ao seu grande potencial de aplicacédo indystima vez que as lipases apresentam
potencial de aplicacdo industrial em diferentesrsst tais como a industria de alimentos
(modificacdo de aromas), quimica fina (sintese ster@&s), na producdo de detergentes
(hidrélise de gorduras), no tratamento de eflue(desomposicdo e remocao de substancias
oleosas), na industria do couro (remocao de ligidies peles dos animais), na farmacéutica e
na area médica (remédios, digestivos e enzimas gmgnosticos) (FREIRE, 1996;
SHARMA et al., 2001;). Uma das novas aplicacdes biotecnoldgitiéigando lipase € na
sintese de biopolimeros e do biodiesel (JAEGER 6 H&T, 2002).

O Quadro 1 apresenta as aplicacbes de lipases atdoacom o tipo de reacao

catalisada.
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Quadro 1-Aplicacdes de lipases de acordo com adigpeeacao catalisada

Tipos de reacdes Areas de Aplicacbes Produtos
aplicacao
Alimentos Hidrélise da Agentes flavorizantes para queijos e
(laticinios) gordura do leite |derivados
Quimica Acidos graxos, diglicerideos e
(ProcessamentoHidrolise de 6leos| monoglicerideos (emulsificantes,
Hidrélise do Oleo) e gorduras reagentes para analise de lipidios)
Quimica Remover manchagsDetergentes para lavanderias e uso
(Detergente) | de Oleo doméstico
Dosagem de
Medicina triglicerideos no | Kits diagnosticos
sangue

Quimica Fina | Sintese de ésteres Intermediarioaiguasteres,
emulsificantes

Quimica de Esterificacdo ou |Oleos ou gorduras, flavorizantes ¢

v

Esterificacdo | Alimentos transesterificacdo| aromatizantes.
o Sintese de Drogas antiinflamatérias como
Quimica intermediarios de | naproxeno, ibuprofeno, cetoprofen,
Farmacéutica |medicamentos |suprofen.

Transesterificacad

. .| Biodiesel
de Oleos vegetais

TransesterificacapQuimica Fina

Fonte: FERNANDES, 2007

A utilizacéo de lipases pelas industrias apresestéagens como: estabilidade a altas
temperaturas e amplas faixas de pH, facilidade efmracdo dos produtos e, quando
imobilizada, podem ser submetidas as condi¢fessirndis tipicas, como em reatores com
temperaturas superiores a 70 °C por longos perieltampo (HASAN al., 2006).

As lipases séo utilizadas em diversos campos diupéo de alimentos, tais como no
melhoramento da textura de massas, pela indugrgadificacdo, na reducao do periodo de
maturacdo de alimentos carneos e queijos, no delsenento de aromas e sabores, na
hidrélise de gorduras do leite, modificacdo de goad presentes em manteigas, na producao
de condimentos e esséncias, na obtencdo de magal® baixo teor calodrico, para o
melhoramento de sabor e aroma, desenvolvimentexdera, maturacdo de queijos, dentre
outras aplicacdes (SHARM# al., 2001).

As lipases sao utilizadas para modificar o sabsralionentos pela sintese dos ésteres,
dos acidos graxos e alcool de cadeias curtas,apesscompostos basicos do sabor e aroma.
Séo utilizadas também para a producdo de carneeide p margarina com reduzido teor

calorico, aléem de atuarem no processo de fermemidedalames e vinhos (HASAH al.,
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2006). Na industria de queijos sdo empregadastaeeagdio e intensificacdo do sabor e em
processos de aceleracao da maturagdo (ALONSO,.2001)

A obtencéo de acidos graxos livres a partir dadtisl seletiva de 6leos e gorduras
presentes em diversos alimentos pode ser reala@mdaés do uso das lipases. Os acidos
graxos livres podem ou ndo sofrer modificacbes tpaisne, dependendo do tamanho da
cadeia carbdnica e do grau de insaturagdo, conferanpeculiar sabor e aroma para 0s
alimentos, representando um importante papel ngzipdades fisico-quimicas, sensoriais e
nutricionais de diversos produtos (HAS/ANaI., 2006).

O tratamento de efluentes de diversas origens éanesade aplicacdo para as lipases.
As lipases surgem como uma excelente alternativa @dratamento de rejeitos industriais

compostos por matéria graxa (ALONSO, 2001).

Reacdes de esterificacao e transesterificacao

As reacdes de esterificacao e transesterificacdaesicOes catalisadas por lipases
(KRISHNA e KARANTH, 2002), e varios produtos impanmtes, tais como ésteres de sabor
(XU et al., 2002), monoacilglicerdis, blocos de construcgticamente puro (GHANEM e
ABOUL-ENEIN, 2005), e biodiesel (SHAHt al., 2003), podem ser produzidos por essas
reacoes.

As lipases sao eficientes nos meios reacionais resaptam alta atividade e
estabilidade em ambientes ndo-aquosos, facilitandatalise de muitas reacfes, tais como
esterificacdo, hidrolise, transesterificacdo, edtgrificacdo, lactonizacdo e amindlise (SUN
et al., 2009b; MARTINSet al., 2008). A Figura 1 apresenta as reacdes catagaal lipases.

A esterificagdo é o0 processo que possibilita anuidie de ésteres, os quais séo
formados a partir da substituicdo de uma hidrax{dH) de um acido por um radical alcoxila
(-OR). O método mais comum é a reacao reversivahdécido carboxilico com um alcool,
havendo eliminacdo de agua (BARCZA, 2012). A agesadp durante a reacdo de
esterificacdo € o mais importante parametro quegaeer controlado. Mesmo sob condi¢des
de baixa concentracdo de agua , durante o curszadao, 1mol de agua € formado para cada
mil de éster sintetizado, a formacdo dessa fasesaqgpode ocorrer facilmente durante a
reacdo (RICHETTI, 2009). Assim, o método mais zdilio em processos industriais para
obtencao de ésteres é a reacao de esterificagéeteato, a reacdo inversa é conhecida como
hidrélise (BARCZA, 2012).
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Figura 1- Reacdes catalisadas por lipases

Hidrélise

0O O
R)LO?‘: + ’-':0 —_— R'JJ\‘OH + RIOE
Esterificagao

0 0
F’/ ~ouw  + R'OH ——— R/JJ\OP.: + H,0
Interesterificacédo

ﬁ J‘L 0 0
R Sor' T RY R ;LJ\op3 + &r lj\o;*

Transesterificagao

Alcoolise

0 0
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.-(*..)culclsle . 0 ﬂ\
S G
R)koa' o P.:JLOZ—: R OE R® TOR
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0 L 0
+ o + Lo
R-J\O? RNE: Pﬂ — R OH

Lactonizagao

N .
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Fonte:Paques e Macedo, 2006.

Na catalise de reacbOes inversas como esterificacduoeio reacional aquoso é
modificado por um meio bifasico, essa sintese tkress pode ser catalisada por acidos ou
bases, mas o uso de tecnologia de enzimas ofeatagens ambientais e uma redugédo nos
custos de energia. Além disso, a seletividadeigasds pode acarretar em um maior grau de
pureza nos produtos obtidos e trocas termodinampeaa equilibrar reacdes desejadas
(HILAL etal., 2006; OLIVEIRAEet al., 2001b).

De acordo com Srivastava e Prasad (2000), a ti@ndeacao consiste na reacao de
um triglicerideo (TG) com um alcool, resultandopnaducdo de 3 moles de ésteres e 1 mol

de glicerol (GL). Esse processo de alcodlise (astesificacdo de Oleos vegetais ou gorduras
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animais) pode ser conduzido por uma variedadetds tecnoldgicas, em que diferentes tipos
de catalisadores podem ser empregados (RABRI@S, 2003).

A reacao de esterificacdo do acido carboxilicacedlé dificil em meio aquoso, logo,
torna-se facilitada em solventes organicos. Difteemmétodos de ensaio de lipase foram
desenvolvido para varias finalidades (SANT@4I., 2006; KUMAREet al., 2006). A maioria
dos métodos sdo baseados em ensaios de hidratisentlinto, um problema ocorre quando
as atividades de sintese de enzimas em solvenggsicos nao correspondem com as
atividades hidroliticas em solucdes aquosas @\dl., 1996; TORRESt al., 2003).

Comparado ao meio aquoso, 0S meios organicos apeesa@lgumas vantagens, como
a dissolucdo dos compostos hidrofébicos, bem comosaibilidade de transferir equilibrio
termodinamico para as reacfes de sintese (esdeéifice transesterificacdo). Os meios
organicos utilizados para biocatalise enzimatioa géancipalmente de trés tipos: sistema
bifasico, sistema de micela reversa, e sistemaoageroso (MONOTet al., 1991). Nos
sistemas bifasico e de micela reversa, a enzimalubilzada em agua, enquanto que no
sistema microaquoso, a enzima, tem na sua proximidena certa quantidade de agua
necessaria para ser ativa, esta em suspensao vamtsobrganico. Foi demonstrado que a
atividade da lipase é afetada pelo tipo de sisterganico usado como o meio de reacao
(BORZEIX et al., 1992; YANG e RUSSELL, 1995).

O uso de enzimas em sistemas bifasicos ao invémeaie aquoso oferece varias
vantagens, como a reducdo de substrato e / owdoibido produto, a solubilizacdo de
compostos hidrofébicos, a possibilidade de trairséguilibrio termodinamico para a reacéo
desejada e a possibilidade de reutilizacdo das fegparadas para aumentar o nimero de
dobras da enzima (OLIVEIRA al., 2001).

A selecdo da reacdo e do substrato adequado énfentl para um ensaio de
atividade. No caso do ensaio da atividade da ljmaseacao deve ser catalisada por lipase em
solvente organico, e o substrato deve ser detegtadom método simples. A maioria dos
substratos para a dosagem de lipase pode apresardateristicas de absor¢cdo somente em
um determinado fase aquosa apoés hidrélise peladjpassim, a selecdo de um substrato
adequado para determinar a sintese da lipaseaatevzidm solvente organico tornou-se uma
guestdo fundamental (PENCREACH e BARATTI, 1996).

Condicdes de crescimento, como a disponibilidadaies de carbono e nitrogénio,
a presenca de ativadores, estimulantes, inibidewefgctantes, temperatura de incubacéo, pH,
fonte de in6culo (HADEBALL, 1991) e oxigénio (CHARRIN et al., 1993) podem

influenciar a sintese de lipases.
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A esterificacdo é importante na producdo de saberearomas, enquanto a
transesterificacdo €, atualmente, de grande iseneara a producdo de ésteres de biodiesel.
Estas reacdes sdo geralmente realizadas quimicamastindustrias, no entanto, as rotas
quimicas tém varias desvantagens, uma vez quevenaotatalise do acido ou da base, e
quaisquer residuos de acido ou base na produtmdésejaveis. Além disso, a rota quimica
envolve temperaturas acima da temperatura ambigog,ndo sé levam a um consumo
elevado de energia, mas também podem levar a deg@ddo produto do éster
(VILLENEUVE et al., 2000).

Os ésteres podem ser obtidos através da reacd aobois e acidos carboxilicos
(esterificacd0) com a eliminacdo de agua; das esadé interesterificagdo, onde ocorrem
trocas de grupos acilas entre ésteres e acidosxiicbs (acidolise), entre ésteres e alcoois
(alcodlise) ou glicerbis (glicerdlise) e entre éste (transesterificacdo) (ADACHI e
KOBAYASHI, 2005; GUVENCA et al., 2002; CHOWDARY et al., 2001; ALVAREZ-
MACARIE e BARATTI, 2000). Esteres sdo importantesmpostos organicos com um
namero crescente de aplicacdes comercial. Estepasios sdo amplamente utilizados para a
preparacdo de compostos aromaticos, cosmeéticogrgdates, sabores e produtos
farmacéuticos. Esteres a partir de fontes natundis estdo disponiveis em grandes
quantidades, e eles sdo normalmente demasiadopeaoserem utilizados em aplicagoes
comerciais. Muitos dos ésteres disponiveis sdo ugidds por sinteses quimicas ou
enzimaticas. A producédo biotecnoldgica de éstetiligamdo lipases tem recebido grande
atencdo devido as condi¢bes de reacdes brandageftnra, pH e pressao) envolvidas, o
elevado grau de pureza alcangcado, bem como a @eitdestes produtos na indastria de
alimentos (MARTINEZ-RUIZet al., 2008).

Os produtos resultantes de acidos e alcoois deacadda (2-8 atomos de carbono)
sao importantes componentes de aromas e flavoegaititizados nas industrias de alimentos,
bebidas, cosméticos e medicamentos. Os ésterdmndss das reacdes entre acidos de cadeia
longa com alcoois de cadeia curta (2-8 atomos dmna) sdo utilizados nas industrias como
aditivos em alimentos, detergentes, cosméticos medicamentos (GUVENCAt al., 2002).

Ja os ésteres de sacarose, sdo conhecidos comerhalssficantes no campo da industria
alimentar, farmacéutica e cosmética. Os éstereicides graxos de cadeia longa, como os
oleatos, palmitatos e linolenatos séo os principarsstituintes do biodiesel (HAZARIK At

al., 2002).
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O biodiesel é um potencial substituto ao 6leo dliesasistindo de uma mistura de
ésteres de acidos graxos podendo ser produzidorpa{@io de transesterificacdo de um
triglicerideo (6leo vegetal ou gordura animal) aam alcool (KUSDIANA e SAKA, 2001).

O biodiesel produzido a partir de varios 6leos tveggpossui viscosidade préxima ao
do diesel convencional. Os valores de poder calorihferior sdo menores, mas possuem
maior numero de cetano quando comparado ao diesgbettéleo. Uma vez que, as
caracteristicas do biodiesel sdo geralmente siesilas do Oleo diesel, teoricamente, este se
constitui em um forte candidato a substituir pdncénte este combustivel de origem féssil,
caso sua producao se viabilize economicamente (MIXCE MACEDO, 2004).

O biodiesel foi definido como os ésteres monoalcpitle cadeia de acidos graxos
provenientes de matérias-primas renovaveis, comosolegetais ou gorduras animais. Sao
renovaveis, biodegradaveis e nao toxicos (ANDRADEASCONCELOS, 2003; XUt al.,
2003). O método mais comum para a producdo dedsieldé a transesterificacdo de 6leos ou
gorduras com um alcool na presenca de um catalisadqual pode ser base, acido ou
enzima, ou seja, ocorre a transesterificacdo duolet@éleos e gorduras, onde triglicerideos
reagem com um alcool de cadeia curta, metanol @l na presenca de um catalisador
como o hidroxido de sodio, hidroxido de potassiolipases (HAMAet al., 2007; ZHANGet
al., 2003).

A tecnologia de producao de biodiesel por hidrogstecdo envolve uma primeira
etapa de hidrolise do Oleo a acidos graxos livie&L() e glicerol e, em seguida, a
esterificacdo desses acidos graxos com um alcoatadeia curta. Esse processo pode
empregar 6leos e gorduras com qualquer teor d® @gako e agua, diferente do processo
tradicional de transesterificacdo alcalina que exgidez maxima de 0,5 % e auséncia de
agua na matéria prima, e ainda gera um glicerahelor qualidade, uma vez que este néo
entra em contato com o metanol, que é de elevadadade (ARANDAEet al., 2006).

Dentre as vantagens da utilizacdo de biodieselemoder citadas (MACEDO e
MACEDO, 2004):

a) € um combustivel ndo derivado do petréleo, mas piends de plantas,
portanto sua combustdo nao eleva o nivel atual@en@ atmosfera;

b) pode ser produzido localmente e em pequenas eseadazindo a importacao
do petréleo;

C) é biodegradavel;
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d) comparativamente, sua combustdo produz reduzidemisnde CO, NO e

materiais particulados.

2.2 CONSIDERACOES FINAIS

Na revisao bibliografica apresentada neste capiput@urou-se apresentar o estado da
arte a respeito da producéo e aplicacdo de enziengderesse, em especial, as lipases.

Também pode-se citar que o uso de lipases obtidparta de microrganismos
isolados e pré-selecionados, como catalisadoressaa-se como uma rota promissora na
area biotecnologica, incluindo o estudo da suayg@&d em meios de baixo custo, sendo
assim, de grande importancia a utilizacdo de erzima-comerciais.

Neste contexto, o presente trabalho tem por olbjetbordar o screening, producéao de
lipases microbianas produzidas no proprio Laboi@tde Biotecnologia de Alimentos-URI-
Campus de Erechim e a aplicacdo dessas enzimastalse de reacdes de interesse para a

industria de quimica e de alimentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAIS, REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os materiais, reagentes e equipamentos utilizados dasenvolvimento dos
experimentos sédo apresentados a segulir:

a) Materiais: erlenmeyers, pipetas, béqueres, provdiareta, balado
volumétrico, bastdo de vidro, gaze, ponteiras, tpgme automatico, agitador magnético,
placas de petri, papel filtro, alca de platindrdide tecido e manta acrilica hidrofobica;

b) Reagentes e substratos: farelo de soja e cascajaléCifar- Industria e
Comércio de Oleos Vegetais- Erechim/RS), agar datiixtrose (Oxoid), 6leo de soja
(Camera), uréia (Reagen), Tween 80 (Proton), hidodade sodio (Nuclear), etanol (Quimex),
acetona (Quimex), agua destilada, solucéo de &eitfdrico 1,5 mol.[}, acido oleico, &cido
butirico, acido laurico, tampéao fosfato de sédi® 0M pH 7,0,n- hexano (Nuclear)n-
heptano (Nuclear);

C) Equipamentos: autoclave (Prismatec), estufa (Dg,Lpbimetro (Digimed),
balanca analitica (Bel Engineering), agitador mégoéFisaton), banho Dubnoff Orbital
(TE-0532), Freezer -80 °C (Hitachi), liofilizadddwards Modulyo), mixer manual (Black &
Decker), germinadora para incubacédo ( Tecnal TH;4®@matoégrafo gasoso.

3.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

A Figura 2 apresenta as etapas do delineamentestpiiga
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Figura 2- Etapas do delineamento da pesquisa

Teor de umidade do substr

A 4
Selecdo de microrganismos
produtores de lipases com
atividade de esterificacao

\ 4
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selecionados

D

Y

Avaliacdo da especificidade das

lipases frente a diferentes acido

graxos e uso das mesmas em
reacdes de alcodlise

U)

3.2.1 Teor de umidade do substrato

O teor de umidade do farelo de soja e da cascajdefa@ realizado utilizando o
método de dessecacdo descrito pelo Instituto Adalfe.

3.2.2 Selecéo de microrganismos produtores de ligasom atividade de esterificacédo

A selecdo de microrganismos produtores de lipasas atividade de esterificagéo,
denominada etapa de triagem, foi realizada utitipafungos isolados por Collat al.
(2009)Estes fungos filamentosos foram isolados ale sontaminado com Oleo diesel
(identificados como fungos;? e de efluentes de industria de laticinios (ifieados como
Ei), pertencentes aos géneAspergillus, Penicillium, Trichoderma e Fusarium.

Neste estudo foram utilizados um total de 16 fupdgosungos oriundos do solo
contaminado com o6leo diesel, 10 oriundos do efkiel® laticinios e o fungéspergillus
fumigatus, disponivel no Laboratério de Fermentac6es dodCdesEngenharia de Alimentos
da Universidade de Passo Fundo, visto que o gésspagillus € conhecido na literatura
como um bom produtor de enzimas (CORDOW®Aal., 1998; SHARMAEet al., 2001). A

Tabela 1 apresenta a identificacéo e género dasmanismos utilizados para a



a etapa de selecao de fungos produtores de lipaseatividade de esterificacao.
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Tabela 1- Identificacdo e género dos microrganisatitizados para a selecdo de fungos produtordipases
com atividade de esterificacdo

Fungo Género

O, Nao identificado
Aspergillus niger (Og) Aspergillus

Os Aspergillus

Oe Penicillium
Aspergillus flavus (Og) Aspergillus

Es Penicillium

E4 Nao identificado

= N&o identificado

Eq Aspergillus

Eic Aspergillus

Ei; Penicillium

Eis Trichoderma

Eie N&o identificado

Eis N&o identificado
Aspergillus niger (Eig) Aspergillus
Aspergillus fumigatus Aspergillus

Preparo do in6culo

O inéculo foi preparado em erlenmeyer de 1L cordet@d mL do meio agar-batata-
dextrose (PDA) solidificado. Adicionou-se aos tulkdesensaio contendo os fungos 10 mL de
solucéao de Tween 80 (0,1 %), fez-se a raspageragpmsos com alca de platina e adicionou-
se 2,5 mL dessa solucdo de esporos nos erlenmayatiendo o meio PDA. O inéculo foi
incubado durante 7 dias em estufa a 30 °C.

Preparo do meio de cultivo e aparato experimental

O preparo do meio de cultivo foi realizado de aoardm Collaet al. (2009). O meio
de cultivo utilizado para a producao de lipasepfeparado a partir da mistura de 85 % de
farelo de soja e 15 % de casca de soja, a qualfoclavada a 121 °C por 20 min. O meio de
cultivo foi adicionado em béqueres de polipropileleo600 mLtampados com manta acrilica
hidrofébica com quantidade inicial de 25 g de nmsmoo. Apds autoclavagem, o pH do meio
foi ajustado em 4,5 através da adicdo de uma soldedHS0O, 1,5 mol.LY, e a umidade
ajustada para 60 % com agua destilada. Adicionaei-%e de Oleo de soja em cada béquer
como indutor para a producgéo de lipases, e a iag&alfoi feita com a adicdo de 1 mL da
solucdo de esporos (2 x%1€sporos/g de substrato seco). Essa solugéo desdpbobtida

atraves da adicao de 50 mL de Tween 80 (0,1 %gresmeyer contendo os fungos, seguido
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de uma raspagem dos esporos e filtracdo em gagel gwira retencdo das hifas. Os
experimentos foram incubados em estufa a 30 “Cateda das amostras para determinagdes
analiticas foram feitas nos tempos zero e 96 ldedermentacao, sendo que para cada tempo

de fermentacéo os ensaios foram feitos em duplicata

Extracao e liofilizacdo das lipases

A extracdo € uma etapa importante para a obtenedendimas, pois envolve o
processo de ruptura celular, ou seja, as enzingagrem um processo de ruptura celular para
a sua recuperacao.

O processo de extracdo foi realizado em erlenmsyele 250 mL. Nesses
erlenmeyeres, contendo o meio fermentado (mathdagpfoi adicionado tampéo fosfato de
sédio 100 mM pH 7,0 na razdo 1:5 (10 g de meio émtado para 50 mL de tampao) e
incubados em banho a 35 °C por 20 min e agitacdd6@erpm. Apds a incubacgdo, as
amostras foram filtradas, utilizando-se funil deide de nylon e pressdo manual para a
obtencéo do extrato enzimatico bruto (VARG&S., 2008).

A determinacédo da atividade de esterificacdo deoerer em sistema com baixo teor
de umidade, assim, fez-se necessario realizar @raegdo do extrato aquoso (extrato
enzimatico bruto), para isso, empregou-se o procdssliofilizacdo. A liofilizacdo é um
processo de desidratacdo sob baixa pressdo (vacba)xas temperaturas. Esta secagem
ocorre atraves da sublimacdo da amostra congelaaaocorrer perdas de suas propriedades.

Como fase preparatoria do procedimento de liofiéira os extratos enziméticos bruto
foram distribuidos em camadas de um centimetro gfeessura em placas de Petri e
submetidos ao congelamento a -80 °C por 24 holBRHSONet al., 2002), logo, as placas
foram levadas ao liofilizador, onde através do esso de sublimacdo em condicbes de
vacuo, a agua livre presente no congelado foi réaovAs amostras secas foram
acondicionadas em frascos de vidro, lacrados, icadibs e vedados com Parafilm, sendo

armazenadas sob refrigeracéo (4 °C).

Determinacdo das atividades de esterificacao

As determinacdes das atividades de esterificac&amforealizadas no extrato

enzimatico bruto liofilizado (amostra seca) e osagws foram feitos em triplicata.
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A atividade de esterificacdo do extrato enzimabeoato liofilizado foi quantificada
através da reacdo de sintese do acido oleico el etanmrazdo molar de 1:1(mistura padréo)
(LANGONE et al., 2002; BERNARDES al., 2007, modificado por Silvet al., 2011). A
reacao foi conduzida em elenmeyers contendo 5 minidaura padrao e aproximadamente
0,1 g do extrato enzimatico bruto liofilizado (enai seca), apds foram incubados em banho a
40 °C por 40 min e agitacdo de 160 rpm. Aliquotas5@0uL foram retiradas do meio
reacional em triplicata e adicionadas a 20 mL de solucdo de acetona-etanol (1:1) (v/v)
para paralisar a reacdo e para extracdo do aocsilmoolApos, a quantidade de acido oleico
consumido foi determinado através da titulacdo b@®H 0,035 M até atingir o pH 11,0. Os
ensaios dos brancos continham 20 mL da solucéoadera-etanol (1:1) e 5Q@ da mistura
padrao.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definidenca quantidade de enzima que

consome 1 imol de acido graxo por minuto e caleuladizando a Equagéo 1.

(v, =V, )x M x1000xV,
txmxV,

AE =

Equacéo 1

Onde:

AE = atividade de esterificacéo (U/g);

V= volume de NaOH gasto na titulagdo da amostiradet apos 40 min (mL);
Vp = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostfaraiaco (mL);

M = molaridade da solu¢do de NaOH;

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

t = tempo (min);

m = massa do extrato enzimético bruto liofilizagy (

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

3.2.3 Estudo de variaveis na producao de lipaseslpe fungos previamente selecionados

As variaveis de estudo na producao de lipases twidaale de esterificacdo foram: a

concentracdo de umidade do meio de cultivo, coregfd de 6leo de soja como indutor na
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producédo, concentracdo de uréia como fonte degémio e percentual de farelo de soja no
meio de cultivo.

A sequéncia dos métodos utilizados para este estadeariaveis na producdo de
lipases foram os mesmos descritos no item 3.2&p@Po do indculo, Preparo do meio de
cultivo, Extragéo e liofilizacdo e Determinactes déividades de esterificacdo). No preparo
do meio de cultivo as quantidades de farelo de sajsca de soja, umidade, 6leo de soja e
uréia foram adicionadas conforme os niveis estuglade planejamentos de experimentos.

Neste estudo, utilizou-se a técnica de planejamfattoial de experimentos com o
objetivo de avaliar os efeitos das variaveis estagana producéo de lipases com atividade de
esterificacao.

Esta técnica é uma ferramenta estatistica que fgeheterminar as variaveis que
exercem maior influéncia no desempenho de um detado processo, assim como avaliar
possiveis inter-relacdes entre varidveis de umessm Essa ferramenta também permite
otimizar o sistema em estudo, com 0 objetivo deimizar ou minimizar uma resposta. A
principal vantagem da utilizacéo desta ferramergaexrlucdo do nimero de experimentos e a
consequente reducéo de custos (BARROS., 1996).

A fim de estudar a influéncia da umidade, conce@tiale uréia, concentracdo de Oleo
de soja e do percentual de farelo de soja na cagdmodo meio sobre a producao de lipases
com atividade de esterificagdo via fermentacdo etade soélido, foi realizado um
planejamento fatorial fracionario *2 com quatro pontos centrais, totalizando 12
experimentos, ou seja, este planejamento servia pagaliar os efeitos principais das
variaveis. As variaveis e os niveis de estudo daateejamento foram: umidade (50, 65 e 80
%), uréia (0, 1 e 2 %), 6leo de soja (0, 1 e 2 %grelo de soja (70, 80 e 90 %). Para cada
fungo selecionadoAgpergillus niger (O4), Os (Aspergillus sp.), B3 (Trichoderma sp.) e
Aspergillus fumigatus) na primeira etapa foi conduzido um planejamerfeemental.

As variaveis que se apresentaram significativaganetapa foram utilizadas na
sequéncia do estudo da producéo atraves de Plarmgasri-atoriais Completos.

Para o fungd\spergillus fumigatus foi realizado um planejamento fatorial complefo 2
com quatro pontos centrais, totalizando 12 experiose A concentracdo de uréia nao foi
utilizada como varidvel deste novo planejamento.vasaveis e os niveis de estudo deste
planejamento foram: umidade (50, 55 e 60 %), 6ksdja (1, 2 e 3 %) e farelo de soja (60,
70 e 80 %).

Para o fungoAspergillus niger (O,) foi realizado dois planejamentos fatoriais

completo 2.
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No primeiro planejamento fatorial completocdm quatro pontos centrais, totalizando
8 experimentos, as variaveis 6leo de soja e fatelsoja foram fixadas em 1 % e 80 %,
respectivamente, e os niveis das variaveis umidaat@ia foram deslocados. As variaveis e
0s niveis de estudo deste planejamento foram: waif&0, 60 e 70 %) e uréia (0, 1 e 2 %).

No segundo planejamento fatorial complef@2/ariavel uréia foi retirada, a variavel
umidade foi fixada em 50 %, e os niveis das vaisagkeo de soja e farelo de soja foram
deslocados. As variaveis e os niveis de estude géesmtejamento foram: 6leo de soja (0 e 2
%) e farelo de soja (70 e 90 %). Neste planejameétoutilizou-se pontos centrais, e sim,

fez-se a réplica de experimentos, totalizando &mx@ntos.

Analise dos resultados das atividades de esterifig@o

Os resultados de atividade de esterificagcdo obtidos planejamentos foram
analisados utilizando o méduexperimental Design do Software Satistica 6.0. Os resultados

foram avaliados através de analise de erro punolosealculados os efeitos estimados.

3.2.4 Avaliacdo da especificidade das lipases frera diferentes acidos graxos e uso das

mesmas em reacdes de alcodlise

A fim de tentar reproduzir os ensaios com altagdsides de esterificacdo obtidas nos
pontos centrais do planejamento fatorial fracian&fi* dos fungosAspergillus niger (Os) e
Aspergillus fumigatus, realizou-se uma nova fermentacdo em estado sébdairglo as
condicBes do meio de cultivo destes ensaios, amdietade = 65 %, uréia = 1 %, Oleo de soja
=1 % e farelo de soja = 80 %.

As condi¢oes de pH do meio de cultivo, do procekesobtencdo da enzima (amostra
seca) e das atividades de esterificacdo foram tadas conforme a Figura 3 para o

Aspergillus niger (Oy4) e Figura 4 para Aspergillus fumigatus.
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Figura 3- Condi¢Bes de pH do meio de cultivo, pssoade obtencdo da enzima e atividades de esigéific
para oAspergillus niger (Oy).

Aspergillus niger (O,)

Meio de cultivo Meio de cultivo Meio de cultivo Meio de cultivo
com pH 4,5, com pH 4,5, sem ajuste de pH sem ajuste de pH
liofilizacao direta extracdo em meid liofilizacao direta extracdo em meid
do farelo liquido seguido do farelo liqguido seguido
fermentado da liofilizacao fermentado da liofilizac&o
AMOSTRA 1 AMOSTRA 2 AMOSTRA 3 AMOSTRA 4

A

Atividade de esterificao:
e Com acido oleico = A
e Com acido laurico =B

 Com acido butirico =

A 4
Atividade de esterificao:

e Com acido oleico =D
e Com acido laurico = E

« Com acido btirico=F

\ 4
Atividade de esterificao:

e Com acido oleico =G

e Com acido laurico = H

 Com acido btirico = |

A 4

Atividade de esterificao:

¢ Com acido oleico =J

e Com acido laurico =L

« Com acido btirico =M
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Figura 4- Condi¢Bes de pH do meio de cultivo, pssoade obtencdo da enzima e atividades de esigéific
para oAspergillus fumigatus.

Aspergillus fumigatus

T

Meio de cultivo Meio de cultivo Meio de cultivo Meio de cultivo
com pH 4,5, com pH 4,5, sem ajuste de pH sem ajuste de pH
liofilizacdo direta extracdo em meig liofilizacdo direta extracdo em meig
do farelo liquido seguido do farelo liquido seguido
fermentado da liofilizagc&o fermentado da liofilizagc&o
AMOSTRA 5 AMOSTRA 6 AMOSTRA 7 AMOSTRA 8

A

Atividade de esterificao:
« Com acido oleico =N
e Com acido laurico =0

« Com acido butirico =

v
Atividade de esterificao:

e Com acido oleico = Q

e Com acido laurico =R

« Com acido btirico = ¢

A 4
Atividade de esterificao:

e Com acido oleico=T

e Com acido laurico = U

« Com acido btirico =V

\ 4

Atividade de esterificao:

e Com acido oleico = X

¢ Com acido laurico=7Z

¢ Com acido btirico =W
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Preparo do meio de cultivo e aparato experimental

De acordo com o conhecimento em relacdo aos pasnde conducdo para a
producdo da enzima lipase, algumas modificacoemétodo de preparo do meio do cultivo
foram realizadas.

O meio de cultivo utilizado para a producdo desgsafoi preparado a partir da
mistura de 80 % de farelo de soja e 20 % de cascajd. O meio de cultivo foi adicionado
em béqueres de polipropileno de 600 maimpados com manta acrilica hidrofébica com
guantidade inicial de 25 g de meio seco. Nos easaim pH 4,5, o ajuste foi feito através da
adicdo de uma solucdo de3®, 1,5 mol.L.*. A umidade foi ajustada para 65 % com agua
destilada. Para a adicdo dos suplementos Oleojaélséb) e uréia (1 %) foi preparado uma
emulsdo com agua destilada, homogeneizando-se dren por 3 minutos. A emulséo foi
adicionada por gotejamento manual, de forma qua tdrea do meio de cultivo fosse
recoberta, melhorando assim a homogeneidade da @emeio de cultivo foi autoclavado a
121 °C por 20 min. Ap6s a autoclavagem, a inoculdoé@feita com a adicdo de 1 mL da
solucéo de esporos. Essa solucdo de esporos fda@uaticionando-se no erlenmeyer de 500
mL contendo o in6culo (descrito no item 3.2.2) 20¢ake solugdo aquosa de Tween 80 (0,1 %
v/v) e pérolas de vidro estéreis ao para uma me#mocao dos esporos. Para contagem dos
esporos, 1 mL dessa solu¢do de esporos era retismgpticamente e diluido de 10 a 1000
vezes em solucdo aquosa estéril de Tween 80 (Oviv)%A suspensao resultante foi
transferida para camara de Neubauer (Prolab) metagem dos esporos. Para a inoculacao
dos fungos utilizou-se 1 mL da solugcdo de espasas @ncentracdo de esporos ajustada para
se obter 8,9 x foesporos/g de substrato seco para o fukapergillus niger (O4) e 7,2 x 18
esporos/g de substrato seco para o fuAggergillus fumigatus. Os experimentos foram
incubados em camara climatizada (Tecnal TE-410) &C3por 96 horas, com injecao de ar
umido, de forma a manter a umidade relativa dooainterior da camara maior que 90 %. A
coleta das amostras para determinagfes analiticam ffeitas no tempo de 96 horas de
fermentacéo.

Os métodos Extracdo e liofilizacdo das lipases terbenacdes das atividades de

esterificacdo foram os mesmos descritos anteridemenitem 3.2.2.
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Especificidade aos substratos de esterificacao

Conforme as Figuras 3 e 4 as especificidades danarnmofilizada produzida pelos
fungosAspergillus niger (O4) e Aspergillus fumigatus foram avaliadas em relacdo aos acidos
graxos (substratos) para a reacéo de esterific@#idcidos utilizados foram o acido laurico
(12:0), oleico (18:1) e butirico (4:0) (BRADO&al., 2002). O &lcool utilizado para a reacao

foi o etanol.

Alcodlise de 6leo vegetal utilizando lipases comatalisadores

Com o objetivo de mostrar a utilizacdo das lipasesrobianas na producédo de
biodiesel, as amostras 1, 2, 3 eAdpergillus niger- O4) e amostras 5, 6, 7 e 8spergillus
fumigatus) foram sebmetidas ao teste preliminar de aplicagdoenzima liofilizada na
alcodlise de dleo vegetal.

O oleo de soja (Bunge) foi escolhido como substeatser utilizado na alcodlise
enzimatica em solvente organico. Alcool etilico (bke 99 % de pureza) e n-hexano PA
(Merck) foram utilizados nos experimentos como #tabs e solvente organico,
respectivamente (FACCIO, 2004).

No procedimento experimental para reacdo, os enpetds foram realizados em
erlenmeyers de 250 mL fechados com tampa de visoquantidades de Oleo de soja,
solvente (n- hexano) e etanol foram fixadas em 40gmL e 150 ug, respectivamente; e a
guantidade de lipase foi de 231,5 pg. Os erlenmsepeam incubados em agitador rotativo
(shaker) a 200 rpm por 8 horas. ApGs decorridonopte de reacdo, as amostras foram
filtradas em papel filtro e levada a evaporacadsaleente em estufa na temperatura de 65 °C.

Para a determinacdo da conversdo da reacdo, astrasndsram previamente
preparadas (apos evaporacao do etanol ndo reayamitgferindo-se 250 puL da amostra para
baldo volumétrico de 10 mL completando o volume esheptano. Apds, transferiu-se uma
aliquota de 50 pL desta solucdo para um baldo ahicu de 1 mL, a fim de obter uma
concentracdo de 1000 mg/L e adicionou-se 50 pladedp interno (metil heptadecanoato) na
concentracdo de 250 mg/L, utilizando como solvarteptano.

Esta solucdo foi injetada (1 mL) em duplicata em cmmatégrafo gasoso nas
condicbes cromatograficas conforme EN14103 (20pb¥sibilitando a determinacdo do
percentual de ésteres etilicos nas amostras e qg@rgemente o valor da conversdo da

reacao.
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Em relacdo ao método cromatogréfico utilizado pgwantificacdo dos ésteres de
acidos graxos utilizou-se o apresentado pela EN3.4A@01).

A EEquacao 2 apresenta a expressao utilizada paranversoes.

(ZA)- Ad _ Cei xVe
X X

- 100 Equacéo 2
Adl

C=

Onde:
C = valor da conversao (%);

2A = area total de picos entre os padrées C14 elC24:

Aei = area correspondente ao pico do padréo int&ha:0;

Cei = concentracdo, em mg/mL, da solucéo de padté@mo, C17:0;
Vei = volume da solucdo de padréo interno adicioreadmostra;

W = massa da amostra (mg).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na metodologia apresentada no capituri@ntos resultados e suas

respectivas discussdes sdo mostrados ao longoadgstelo.

4.1 TEOR DE UMIDADE DO SUBSTRATO

O teor de umidade do farelo de soja e casca de feogan 12 % e 11 %,

respectivamente.

4.2 SELECAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE LIPASES COM
ATIVIDADE DE ESTERIFICACAO

Dos 5 fungos isolados do solo contaminado com diesel ( Q, O4. G5, Os € ),
apenas os fungos ;O(Aspergillus niger) e O produziram lipases com atividade de
esterificacdo. Ja com relacdo aos 10 fungos isslddafluente de industria de laticinios, (E
Es, B, Eo, Eio, Ei2, Ei3, Eie, Eis € Bg), apenas o fungo;Eproduziu lipase com atividade de
esterificacdo. A Tabela 2 apresenta as atividadessterificacdo dos fungos, (Aspergillus

niger), Os (Aspergillus sp.), B3 (Trichoderma sp.) eAspergillus fumigatus em 96 horas de
fermentacgdao.

Tabela 2- Resultados da atividade de esterificdo8dungos Q(Aspergillus niger), Os (Aspergillussp.), B3
(Trichoderma sp.) eAspergillus fumigatus

Fungo Tempo (h) AE (U/g) *
O, (Aspergillus niger) 0 272,76 £ 0,30
O4 (Aspergillus niger) 96 364,58 £ 0,30
Os (Aspergillussp) 0 363,91 +0,41
Os (Aspergillussp) 96 465,01 £ 0,41
E13(Trichoderma sp) 0 0
E13(Trichoderma sp) 96 61,49 + 1,64
Aspergillus fumigatus 0 32,38 £ 0,35
Aspergillus fumigatus 96 182,92 £ 0,47

*Resultados de médiatdepadrao
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Portanto, dos 16 fungos testados na etapa darrjaggenas os fungadsspergillus
niger (Og4), Os (Aspergillus sp.) , k3 (Trichoderma sp.) eAspergillus fumigatus produziram
lipase com atividade de esterificacdo, os quaianfoutilizados para a continuidade da
pesquisa.

Collaet al., (2009) estudaram a selecao de fungos filamest@spartir de efluente de
laticinios e solo contaminado com oleo diesel) ptoes de lipases com atividade hidrolitica
através de fermentacdo em estado solido. Os mellppoglutores de lipases com atividade
hidrolitica foram os fungoAspergillus (Es), isolado do efluente de laticinios, com atividade
lipolitica méaxima de 49,81 U, &spergillus niger (O,), isolado do solo contaminado com 6leo
diesel, com maxima atividade lipolitica de 45,49Adbos fungos apresentaram maximas
atividades apos oito dias de fermentacao.

No presente estudo observou-se que o fulgmergillus niger (Os) também foi o
microrganismo que se apresentou como o melhor toodie lipase com atividade de
esterificacdo. Assim, este microrganismo foi cagazproduzir lipases com atividade de
hidrolise e de esterificacdo por conter em suauesa capacidade de assimilar ambos os
compostos triglicerideos e acidos graxos, ou sejjase produzida foi capaz de catalisar
diferentes reacdes, isto pode ser atribuido asigiesl do meio reacional e propriedades
cataliticas como especificidade.

Muitas lipases possuem a capacidade de hidrolsatese de ésteres, porém o meio
no qual a enzima é produzida pode favorecer adatié de esterificacdo devido a
enancioseletividade ao substrato da reagdo (CHENHE 1989; TAWAKI E KLIBANOV,
1999).

Segundo Marek e Bednarski (1996), a presenca gledrideos ou acidos graxos de
cadeia curta no meio pode aumentar a secrecaazaeamlipoliticas pelo microrganismo.

Segundo Sabuquilleet al. (1998) as propriedades cataliticas das lipasesoco
seletividade e a estereoespecificidade, espeatieigosicional, especificidade ao substrato
dentre outras, podem ser de facil controle atrad@ésanipulacdo nas condi¢cdes das reacoes.
A dependéncia destas propriedades cataliticas commem reacional pode ser uma
consequéncia do complexo mecanismo de acédo dasedipaue envolvem mudangas
conformacionais em sua estrutura.

Pencreac’h e Baratti (2001) realizaram estudos @encgmpararam a atividade de 32
lipases comerciais em meio aquoso e em meio omademonstrando que ndo ha uma

relacdo fixa entre as atividades lipoliticas nos doeios, ou seja, hdo ha como prever a



61

atividade de uma enzima em meio organico baseamdonssua atividade em meio aquoso.
Estes resultados ressaltam a importancia de seéaestucapacidade catalitica de lipases
diretamente em meio organico e assim avaliar onp@kde aplicacdo destas enzimas em

biocatalise.

4.3 ESTUDO DE VARIAVEIS NA PRODUGAO DE LIPASE PELOS FUNGOS
PREVIAMENTE SELECIONADOS

Os fungosAspergillus niger (O4), Os (Aspergillus sp.), B3 (Trichoderma sp.)e
Aspergillus fumigatus foram os fungos previamente selecionados na etagdaagem como
produtores de lipase com atividade de esterificag@odo assim, estes microrganismos foram
utilizados no estudo de variaveis na producaopsés.

Inicialmente foi feito um planejamento fatorial dr@nario 2 para cada fungo
selecionado, onde as variaveis de estudo forandadai(50, 65 e 80 %), uréia (0, 1 e 2 %),
Oleo de soja (0, 1 e 2 %) e farelo de soja (70e 8D %). Em seguida, de acordo com as
significancias das variaveis obtidas nesse plarextonfoi necessario a realizacdo de outros

planejamentos.
4.3.1 Fungo Q(Aspergillussp.)
A Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento ewpetal (valores reais e

codificados) com os resultados da atividade deitstégdo do fungo © (Aspergillus sp.)
obtidos no planejamento fatorial fracionarfe'2
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Tabela 3- Resultados das atividades de esterificdgdungo Q (Aspergillus sp.) obtidos no planejamento
fatorial fracionario 2*

Variaveis

Ensaio Tempo (h) Umidade (%) Uréia (%) Oleo de Soja (% Farelo (%) AE (U/g) *

1 0 -1 (50) -1 (0) -1 (0) -1 (70) 0
1 96 -1 (50) -1 (0) -1 (0) -1 (70) 0
2 0 +1 (80) -1 (0) -1 (0) +1 (90) 0
2 96 +1 (80) -1 (0) -1 (0) +1 (90) 0
3 0 -1 (50) +1 (2) -1 (0) +1 (90) 0
3 96 -1 (50) +1 (2) -1 (0) +1 (90) 0
4 0 +1 (80) +1 (2) -1 (0) -1 (70) 0
4 96 +1 (80) +1(2) -1 (0) -1 (70) 43,43 + 8,17
5 0 -1 (50) -1 (0) +1 (2) +1 (90) 0
5 96 -1 (50) -1 (0) +1 (2) +1 (90) 0
6 0 +1 (80) -1 (0) +1 (2) -1 (70) 0
6 96 +1 (80) -1 (0) +1 (2) -1 (70) 12,72 £ 7,95
7 0 -1 (50) +1 (2) +1 (2) -1 (70) 0
7 96 -1 (50) +1 (2) +1 (2) -1 (70) 0
8 0 +1 (80) +1 (2) +1 (2) +1 (90) 0
8 96 +1 (80) +1 (2) +1 (2) +1 (90) 0
9 0 0 (65) 0() 0(2) 0 (80) 0
9 96 0 (65) 0() 0(1) 0 (80) 0
10 0 0 (65) 0() 0(1) 0 (80) 0
10 96 0 (65) 0() 0(2) 0 (80) 0
11 0 0 (65) 0() 0(2) 0 (80) 0
11 96 0 (65) 0() 0(2) 0 (80) 0
12 0 0 (65) 0() 0(2) 0 (80) 0
12 96 0 (65) 0(1) 0 (1) 0 (80) 0

*Resultados de médiatdesvio padrao

Observa-se na Tabela 3 que apenas os experimert@&apresentaram atividade de
esterificacdo de 43,43 Ulg e 12,72 U/g, respecterae) no tempo de 96 horas de
fermentacdo, sendo estas atividades considerad#s Imaikas em relacdo a atividade obtida
para este fungo na etapa de triagem (465,01 U/QQ&horas de fementacédo. Esta queda na

atividade pode ser atribuida as diferentes condigbeombinacdes das variaveis testadas no
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processo fermentativo, uma vez que na etapa dgmia meio de cultivo era padrao, e neste

planejamento as condi¢bes foram diferentes para eadaio, uma vez que 0s niveis das

variaveis estudadas e as interacdes que as var@xeicem umas sobre as outras podem ter
ocasionado a diminui¢do da atividade.

Com umidade de 50 % né&o foi observada atividadestierificacdo em nenhum dos
experimentos. Com 80 % de umidade (experimento$yferam observadas atividades de
43,43 U/g e 12,72 Ulg, respectivamente. Quando eocempos 0Ss experimentos 4 e 6,
verifica-se que ambos apresentam o mesmo teor ddadene de farelo de soja, logo, a
ocorréncia de atividade de esterificagcdo somensteseensaios pode estar atribuida a este
fato, e a maior atividade ocorrida (experiment@ddle estar relacionada a adigdo da uréia
como suplemento do meio, uma vez que o experin@ném continha uréia, mas por sua vez
continha oleo de soja, logo, o 6leo de soja tampéde ter influenciado nos valores das
atividades. Assim, o aumento da atividade de é&s#géo do experimento 6 para o
experimento 4 pode estar relacionada com a presEngaéia e a auséncia de 6leo de soja;
comportamento este curioso, uma vez que na etap@agem, na presenca 6leo de soja, as
atividades foram muito maiores que as obtidas ndasejamento. O mesmo comportamento
acontece quando avaliamos 0s pontos centrais, &s g8 ensaios apresentam as condi¢oes
de cultivo semelhantes as condi¢cdes usadas no fereientativo na etapa de triagem (em
relacdo ao percentual de farelo de soja e umidadey por sua vez ndo apresentaram
atividade de esterificacao.

A auséncia de atividade nos ensaios com 90 % e®fde soja pode ser atribuida a
possivel compactacdo do meio, uma vez que padicolato pequenas de substrato podem
ocasionar aglomeragédo do meio, ou seja, menor igaes e como consequéncia ocorre a

dificuldade de transferéncia de oxigénio.
4.3.2 Fungo Ez(Trichodermasp.)
A Tabela 4 apresenta a matriz do planejamento ewpetal (valores reais e

codificados) com os resultados da atividade deiséedo do fungo i (Trichoderma sp.)

obtidos no planejamento fatorial fracionarfe'2
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Tabela 4- Resultados das atividades de esterificdgdungo E; (Trichoderma sp.)obtidos no planejamento
fatorial fracionario 2*

Variasei

Ensaio Tempo (h) Umidade (%) Uréia (%) Oleo de Soja (%) Farelo (%)  AE (U/g) *

1 0 -1 (50) -1 (0) -1 (0) -1 (70) 0

1 96 -1 (50) -1 (0) -1 (0) -1 (70) 0

2 0 +1 (80) -1 (0) -1 (0) +1 (90) 0

2 96 +1 (80) -1 (0) -1 (0) +1 (90) 0

3 0 -1 (50) +1(2) -1 (0) +1 (90) 0

3 96 -1 (50) +1 (2) -1 (0) +1 (90) 0

4 0 +1 (80) +1(2) -1 (0) -1 (70) 0

4 96 +1 (80) +1 (2) -1 (0) -1 (70) 0

5 0 -1 (50) -1 (0) +1 (2) +1 (90) 0

5 96 -1 (50) -1 (0) +1 (2) +1 (90) 0

6 0 +1 (80) -1 (0) +1 (2) -1 (70) 21,87 +0
6 96 +1 (80) -1 (0) +1 (2) -1 (70) 65,19 + 17,15
7 0 -1 (50) +1 (2) +1 (2) -1 (70) 25,11 + 4,05
7 96 -1 (50) +1 (2) +1 (2) -1 (70) 59,16 + 4,16
8 0 +1 (80) +1 (2) +1 (2) +1 (90) 0

8 96 +1 (80) +1 (2) +1 (2) +1 (90) 35,52 + 4,33
9 0 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 0

9 96 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 0

10 0 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 0

10 96 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 0

11 0 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 0

11 96 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 0

12 0 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 0

12 96 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 0

*Resultados de médiatdesvio padrao

Observa-se na Tabela 4 que os experimentos 6 erésemparam atividade de
esterificacdo no tempo zero e 96 horas de ferm@&ota&co experimento 8 apenas no tempo de
96 horas. Os valores de atividade de esterificaggiaram de 21,87 U/g (experimento 6) a

65,19 U/g (experimento 6), sendo esta a maior datde obtida neste planejamento. Os
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valores de atividade obtidos neste planejamentfanferiores a atividade obtida para este
mesmo fungo na etapa de triagem (61,49 U/g) enogstde fementagéo, logo, os niveis das
variaveis estudados neste planejamento ndo forigiergés para gerar um aumento na
atividade de esterificacao.

Quando a umidade foi fixada em 50 %, somente orgmpato 7 apresentou atividade
no tempo zero e 96 horas de fermentacado, 25,11e89,16 U/g , respectivamente. Este
experimento era adicionado de 2 % de 6leo de 8dfade uréia e 70 % de farelo de soja.

Com a umidade fixada em 80 %, o experimento 6 aptes atividade no tempo zero
e 96 horas de fermentacdo, 21,87 U/g e 65,19 Wégpectivamente. Ja o experimento 8
apresentou atividade somente no tempo de 96 hereesrdentacéo (35,52 U/qg).

A obtencado de atividade de esterificacdo no temgro e 96 horas de fermentacao
verificadas nos experiementos 6 e 7 pode ser &db@ao fato destes experimentos
apresentarem as mesmas condi¢cdes de concentradBmdie soja (2 %) e farelo de soja (70
%). Logo, nas mesmas condi¢des estudadas de deel@ de soja, e aumentando a umidade
de 50 para 80 %, ocorreu aumento da atividadempdeero e 96 horas. A adicédo de 2 % de
uréia no experimento 7 pode ter interferido nosores de atividade, uma vez que as
atividades desse experimento no tempo zero e % Horam menores quando comparadas
com as atividades obtidas no experimento 6 no terepme 96 horas de fermentacéao.

Logo, o aumento da umidade, a adicdo de 2 % dedéanja e 70 % de farelo de soja
podem ter causado um aumento na atividade defiesteéio, tanto no tempo zero como no
tempo de 96 horas de fermentacdo, comportamene cpst pode ser visualizado nos
experimentos 6 e 7.

O comportamento do fungo;&(Trichoderma sp.) foi semelhante ao do fungg O
(Aspergillus sp.) em alguns aspectos, como, a maior atividatidaobcorreu no experimento
com 80 % de umidade e 70 % de farelo de soja,us@naia de atividade nos experimentos
dos pontos centrais. Mas diferiu no fato de apteseatividade de esterificacdo no
experimento 7 (50 % de umidade) e no experimeri@® 86 de farelo de soja).

Os fungos @ (Aspergillus sp.)e &3 (Trichoderma sp.) foram excluidos dos posteriores
planejamentos, uma vez que ambos apresentaram qaed#vidade de esterificacdo no
planejamento fatorial fracionarid2quando comparadas com as atividades obtidas na etap
de triagem.
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4.3.3 FungoAspergillus fumigatus

Planejamento Fatorial Fracionario 2*

A Tabela 5 apresenta a matriz do planejamento ewpetal (valores reais e
codificados) com os resultados da atividade deiiségdo do fungoAspergillus fumigatus
obtidos no planejamento fatorial fracionarft'2

Observa-se na Tabela 5 que os experimentos 6, I0,911 e 12 apresentaram
atividade de esterificagdo no tempo de 96 horafemeentacdo. Os valores de atividade de
esterificacao variaram de 104 U/g (experimento 83401 U/g (experimento 7), sendo esta a
maior atividade obtida neste planejamento. Os galode atividade obtidos neste
planejamento foram superiores a atividade obtida pste mesmo fungo na etapa de triagem
(182,92 U/g) em 96 horas de fementacdo, logo, wsimidas variavéis estudados neste
planejamento foram eficientes para gerar um aunremgdividade de esterificagéo.

Quando a umidade foi fixada em 50 %, somente orgrpato 7 apresentou atividade
de esterificacdo (587,01 U/g). Este experiment@direionado de 2 % de oOleo de soja, 2 % de
uréia e 70 % de farelo de soja. Ou seja, a maigidatle de esterificagdo ocorreu no
experimento com 0s menores niveis de umidade o fdeesoja e os maiores niveis de uréia e
6leo de soja. Avaliando individualmente o percelntigafarelo de soja, conclui-se que quanto
menor o percentual, maior a atividade de estecifioca

Com a umidade fixada em 80 %, somente o0 experinte@jaresentou atividade (104
U/g). Este experimento era adicionado de 2 % de dé soja, 0 % de uréia e 70 % de farelo
de soja.

Os experimentos 9, 10, 11 e 12 (pontos centraiv) @® % de umidade, 1 % de uréia,
1 % de 0leo de soja e 80 % de farelo de soja apsen atividade de esterificacdo no tempo
de 96 horas de fermentagao.

Diante dos resultados obtidos neste planejamew® dlaro que a umidade e o
percentual de farelo de soja apresentam grandeéifia na atividade de esterificacdo. E
possivel verificar que nenhum dos experimentos 86 de farelo de soja apresentaram
atividade. Com 70 % de farelo de soja ocorreuddile nos ensaios que apresentavam niveis
extremos de umidade (experimento 6 e 7), logoJagde destas variaveis pode influenciar
nos valores das atividades, isto pode também saddeem consideracdo para 0s pontos
centrais, 0s quais eram compostos de uma quantretateyamente maior de farelo de soja

(80 %) e obtiveram uma diminui¢cdo da atividade goaromparada ao experimento 7 (50 %
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de umidade e 70 % de farelo de soja), mas isto dampode estar relacionado com as
diferentes concentracdes de uréia e 6leo de sog@,pqr sua vez, exercem influéncia nas

atividades quando combinadas com as outras vasiavei

Tabela 5- Resultados das atividades de esterificdgdungoAspergillus fumigatus obtidos no planejamento
fatorial fracionario 2*

Variaveis

Ensaio Tempo (h) Umidade (%) Uréia (%) Oleo de Soja (%) Farelo (%)  AE (U/g) *

1 0 -1 (50) -1 (0) -1 (0) -1 (70) 0

1 96 -1 (50) -1 (0) -1 (0) -1 (70) 0

2 0 +1 (80) -1 (0) -1 (0) +1 (90) 0

2 96 +1 (80) -1 (0) -1 (0) +1 (90) 0

3 0 -1 (50) +1(2) -1 (0) +1 (90) 0

3 96 -1 (50) +1 (2) -1 (0) +1 (90) 0

4 0 +1 (80) +1(2) -1(0) -1 (70) 0

4 96 +1 (80) +1(2) -1(0) -1 (70) 0

5 0 -1 (50) -1 (0) +1 (2) +1 (90) 0

5 96 -1 (50) -1 (0) +1 (2) +1 (90) 0

6 0 +1 (80) -1 (0) +1 (2) -1 (70) 0

6 96 +1 (80) -1 (0) +1 (2) -1 (70) 104,00 + 46,69
7 0 -1 (50) +1 (2) +1 (2) -1 (70) 0

7 96 -1 (50) +1 (2) +1 (2) -1 (70) 587,01 +42,04
8 0 +1 (80) +1 (2) +1 (2) +1 (90) 0

8 96 +1 (80) +1 (2) +1 (2) +1 (90) 0

9 0 0 (65) 0(2) 0(2) 0 (80) 0

9 96 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 152,62 + 4,90
10 0 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 0

10 96 0 (65) 0(1) 0(1) 0 (80) 189,31 + 84,37
11 0 0 (65) 0(2) 0(1) 0 (80) 0

11 96 0 (65) 0(2) 0(2) 0 (80) 106,66 + 29,46
12 0 0 (65) 0(2) 0(2) 0 (80) 0

12 96 0 (65) 0 (1) 0 (1) 0(80) 254,68 +187,82

*Resultados de médiatdesvio padréo
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Diferentes estudos tém indicado que o uso de fampementar de carbono em FES
pode favorecer a sintese de diferentes enzimaac@elo com a aplicacdo desejada, o meio
basal pode ser diferentemente enriquecido para@icresto da cultura e/ou a producéo de
metabolitos, como as enzimas (KEMPIal., 2008; DI LUCCIOet al., 2004).

Rodriguezet al. (2006) pesquisaram diferentes 6leos como fonteadeono para o
crescimento ddrhizopus homothallicus e observarangue quando o 6leo é adicionado ao
meio de cultivo, o crescimento do microrganismocélexado, uma vez que a presenca de
triglicerideos ou acidos graxos podem aumentar caieg@o de enzimas lipoliticas pelo
microrganismo.

As maximas atividades de esterificacdo obtidasSilua et al. (2011) ocorreram com
a adicao de 6leo de soja ao meio de cultivo, tatii@ando farelo de mamona quanto torta de
babacu como substrato. O mesmo foi relatado pokeBu(2003) e Maldonadet al. (2002),
onde as melhores condi¢des de producdo de lipes® fas relativas a adicdo de 6leo de soja.

He e Tan (2006) obtiveram maxima producao de lip@g@andida sp. 99-125 com o
meio contendo Oleo de soja (4,187 %) atingindo atividade de 6230 U/mL.

De acordo com Montesinag al. (1996), substratos insoliveis como 6leo de soja
facilitam a associacdo de células, permitindo upidcdcrescimento celular na presenca de
acidos graxos e consequentemente uma maior atevillpéisica, quando esse crescimento
cessa.

Takac¢ e Marul (2008) relatam que o tempo necespari atingir a produ¢cdo maxima
de lipase é dependente do tipo de dleo vegetabugsado suplemento.

A Tabela 6 apresenta os efeitos estimados dasveai&gobre a atividade de

esterificacdo nos experimentos do PlanejamentaigbEsacionario 2.

Tabela 6- Efeitos estimados das variaveis sobtiwidade de esterificacdo nos experimentos do Rlamnto
Fatorial Fracionario?* para o fungd\spergillus fumigatus

Fonte de variacdo Efeitos estimados  Erro puro t(3) p
Média 116,18 18,04 6,43 <0,05
X1 -120,75 44,21 -2,73 > 0,05
X2 120,75 44,21 2,73 > 0,05
X3 172,75 44,21 3,90 <0,05
Xa -172,75 44,21 -3,90 <0,05

X.: Umidade; %:Uréia; X;:Oleo de soja; XFarelo de soja

A andlise estatistica dos resultados de atividadesterificacdo permitiu a obtencao

dos efeitos das variaveis estudadas.
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Na Tabela 6 verifica-se que as variaveis umidadg & farelo de soja (X
apresentaram efeitos lineares negativos, e asve@iaréia (%) e 6leo de soja (X
apresentaram efeitos lineares positivos. O maieitoehegativo foi observado na variavel
farelo de soja, ou seja, quanto menor o percentedbrelo se soja, maior a atividade de
esterificacdo; enquanto que o maior efeito positigorreu na variavel 6leo de soja, ou seja,
0s maiores valores de atividade ocorreram em nalgis de 6leo de soja.

A Tabela 6 indicou significancia (p<0,05) para asidveis 0leo de soja gXe farelo
de soja (%). Logo, para o nivel de confianca de 95 %, asivais Oleo de soja e farelo de

soja foram significativas no processo de produgilpases.

Planejamento Fatorial Completo 2

Neste planejamento as variaveis de estudo foramidade (50, 55 e 60 %), o 6leo de
soja (1, 2 e 3 %) e o percentual de farelo de &fja70 e 80 %). As variaveis Oleo de soja e
farelo de soja foram significativas no planejameffatorial fracionario 2* realizado
anteriormente. Ja a variavel umidade nao apreseasoltado significativo, mas devido a sua
importancia no processo de producédo de enzimasy-at pela continuidade de estudo dessa
variavel, uma vez que a umidade é um dos fatoresngais interferem na producédo das
enzimas quanto se utiliza fermentacdo em estadinsol

A umidade dos substratos solidos é considerada andimetro fundamental para a
transferéncia de massa (agua e solutos) atravesétldas microbianas (PANDE¥ al.,
2000).

A adicdo de dgua produz aumento de volume no stibstr que facilita sua utilizacao
pelos microrganismos. Entretanto, quando esta mizai® é excessiva ocorre diminuicdo na
transferéncia de e da producdo da enzima. Por outro lado, um baixel de umidade
reduz a difusdo dos nutrientes no substrato satiooinuindo a hidratagdo e aumentando a
tensdo da agua no substrato (BOTELdtAl., 2007).

O nivel de umidade adequado do substrato solidetérrdinado pela natureza do
material, pelo tipo de produto final desejado e pelcessidade do microrganismo. Portanto, a
determinacdo da quantidade de liquido necesséaapaanutencado da umidade do meio de
cutivo é fundamental para o sucesso do processcpm excesso de liquido no interior da
matriz sélida ocorre reducéo da porosidade do,lditainuindo a difusdo do oxigénio, além
de propiciar um ambiente mais favoravel a contagdinabacteriana e a formacéao de hifas

aéreas. Por outro lado, baixos niveis de umidadribstrato podem prejudicar o crescimento
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microbiano, uma vez que a difusdo dos solutos iGmigs) e de gas (oxigénio) sera
comprometida, podendo levar a falta de nutrientes acimulo de metabdlitos inibitorios do
crescimento (LONSANIEt al., 1985).

O alto conteudo de umidade inicial na matriz soldia fermentacdo mostra-se
necessario, uma vez que desde o momento do in@él® final da fermentagéo, este
diminuird devido a evaporacgéo acarretada pelo caédabdlico, ressaltando a necessidade de
um balanceamento do contetudo de agua no substgadde da FES (CHINNt al., 2008).

A Tabela 7 apresenta a matriz do planejamento ewpetal (valores reais e
codificados) com os resultados da atividade deiiségdo do fungoAspergillus fumigatus
obtidos no planejamento fatorial complefo 2

Observa-se na Tabela 7 que apenas os experimeet@sapresentaram atividade de
esterificacdo, o experimento 5 apresentou atividkdesterificacdo no tempo de 96 horas de
fermentacao, e o experimento 4 apresentou atividadempo zero e 96 horas.

Os valores de atividade de esterificacdo variaren8%l47 U/g (experimento 4) a
96,33 U/g (experimento 5), sendo esta a maiordatde obtida neste planejamento.

Quando a umidade foi fixada em 50 % somente o @rpato 5 apresentou atividade
de esterificagdo no tempo de 96 horas, enquant@ gx@erimento 4, no qual a umidade era
de 60 % apresentou atividade no tempo zero e 98shde fermentacdo, ou seja, com o
aumento da umidade percebeu-se um aumento daaalévigos dois tempos estudados. No
experimento 5, o qual era adicionado de 1 % de déesoja ocorreu a maior atividade no
tempo de 96 horas, assim, a menor nivel de Olema&dsb ocasionou maiores atividades de
esterificacao neste tempo de fermentacéo.

Quando a umidade foi fixada em 60 % e o fareloagja sm 60 % (expeimento 4),
ocorreu atividade nos dois tempos.

Observou-se que nesse planejamento houve uma queslaatividades quando
comparadas com as atividades obtidas no planejarfantial fracionario 2.

As maiores atividades obtidas no planejamentoifatfracionario 2™ ocorreram nos
ensaios com baixas umidades (50 e 65 %), mas @stpoctamento ndo ocorreu neste novo
planejamento, onde, ao tentar reproduzir os ensaos baixa umidade (50 e 60 %), as
atividades foram inferiores as obtidas anteriormgelaigo, devido a falta de continuidade de
producdo por este fungo, o mesmo foi excluido dostepiores estudos. Os fungos sao

passiveis de mutacdes genéticas, 0 que pode gaediar@oducdo de um ensaio para outro.
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Tabela 7- Resultados das atividades de esterificdgdungoAspergillus fumigatus obtidos no planejamento
fatorial completo 2

Variaveis
Ensaio Tempo (h) Umidade (%) Oleo de soja (% Farelo (%) AE (U/g) *
1 0 -1 (50) -1 (1) -1 (60) 0
1 96 -1 (50) -1 (1) -1 (60) 0
2 0 +1 (60) -1 (1) -1 (60) 0
2 96 +1 (60) -1 (1) -1 (60) 0
3 0 -1 (50) +1 (3) -1 (60) 0
3 96 -1 (50) +1 (3) -1 (60) 0
4 0 +1 (60) +1 (3) -1 (60) 35,47 +11,82
4 96 +1 (60) +1 (3) -1 (60) 43,45 + 3,97
5 0 -1 (50) -1 (1) +1 (80) 0
5 96 -1 (50) -1 (1) +1 (80) 96,33 + 56,19
6 0 +1 (60) -1 (1) +1 (80) 0
6 96 +1 (60) -1 (1) +1 (80) 0
7 0 -1 (50) +1 (3) +1 (80) 0
7 96 -1 (50) +1 (3) +1 (80) 0
8 0 +1 (60) +1 (3) +1 (80) 0
8 96 +1 (60) +1 (3) +1 (80) 0
9 0 0 (55) 0(2) 0 (70) 0
9 96 0 (55) 0 (2) 0 (70) 0
10 0 0 (55) 0 (2) 0 (70) 0
10 96 0 (55) 0 (2) 0 (70) 0
11 0 0 (55) 0 (2) 0 (70) 0
11 96 0 (55) 0 (2) 0 (70) 0
12 0 0 (55) 0 (2) 0 (70) 0
12 96 0 (55) 0 (2) 0 (70) 0

*Resultados de médiatdesvio padrao
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4.3.4 Fungo Aspergillus niger (O4)

Planejamento Fatorial Fracionario 2*

A Tabela 8 apresenta a matriz do planejamento ewpetal (valores reais e
codificados) com os resultados da atividade deitstgdo do fungoAspergillus niger (Os)
obtidos no planejamento fatorial fracionarf'2

Observa-se na Tabela 8 que todos o0s experimentesemparam atividade de
esterificacdo no tempo de 96 horas de fermentamémeto o experimento 6, o qual néo
apresentou atividade de esterificacdo duranteaddementacéo. Apenas 0s experimentos 1 e
2 apresentaram atividade de esterificacdo no terepmoe 96 horas de fermentacéao.

Os valores de atividade de esterificacdo obtidpemxentalmente variaram de 39,41
U/g (experimento 3) a 851,56 U/g (experimento 1xsemaiores atividades ocorreram nos
experimentos 1 e 5 no tempo de 96 horas de ferg@amte851,56 U/g e 543,51 Ulqg,
respectivamente, ou seja, quando a umidade faldixan 50 % e a uréia em 0 %.

Pode-se observar nesta tabela que mantendo-sedadarfixa em 50 % e o Oleo de
soja fixo em 0% (experimentos 1), ocorreu atividadeéeesterificacdo no tempo zero e 96
horas de fermentag&o, comportamento semelhanteeacoym os experimentos 5 e 7, onde a
umidade foi fixada em 50 % e o Oleo de soja em D%uquais apresentaram atividade de
esterificacdo no tempo de 96 horas de fermentacao.

Quando a umidade foi fixada em 50 % e a uréia &mn taimbém ocorreu atividade de
esterificacdo no tempo de 96 horas de fermentacdoe pode ser visto nos experimentos 1 e
5; 0 mesmo ocorreu com 0s experimentos 3 e 7, @s junham umidade de 50 % e 2 % de
uréia. Assim, quando a umidade foi fixada em 50 &i@entou-se o nivel de uréia de 0 para
2 %, ocorreu um decréscimo na atividade de estacdio no tempo de 96 horas de
fermentacao, o que pode ser visto nos experimént®ss e 7.

Quando a umidade manteve-se fixa em 50 % e o fatelsoja em 70 %, os
experimentos 1 e 7 apresentaram atividade de fesiedo, o0 mesmo ocorreu com 0S
experimentos 3 e 5, 0s quais apresentavam umiaafe % e 90 % de farelo de soja.

Quando a umidade foi fixada em 80 % e a uréia eth, Ds experimentos 4 e 8
apresentaram atividade de esterificagdo no temp66dboras de fermentacdo, 0 mesmo
ocorreu com experimentos 2 e 4, os quais a umidedéxa em 80 % e 0 Oleo de soja 0 %,
observa-se também que quando aumentou-se o niv&ade soja de 0 para 2 % e menteve-

se a umidade em 80 %, ocorreu um aumento na atevida esterificagéo, isto pode ser visto
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nos experimentos 2, 4 e 8. Os experimentos 2 e §uais tinham 80 % de umidade e 90 %
de farelo de soja, apresentaram atividade de fst€do no tempo de 96 horas de
fermentacdo. Quando se variou o nivel de farelsaja de 70 % para 90 % ocorreu um
aumento da atividade, isto pode ser visto nos @xpetos 2, 4 e 8.

Ja os experimentos dos pontos centrais com 65 eénittade, 1 % de uréia, 1 % de
Oleo de soja e 80 % de farelo de soja apresentatisidade de esterificacdo no tempo de 96
horas de fermentacao, estas em torno de 200 Ufgp@tamento semelhante foi relatado por
Ferrazet al. (2012) quando avaliaram a atividade de estecficade lipases obtidas por
Sporobolomyces ruberrimus via fermentacdo em estado sélido utilizando fadelsoja como
substrato. A maior atividade de esterificacdo ®ild3,48 U/g obtida em 60 % de umidade e
temperatura de 16 °C em 72 horas de fermentacgoidsedos ensaios com 60 % de umidade
e temperatura de 30 °C, estes com atividades ama tr 130 U/g. Assim, verifica-se que em
niveis intermediario de umidade é possivel prodilipases com altas atividades de
esterificacao.

Nota-se que o microrganismo tende a secretar nsagu@ntidades de enzima nos niveis
intermediarios de umidade e temperaturas. Isso msiar atribuido a dificuldade de
transferéncia de massa e calor em altos niveisnidade. O efeito da temperatura na
fermentacao pode estar relacionado ao fato de maemaior temperatura leva a uma elevada
gueda de umidade no meio. Como ja observado poryatitores, extremos de temperatura e
umidade reduzem a producéo de lipases (KAMINA.,1998).

Conclui-se que as maiores atividades de esterdi@wégram nos experimentos 1 e 5,
nos quais a umidade era de 50 % e sem a adicdoéte 8e comparar-mos esses dois
experimentos (1 e 5) com o experimento 2, o quabémn apresentou alta atividade, verifica-
se ao aumentar a umidade para 80 % também foivebsditer altos valores de atividades,
assim, verificou-se que a variavel umidade apreserfiuéncia no processo de producéo de
lipases com atividade de esterificacéo, logo, aifsi@ncia desta varidvel, como mostrado na
Tabela 9, justifica a importancia desta no procéssoentativo.

Altas atividades de esterificacdo também foramficadas nos experimentos 9, 10, 11
e 12 (pontos centrais), os quais apresentarandaties em torno de 200 U/g. Uma vez que
estes experimentos foram realizados com a adicaordla, faz-se um contraponto com as
altas atividades obtidas nos experimentos semcaa@die uréia (1, 2 e 5), assim, a variavel
uréia apresenta-se significativa para a obtencéaltde atividades de esterificacdo, o que

pode ser confirmado na Tabela 9.
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Tabela 8- Resultados da atividade de esterificdgdoangoAspergillus niger (O,4) obtidos no planejamento
fatorial fracionario 2*

Ensaio Tempo (h) Umidade (%) Uréia (%) Oleo de Soja (% Farelo (%)

Variaveis

AE (U/g) *

1
1

10
10

11
11

12
12

0
96

0
96

0
96

0
96

0
96

0
96

0
96

0
96

0
96

0
96

0
96

0
96

-1 (50)
-1 (50)

+1 (80)
+1 (80)

-1 (50)
-1 (50)

+1 (80)
+1 (80)

-1 (50)
-1 (50)

+1 (80)
+1 (80)

-1 (50)
-1 (50)

+1 (80)
+1 (80)

0 (65)
0 (65)

0 (65)
0 (65)

0 (65)
0 (65)

0 (65)
0 (65)

-1 (0)
-1 (0)

-1 (0)
-1 (0)

+1(2)
+1 (2)

+1(2)
+1 (2)

-1 (0)
-1(0)

-1 (0)
-1 (0)

+1(2)
+1 (2)

+1(2)
+1 (2)

0 (1)
0(1)

0(1)
0 (1)

0 (1)
0(1)

0 (1)
0(2)

-1 (0)
-1 (0)

-1 (0)
-1 (0)

-1 (0)
-1 (0)

-1 (0)
-1 (0)

+1 (2)
+1 (2)

+1 (2)
+1 (2)

+1 (2)
+1 (2)

+1(2)
+1 (2)

0 (1)
0(1)

0(1)
0 (1)

0 (1)
0(1)

0 (1)
0(2)

-1 (70)
-1 (70)

+1 (90)
+1 (90)

+1 (90)
+1 (90)

-1 (70)
-1 (70)

+1 (90)
+1 (90)

-1 (70)
-1 (70)

-1 (70)
-1 (70)

+1 (90)
+1 (90)

0 (80)
0 (80)

0 (80)
0 (80)

0 (80)
0 (80)

0 (80)
0 (80)

107,38 +£ 16,87
851,56 + 44,19

104,16 + 29,46
126,75 £ 5,78

0
39,41 + 44,59

0
53,97 + 46,25

0
543,51 + 35,69

0
0

0
51,51 + 11,56

0
235,83 + 23,57

0
231,37 +17,84

0
233,33 + 23,57

0
225,12 + 30,03

0
206,13 +17,84

*Resultados de médiatdesvio padrao
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A Tabela 9 apresenta os efeitos estimados dasveai&gobre a atividade de

esterificacdo nos experimentos do PlanejamentaibEsacionario 2.

Tabela 9- Efeitos estimados das variaveis sobtiwidade de esterificacdo nos experimentos do Rlamnto
Fatorial Fracionario?* para o fungd\spergillus niger (O,)

Fonte de variacdo Efeitos estimados  Erro puro t(3) p
Média 215,58 3,58 60,17 <0,05
X1 -266,55 8,77 -30,37 <0,05
Xz -232,38 8,77 -26,48 <0,05
X3 -7,32 8,77 -0,83 > 0,05
Xa -2,08 8,77 -0,23 > 0,05

X1 Umidade; %:Uréia; X;:Oleo de soja; XFarelo de soja

A partir da Tabela 9 verifica-se que todas as vargapresentaram efeitos lineares
negativos, ou seja, variando-se do nivel superama @ nivel inferior das variaveis, a
atividade de esterificagdo aumenta. Os maioresosef@bservados sobre a atividade de
esterificacdo foram das variaveis umidade e umdiaseja, os maires valores de atividade
ocorreram em niveis baixos destas. Embora as eisideo de soja e farelo de soja
apresentaram efeito negativo, estas nao foranfisigivas.

A Tabela 9 indicou significancia (p<0,05) para asaveis umidade (X e uréia (%).
Logo, para o nivel de confianca de 95 %, as vasawaidade e uréia foram significativas no
processo.

Apéds o conhecimento das variaveis que apresentseasignificativas na producéo de
lipase com atividade de esterificacdo atravées dgdiéspergillus niger (O,) no planejamento
fatorial fracionario 2*, fez-se necessario a realizacdo de um planejarfeorial completo
22, com o objetivo de seguir estudando a influéneis cariaveis que foram significativas no

processo de producgéo de lipase com atividade dafestcao.

Planejamento Fatorial Completo 3

Neste planejamento as variaveis de estudo forammidade (50, 60 e 70 %) e a
concentracdo de uréia (0, 1 e 2 %), uma vez qas eatidveis mostraram-se significativas no
planejamento fatorial fracionario*2 realizado anteriormente, assim, estas duas visiave
foram objeto de estudo para esse novo planejamealiaado para o fungéspergillus niger
(O4). Neste planejamento as variaveis Oleo de sojareeptual de farelo de soja foram
fixados em 1 e 80 %, respectivamente, e deslocas-séveis estudados de umidade e uréia
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A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento rexeetal (valores reais e
codificados) com os resultados da atividade deitstedo do fungAspergillus niger (Oy)
obtidos no primeiro planejamento fatorial compl2to

Tabela 10- Resultados das atividades de este@ficdg fungoAspergillus niger (O4) obtidos no primeiro
planejamento fatorial completg 2

Variaveis

Ensaio Tempo (h) Umidade (%) Uréia (%) AE (U/g) *
1 0 -1 (50) -1 (0) 0
1 96 -1 (50) -1 (0) 0
2 0 +1 (70) -1 (0) 47,57 + 25,48
2 96 +1 (70) -1 (0) 112,15 + 11,93
3 0 -1 (50) +1 (2) 0
3 96 -1 (50) +1 (2) 0
4 0 +1 (70) +1 (2) 46,22 + 16,50
4 96 +1 (70) +1 (2) 121,21 + 4,01
5 0 0 (60) 0 (1) 0
5 96 0 (60) 0 (1) 66,40 + 3,90
6 0 0 (60) 0(1) 0
6 96 0 (60) 0(1) 51,23 +11,82
7 0 0 (60) 0(1) 0
7 96 0 (60) 0(1) 2476 +0
8 0 0 (60) 0(1) 0
8 96 0 (60) 0(1) 31,81 +7,95

*Resultados de médiatdesvio padréo

Observa-se na Tabela 10 que os experimentos 2 presemtaram atividade de
esterificacdo no tempo zero e 96 horas de ferm@ntagnquanto que os experimentos do
ponto central (5, 6, 7 e 8) apresentaram atividsol@ente no tempo de 96 horas de
fermentacdo. Os valores de atividade obtidos neste planejamento para o fungo
Aspergillus niger (O4) foram inferiores as atividades obtidas no planejto fatorial
fracionario 2 Assim, os niveis das variavéis estudados nesteejpimento ndo foram
eficientes para gerar um aumento na atividade teefesacao.

Os valores de atividade de esterificacdo variaren24176 U/g (experimento 7) a

121,21 U/g (experimento 4), sendo esta a maioidaiile obtida neste planejamento.
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Os experimentos (1 e 3) em que a umidade era fixab@ % ndo apresentaram
atividade de esterificacdo em nenhum dos tempadadbs, enquanto que os experimentos (2
e 4), os quais a umidade era de 70 % apresentdradade no tempo zero e 96 horas de
fermentacdo, estes dois experimentos diferem-seaape adicdo de uréia, assim, verifica-se
gue o experimento 4, o qual era adicionado detfioéb que apresentou a maior atividade de
esterificacdo, logo, niveis altos de uréia ofereadtas atividades, neste caso, quando a
umidade foi fixada em 70 %.

Ja os experimentos do ponto central, em que a deiela fixa em 60 % e a uréia fixa
em 1 % apresentaram atividade somente no tempo6deofas. Estas atividades foram
consideradas baixas quando comparadas com as ttos eMperimentos no tempode 96h,
isto pode ser atribuido ao decréscimo da umidaae, vez que ndo ocorreu atividade nos
experimentos em que a umidade foi fixada em 50 &gp,l conclui-se que para esse
planejamento o maior nivel de umidade estudadoofonelhor (70 %). Comportamento
semelhante ocorreu em estudo feito por Di Luetia. (2004), que indicaram a necessidade
de 70 % de umidade em suporte inerte em farelojdgara a producéo de lipases por FES.

A Tabela 11 apresenta os resultados da analiseadi@neia para as atividades de
esterificacdo no tempo de 96 horas obtidas pelgofdspergillus niger (O4) no Planejamento
Fatorial Completo 2

Tabela 11- Analise de variancia para as atividaéessterificacdo no tempo de 96h obtidas pelo fungo
Aspergillus niger (O,) no Planejamento Fatorial Completo 2

Soma dos Graus de Quadrados
quadrados liberdade meédios Fcalculado
Regressao 4924,43 3 1641,47 5,37
Residuo 1222,16 4 305,54
Falta de ajuste 150,09 1
Erro puro 1072,06 3
Total 6146,60 7
Fiab,3.4, 95 0= 6,59 “R0,80114

Como Fcalculado € menor que o Ftabelado (5,379 6&® ha validacdo do modelo
pela analise de variancia (ANOVA), logo, ndo fospiwel construir a superficie de resposta.

A Tabela 12 apresenta os efeitos estimados dagve#si sobre a atividade de
esterificacdo nos experimentos do Planejamentaigb@ompleto 3.
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Tabela 12- Efeitos estimados das variaveis sohtwidade de esterificacdo nos experimentos doefdarento
Fatorial Completo 2para o fungdspergillus niger (O,)

Fonte de variacdo  Efeitos estimados  Erro puro t(3) p
Média 39,22 6,68 5,86 <0,05
X1 69,78 18,90 3,69 <0,05
X2 5,20 18,90 0,27 > 0,50
X1.X> 5,20 18,90 0,27 > 0,50

X1: Umidade; %:Uréia

A Tabela 12 indicou significancia (p<0,05) apenasafa variavel umidade (p<0,03).

A partir desta tabela verifica-se que ambas aswveis apresentaram efeitos lineares
positivos, ou seja, variando-se do nivel inferiargpo nivel superior da variavel, a atividade
de esterificacdo aumenta. O maior efeito obsergatdoe a atividade de esterificacao foi o da
umidade (69,78), ou seja, a atividade aumenta g&889 variando-se a umidade de 50 %
para 70 %, logo, os maires valores de atividadere@n no maior nivel de umidade
estudado. Embora o efeito da uréia tenha sidoiposéste ndo foi significativo.

Como as atividades obtidas nesse planejamento faméemores aos valores das
atividades obtidas no planejamento fatorial fragiam 2 fez-se necessario a realizacdo de
um novo planejamento?2a fim de tentar recuperar as altas atividadesda®tino
planejamento fatorial fracionarid® e para isso, fixou-se a umidade e a uréia em B00%
%, respectivamente (condi¢oes dos ensaios em queeam as maiores atividades) e variou-
se os niveis de 0Oleo de soja e farelo de soja.

A Tabela 13 apresenta a matriz do planejamento rexpetal (valores reais e
codificados) com os resultados da atividade deitstedo do fungAspergillus niger (Oy)
obtidos no segundo planejamento fatorial compléto 2

Observa-se na Tabela 13 que os experimentos 1,53,74e 8 apresentaram atividade
de esterificacdo no tempo de 96 horas de fermemtag@uanto que os experimentos 2 e 6
nao apresentaram atividade em nenhum dos tempos.

Os valores de atividade de esterificacdo variararh3dU/g (experimentos 3 e 7) a 23
U/g (experimentos 1, 4, 5 e 8).

Verifica-se também que os ensaios com 70 % deofaeelsoja somente apresentaram
atividade na auséncia de Oleo de soja, jA os ewprtos com 90 % de farelo de soja
apresentaram atividades na presenca e auséndeod#gedsoja.

Os experimentos 1 e 5, 0os quais seguem as mesmdig@s de umidade, uréia, 6leo

de soja e farelo de soja apresentaram atividadetoema de 23 U/g, sendo esta atividade
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muito inferior as obtidas nessas mesmas condigdgsamejamento fatorial fracionarid™2
(experimento 1), logo, ndo foi possivel recupesaaltas atividades.

Tabela 13- Resultados das atividades de esteéficdq fungo @QAspergillus niger (O,) obtidos no segundo
planejamento fatorial completd 2

Variaveis

Ensaio Tempo (h) Oleo de soja (% Farelo de soja (% AE (U/g) *
1 0 -1 (0) -1 (70) 0
1 96 -1 (0) -1 (70) 23,18 + 3,73
2 0 +1 (2) -1 (70) 0
2 96 +1 (2) -1 (70) 0
3 0 -1 (0) +1 (90) 0
3 96 -1 (0) +1 (90) 19,11+ 7,35
4 0 +1 (2) +1 (90) 0
4 96 +1(2) +1 (90) 23,18 + 3,73
5 0 -1 (0) -1 (70) 0
5 96 -1 (0) -1 (70) 23,78 + 4,24
6 0 +1 (2) -1 (70) 0
6 96 +1 (2) -1 (70) 0
7 0 -1 (0) +1 (90) 0
7 96 -1 (0) +1 (90) 19,530
8 0 +1 (2) +1 (90) 0
8 96 +1 (2) +1 (90) 23,55 + 4,20

*Resultados de média + desvio padrédo

Ja que a reproducdo dos experimentos 1 e 5 nojataeeto fatorial completo?2io
fungo Aspergillus niger (O4) ndo foi possivel, surgiu a alternativa de teréauperar entdo as
atividades obtidas nos pontos centrais do planejtorfatorial fracionario 2" tanto para o
fungoAspergillus niger (O4) como para o fung8spergillus fumigatus.

A perda da capacidade do fungo na producdo deeBppede estar relacionada a
deplecdo dos meios de manutencao durante o arnrmagetta Ainda, pode haver o acumulo
de certos metabdlitos, os quais diminuem a prouiatile da cultura. A perda de capacidade
do fungo durante os periodos de manutencdo podessdyvida através da utilizacdo de meios
de reativacdo, contendo como Unica fonte de carbassimilavel os Oleos vegetais
(MAKHSUMKHANOV et al., 2003).
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4.4 AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE DAS LIPASES FRENTE A DIFERENTES
ACIDOS GRAXOS E USO DAS MESMAS EM REACOES DE ALCOOLISE

As taxas de reacdes de sintese e o0 método de dosgatividade sdo controlados
por diferentes variaveis, tais como, a fonte eddide catalitica da enzima, o tipo de reacéo, o
substrato, e o solvente usado, bem como a tempee(&uizet al., 2008). Baseando-se nisso,
0 presente trabalho realizou a avaliacdo do etltdiferentes acidos na atividade catalitica
da lipase produzida através de fermentacdo emoes@didio, uma vez que altos rendimentos
nas reacgdes de esterificagdo comegam pela esavlheid da reacgao.

A Tabela 14 apresenta a atividade de esterificdgd@angoAspergillus niger (Oy).

Tabela 14- Resultados das atividades de esteiéficdq fungoAspergillus niger (Oy).

Amostra Identificacdo Tempo (h) AE (U/g) *
1 A 96 185,52 + 56,09
1 B 96 0
1 C 96 125,47 + 16,73
2 D 96 119,39 + 59,69
2 E 96 0
2 F 96 112,73 + 51,05
3 G 96 451,500
3 H 96 0
3 I 96 661,43 £ 15,93
4 J 96 450,59 + 17,46
4 L 96 0
4 M 96 514,19 + 52,29

*Resultados de média + desvio gadr
Amostra 1 = meio de cultivo cphi 4,5, liofilizacdo com o meio (PES)
Amostra 2 = meio de cultivo cphid,5, extracao e liofilizacdo
Amostra 3 = meio de cultivo sajuste de pH, liofilizacdo com o meio (PES)
Amostra 4 = meio de cultivo sajuste de pH, extracao e liofilizacdo
Identificacdo A, D, G e J = cagido oleico
Identificacdo B, E, H e L = céwmido laurico
Identificacdo C, F, | e M = cdido butirico

A partir da Tabela 14 observa-se que todas as easoapresentaram atividade de
esterificacdo em 96 horas de fermentacdo com &béimo (A, D, G e J) e com &cido butirico
(C, F, I e M), enquanto que com acido laurico nemhuwas amostras apresentou atividade.

Dessa forma, verifica-se que as amostras apreaentainidade por acidos de cadeia curta
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(C4:0) e cadeia longa (C18:1) em presenca de etanquanto que com o acido de cadeia
média (C12:0) n&o ocorreu afinidade por nenhumanhesstras.

A amostra 1, em que o meio de cultivo era com fiHedfeito a liofilizacdo com meio
(PES) apresentou maior atividade de esterificagfo @ acido oleico (A), 0 mesmo ocorreu
com a amostra 2 (D) em que o pH também era de dfeito a extracdo e liofilizacdo das
enzimas, logo, as enzimas produzidas nestas casdigg@ pH apresentaram maiores
afinidades pelo acido oleico, ou seja, acidos dkeiealonga (C18:1). No entanto, a enzima
apresentou bons resultados quando sua atividadeeftida em meio contendo acido butirico,
pois também apresentaram altas atividades (C esBs em torno de 100 U/g. As maiores
atividades obtidas em rea¢fes contendo acido ofeide ser atribuida ao fato de o meio de
cultivo ser suplemetado com 6leo de soja, uma vezesgte triglicerideo apresenta em sua
estrutura a maioria de cadeias C18:2.

A amostra 3, em que o pH do meio n&o foi ajustatite a liofilizagdo com o meio
(PES) apresentou maior atividade de esterificag@o @ acido butirico (I), 0 mesmo ocorreu
com a amostra 4 (M) em que o pH do meio tambémfm&mustado mas feito a extracdo e
liofilizacdo das enzimas, logo, as enzimas prodgieim meio de cultivo sem ajuste de pH
apresentaram maiores afinidades pelo acido butioiecseja, acidos de cadeia curta (C4:0).
No entanto, a enzima apresenta bons resultadoglguara atividade € medida em meio
contendo &cido oleico, pois também apresentaraam attvidades (G e J), estas em torno de
450 U/g; logo, isso pode ter ocorrido devido alsmentacdo do meio com 6leo de soja.

Assim, o meio de cultivo sem ajuste de pH foi ahoelcondicdo para a reacao de
esterificacdo, uma vez que as maiores atividadesdlerificacdo obtidas das lipases
produzidas pelo fungéspergillus niger (O4) aconteceram nestes ensaios (amostras 3 e 4),
tanto com o acido oleico como com o acido butir@ssim percebe-se que as etapas de
liofilizacdo com o meio (PES) e a extracao e lipditdo das enzimas ndo apresentaram muita
influéncia sobre as atividades, ja que estas faiéas. As maiores atividades aconteceram na
amostra 3 tanto com acido oleico como com o acidoito, ou seja, nas condi¢cdes em que 0
pH do meio ndo foi ajustado e feito a liofilizagdmm o meio (PES), uma vez que essa semi
imobilizacdo pode conferir uma certa protecao auestr da enzima.

Comportamento semelhante foi relatado po Saval. (2011), onde obsevaram que
lipases obtidas dBenicillium brevicompactum em torta de babacgu, a qual apresenta em sua
composicao acidos graxos de cadeia média C12:@5mo0strou maior afinidade quando o
meio no qual esta interagindo é de cadeia long®:(¢¥m presenca de etanol, 0 mesmo

ocorreu utilizando o farelo de mamona, onde, a®rsaiatividades ocorreram na presenca de
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alcool de cadeia curta (etanol). Em reagfes cododmitirico e com acido laurico, utilizando
o farelo de mamona como substrato, as lipases tarapgesentaram maior especificidade por
alcoois de cadeia curta (etanol).

Comportamento similar foi relatado por Ferehal. (2010), onde o emprego do acido
butirico resultou nas maiores atividades lipasicas) um pico de atividade de 446,50 U/g
para a enzima produzida p@enicillium crustosum utilizando farelo de soja como substrato,
reagindo com metanol como alcool. Essa mesma anapmesentou a segunda maior
atividade lipasica de 362,16 U/g quando da utiimago acido butirico reagindo com etanol
como alcool. Com o &cido laurico, a enzima produzdn meio contendo farelo de soja
apresentou atividade de esterificagcdo de 8,72 8514/g, quando empregado metanol e
etanol, respectivamente. Esse fato pode ser dewidoaior especificidade das enzimas
avaliadas para acidos graxos de cadeia longa masas como o acido oleico, e nédo
saturados, como o acido laurico.

Comportamento semelhante foi observado por Sman{@@10), na producgéo de lipases
sintéticas por fermentacdo submersa (FS), em ntéipando Sporobolomyces ruberrimus.
As enzimas apresentaram maior especificidade eapdelao acido graxo de cadeia curta e ao
alcool de menor cadeia carbdnica. O emprego da dmidirico resultou na maior atividade
lipasica de 404,3 Ulgratw liofilizadoP@ra o extrato enzimatico bruto com metanol.

A especificidade da lipase imobilizada Meicor sp. em relacdo a acidos graxos de
cadeia curta (acidos propidnico, butirico e camoioi avaliada por Abbas e Comeau (2003).
Todos os acidos graxos foram capazes de realizaa@io de esterificacdo empregando
diversos alcoois. Contudo, as maiores taxas emamdos reacionais foram observados para o
acido com maior numero de carbono (caproico).

Trabalhos encontrados na literatura avaliando aocffspidade de lipases em relacdo a
acidos graxos com diferentes cadeias carbonicageeshrelatam maior especificidade dessas
enzimas em relacdo a acidos graxos de cadeia méolga (C8 a C16), podendo-se citar 0s
trabalhos desenvolvidos por Sun e Xu (2009) e Whnh (2008).

Existem poucas referéncias na literatura em relacafinidade de lipases microbianas
nao-comerciais por substratos de cadeia curtajgaegsas moléculas podem exercer efeitos
inibitorios sobre a enzima (ABBAS e COMEAU, 200ZYJLMAZ e GEZER, 2010).

Rua e Ballesteros (1994) ressaltam que a diferé@gdividade obtida por uma mesma
lipase em meios reacionais diferentes pode edtiorada com o numero de moléculas da
enzima presente no meio reacional. Assim, ficaoclque a reacdo de esterificacdo €

dependente diretamente da concentracdo das lippsesentes em cada extrato.
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Consequentemente, a presenca de isoenzimas com@dasmente em biocatalisadores
brutos, enzimas hidroliticas e misturas complexassdenzimas podem estar presentes em
algumas lipases adquiridas comercialmente (MARIAI., 2002; MARIA e SINISTERRA,
1999). Bertoliniet al. (1995) descrevem que em sua estrutura a lipase podsuir
mecanismos capazes de promover sua adaptacao emantks ambientes reacionais com
diferentes tipos de substratos, conseguindo adsiidaale em diferentes meios reacionais.

A especificidade das lipases € controlada pelagrigdades moleculares da enzima,
estrutura do substrato e por fatores que afetagagdlo enzima-substrato (hidratacdo estérica
e interacdes hidrofobicas) (JENSEN, 1983).

A Tabela 15 apresenta a atividade de esterificdodangoAspergillus fumigatus, e a
partir desta observa-se que todas as amostraeafaesn atividade de esterificacdo em 96
horas de fermentacdo com acido oleico (N, Q, T;&d o acido butirico somente a amostra
7 (V) apresentou atividade, enquanto que com &ad&wmico nenhuma das amostras
apresentaram atividade, ou seja, as amostras afmesa maiores afinidades por acido de
cadeia longa (C18:1) em presenca de etanol.

A maior atividade com o &cido oleico aconteceumasdra 5 (395,43 U/g), na qual o
meio de cultivo era com pH 4,5 e feito a liofiliZaccom o meio (PES), seguido das amostras
6, 7 e 8, as quais apresentaram atividades em twr®/5 U/g. Assim, verifica-se que as
condicbes de pH, extracéo e liofilizacdo das enzimdiofilizacdo com o meio (PES) nao
influenciaram a especificidade da enzima produzde fungoAspergillus fumigatus em
relacdo ao acido oleico, ja que todas as amospasentaram altas atividades com esse
acido.

No meio de cultivo com pH 4,5 (amostras 5 e 6) agomatividade com o acido oleico
ocorreu na amostra em que fez-se a liofilizacdo commeio, logo, esta etapa pode ter
contribuido para a obtencdo da maior atividade anessdicdo de pH. Ja em relacdo as
amostras em que nao fez-se o ajuste do pH do ramiostras 7 e 8), as atividades com o
acido oleico foram praticamente a mesma, logopadicdes destes ensaios ndo afetaram nas
atividades em relacéo a este acido.

Em relacdo a amostra 7, em que o pH do meio naajdstado e feito a liofilizacéo
com o meio (PES), a maior atividade ocorreu contidoabutirico (410,75 U/g), logo, a
enzima produzida pelo fungéspergillus fumigatus nestas condi¢cdes apresentou maior
afinidade pelo acido butirico (C4:0), uma vez quetigidade obtida foi maior que a obtida
com o acido oleico nesta mesma amostra. No entar@ozima também apresentou afinidade

pelo acido oleico, pois também apresentou altaidatie. Comportamento semelhante
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aconteceu com o fungaspergillus niger (O4), 0 qual também apresentou maiores atividades
na amostra em que o pH do meio n&o foi ajustadate & liofiizacdo com o meio (PES),

logo, essa semi imobilizac&o pode ter exercido cenia protecdo a enzima.

Tabela 15- Resultados das atividades de estegficdq fungoAspergillus fumigatus.

Amostra ldentificacdo Tempo (h) AE (U/g) *
5 N 96 395,43 £8,41
5 O 96 0
5 P 96 0
6 Q 96 375,48 £ 12,65
6 R 96 0
6 S 96 0
7 T 96 37454+ 0
7 U 96 0
7 Vv 96 410,75 + 25,88
8 X 96 374,88 £ 7,97
8 z 96 0
8 wW 96 0

*Resultados de média + desvio padr
Amostra 5 = meio de cultivo cphi 4,5, liofilizacdo com o meio (PES)
Amostra 6 = meio de cultivo cpkid,5, extracao e liofilizacdo
Amostra 7 = meio de cultivo sajuste de pH, liofilizacdo com o meio (PES)
Amostra 8 = meio de cultivo sajuste de pH, extracao e liofilizacdo
Identificacdo N, Q, T e X = cdwido oleico
Identificagdo O, R, U e Z = cémido laurico
Identificacdo P, S, V e W = cénido butirico

Ja que todas as amostras (1, 2, 3, 4, 5, 6, agr8%entaram resultados de atividade de
esterificacdo, estas foram submetidas ao testengral de aplicacdo da enzima na alcodlise
de Oleo vegetal.

A Tabela 16 apresenta as conversdes obtidas ndlias&e@nzimatica do 6leo de soja

em solvente organico do fundspergillus niger (O4) e Aspergillus fumigatus.
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Tabela 16- Conversdes obtidas na alcodlise enziendt 6leo de soja em solvente organico do fungo
Aspergillus niger (O,4) e Aspergillus fumigatus.

Amostra Microrganismo Conversao (%)*
1 Aspergillus niger 1,76 £ 0,19
2 Aspergillus niger 5,32+ 0,55
3 Aspergillus niger 0,75+0,11
4 Aspergillus niger 2,04 +0,21
S Aspergillus fumigatus 2,55 + 0,40
6 Aspergillus fumigatus 2,28 +0,31
7 Aspergillus fumigatus 2,19+ 0,28
8 Aspergillus fumigatus 1,57 +0,14

*Resultados dedmét desvio padréao

Amostra 1le 5 =ionge cultivo com pH 4,5, liofilizagdo com o0 melKES)
Amostra 2 e 6=ionge cultivo com pH4,5, extracéo e liofilizacao

Amostra 3 e 7 simde cultivo sem ajuste de pH, liofilizacdo comeio (PES)
Amostra 4 e 8 simde cultivo sem ajuste de pH, extracéo e lzHiigo

Observa-se na Tabela 16 que todas as amostragatarasn conversao.

Avaliando as conversfes obtidas nas amostras dgo fdapergillus niger (Og)
verifica-se que a maior conversado ocorreu na am@s{b,32 %), na qual o pH do meio foi
ajustado em 4,5 e feito a extragao e liofilizacée enzimas, seguido da amostra 4 (2,04 %),
na qual o meio de cultivo era sem ajuste de pHte &eextracao e liofilizagcdo das enzimas,
logo, o ajuste de pH pode ter influéncia sobreas/ersdes ja que as etapas de extracédo e
liofilizacdo foram feitas em ambas as amostras. @mo comportamento ocorreu com as
amostras 1 e 3, as quais foram liofilizadas cometomde cultivo, onde a maior conversao
ocorreu na amostra com meio de cultivo com pH 4,55(%).

Observando as etapas de extracéo e liofilizaca®zisnas e a etapa de liofilizacdo
com o meio de cultivo verifica-se que as maiorasvers0es aconteceram nas amostras em
que foram feitas a extracao e liofilizacdo da emasinfamostras 2 e 4), logo, estas etapas
mostraram-se mais eficiente para gerar maioresetsges.

Dessa forma, a lipase produzida pelo fudgpergillus niger (O4) que apresentou
maior conversao foi nas condicbes de meio de culkm pH 4,5 seguido da extracao e
liofilizacdo da enzima.

Ja para o fung@spergillus fumigatus verifica-se que a maior conversao ocorreu na
amostra 5 (2,55 %), na qual o pH do meio foi aplstam 4,5 e feita a liofilizacdo com o
meio de cultivo, seguido da amostra 6 (2,28 %)tqu&éem apresentava pH do meio de 4,5
mas com a etapa de extragdo e liofilizacdo dasmaszi Quando foi feito a extracdo e
liofilizacdo das enzimas (amostras 6 e 8) a maoversao ocorreu nha amostra 6, na qual o
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pH do meio foi ajustado em 4,5. Quando foi feitdicdilizacdo com o meio de cultivo
(amostras 5 e 7) a maior conversado ocorreu na eanost qual o pH do meio também era
ajustado em 4,5, logo, o ajuste do pH do meio é&nmstrou-se eficiente para gerar maiores
conversdes, ja que quando o meio de cultivo era &aste de pH aconteceu as menores
conversoes.

Dessa forma, a lipase produzida pelo fugpergillus fumigatus que apresentou
maior conversao foi nas condicoes de meio de cuttbm pH 4,5 seguido da liofilizacdo com
meio.

Assim, verifica-se que ajustando o pH do meio eag, conversdes foram maiores,
tanto para o fungéspergillus niger (O4) como para o fungéspergillus fumigatus.

As baixas conversfes obtidas para ambos os migiergas pode ser atribuida a
utilizacdo de uma condicdo previamente otimizada Faxcio (2004), uma vez que estas
condi¢cbes foram otimizadas para uma enzima conméhmaozym 435). Melhores resultados
podem ser obtidos fazendo-se ajustes nesta metpalolmomo, aumentar a quantidade de
enzima, tipo de triglicerideo, tempo de reacaol\eeste.

Faccio (2004) realizou estudo da producéao de ésttiicos a partir da alcodlise de
Oleos vegetais. Para o sistema 6leo de soja —LipeayM, a maior conversao (95,6 %) foi
obtida na condicdo de menor temperatura (35 °GRoranolar 6leo:etanol (1:3), maior
concentracdo da enzima (20 % p/p) e concentrac&gue de 10 % p/p. J& para o sistema
Oleo de soja- Novozym 435 a a maior conversédo (%d),8oi obtida na condicdo de maior
temperatura (65 °C), maior razdo molar oOleo:etéhdl0), menor concentracdo da enzima (5
% p/p) e menor concentracdo de agua (0 % p/p).

A razdo molar o6leo:alcool é uma das variaveis niaiportantes que afetam o
rendimento de ésteres de acidos graxos. Kusdi&aka (2001) sugerem que razdes molares
mais altas de Oleo:alcool resultem em uma reacdmdsesterificacdo mais eficiente, devido
talvez a0 aumento da &rea de contato entre aldaglieerideos.

As maiores conversfes obtidas por Sival. (2011) foram de 15, 6 % para uma
enzima precipitada obtida a partir da torta de @abaor Penicillium brevicompactum,
seguido de uma conversao de 6,5 % também paranzimageprecipitada a partir de farelo de
mamona porPenicillium brevicompactum. Toda-via, a etapa de precipitagdo pode ter
influenciado em uma maior conversao, ja que estedoégode aglomerar somente enzimas
com maior poder catalitico, ou seja, as enzima®ezim auséncia de possiveis interferentes
gue se liguem ao sitio ativo da enzima , fazendo goe a reacdo nao ocorra, cabe ressaltar

que as enzimas foram imobilizadas em alginato dmsbcarvao ativado.
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Dessa forma, para ocorrer um aumento nas conveds@esnzimas utilizadas neste
trabalho, podem-se empregar métodos como predpitaq imobilizacdo, as quais podem
preservar o poder catalitico da enzima. Diferesisiemas reacionais também podem ser
testados visando o aumento da conversao do processo

A técnica de precipitagdo das proteinas com sat®nsiderada uma ferramenta
importante para a concentracdo de proteinas. Bss®gso de concentragdo promove a
separacao das proteinas da maioria dos demais stoapin meio, facilitando os processos
subsequentes (MARTINS, 2001).

Zenevicz (2011) produziu ésteres etilicos em stdvenganico utilizando as lipases
produzidas por fermentacdo em estado soliddPacillium brevicompactum obtidas nas
condicOes descritas por Silehal. (2011). As conversdes foram avaliadas para eattes
formas de obtencdo (torta fermentada (PES) secoesimfa, torta fermentada (PES)
liofilizado, extrato precipitado liofilizado, ext bruto liofilizado e enzima imobilizada),
sendo estas conversdes muito baixas, variandodea @©,5 %, ou seja, as enzimas com
auséncia de possiveis interferentes que se liguesitia ativo da enzima, fazendo com que
ela perca sua atividade, consequentemente conauaidaminuicdo da conversdo em ésteres.
Quando Zenevicz (2011) produziu ésteres etilicoselvente organico utilizando as lipases
produzidas por fermentacdo em estado soélidBhiopus sp., as conversdes foram avaliadas
nas mesmas condi¢cdes de forma de obtenc¢éo cordo eitama, e estas variaram de 0,1 a 3,7
%. Por outro lado, quando o0 mesmo autor estudaitegifecacdo enzimatica utilizando gas
GLP pressurizado como solvente ocorreu aumentcoragersdes para as diferentes formas
de obtenc&o pam@enicillium brevicompactum ( variando de 23,1 a 32,8 %)Rhizopus sp. (
variando de 26,1 a 28,7 %). Ja quando ZenevicZl{28aliou a producao de ésteres etilicos
em solvente organico utilizando as lipases comisica lipase Novozym 435 imobilizada
apresentou conversdo de 22,3 %, seguidas da lipase8/PS - DVB (6,9 %) e
CALB/PMMA - DVB (1,3 %).

Oliveira e Oliveira (2001) realizaram estudo devélise enzimatica do 6leo de dendé
e etanol em solvente organico n-hexano. Para amendovozym 435 imobilizada as
conversdes em ésteres foram de 54,5 % a tempedsur@ °C, concentracdo da enzima de
20 % (p/p), sem presenca de agua e razao Oleal el : 3.

Luo et al. (2006) investigaram a enantioseletividade de lip@se psicrotéfila dé.
fluorescens para producéo de biodiesel e conseguiu uma ccwveis 24,8 %.

Predabom (2011) realizou a alcodlise enzimatica dderentes O6leos vegetais

utilizando lipase d@enicillium brevicompactum fermentada em diferentes misturas de farelo.
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As maiores conversdes foram obtidas na amostratdete utilizando a mistura de farelo de
arroz e casca de arroz (2,88 %) e na amostra dete@xfa mistura de farelo de soja e casca de

soja (2,48 %), ambas utilizando 6leo de oliva caulostrato para a alcodlise.
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5 CONCLUSOES

Apés a realizagdo deste estudo pode-se concluir que

a)

b)

d)

Foi possivel realizar a selecdo de fungos filanmsagoisolados de solo
contaminado com 6leo diesel e efluente de indlustealaticinios para a
producéo de lipases com atividade de esterificagifermentacdo em estado
sélido utilizando farelo de soja e casca de sajaccsubstrato.

Quatro fungos filamentosos foram selecionados cpmdutores de lipases
com atividade de esterificacdo em 96 horas de felagéo, o fungo ©
(Aspergillus niger) (364,58 U/g) e o fungo £XAspergillus sp.) (465,01 U/g),
ambos isolados de solo, o fungg Elrichoderma sp.) (61,49 U/g) isolado de
efluente e o fungdspergillus fumigatus, (182,92 U/g), este ultimo disponivel
no Laboratério de FermentacBes do Curso de Engantar Alimentos da
UPF.

As variaveis umidade, uréia, 6leo de soja e faddosoja avaliadas na
producdo de lipase mostraram influéncia sobre isglates de esterificacéo,
uma vez que variando os niveis estudados desw@#atde planejamentos
fatoriais foi possivel observar os efeitos que egtiaveis exercem sobre a
atividade. Baseado nisso, apenas os fungdg$pergillus niger) e Aspergillus

fumigatus foram promissores para a producéo de lipase comdadie de

esterificacdo em condicdes de 65 % de umidade dé Uréia, 1 % de 6leo de

soja e 80 % de farelo de soja.

A lipase produzida pelo fungo,@QAspergillus niger) apresentou especificidade
pelo acido oleico e pelo acido butirico. A maidvidade de esterificacdo na
reacdo com acido oleico e com &acido butirico fo4éé, 50 e 661, 43 U/g,
respectivamente. Estas atividades séo referentenodtra em que o pH do
meio de fermentagdo n&o foi ajustado e feita alihaso direta do farelo
fermentado, ou seja, nestas condicbes de obtengd@ndima a lipase
produzida por este microrganismo apresentou afieidaom acido de cadeia

longa (C18:1) e acido de cadeia curta (C4:0), semais especifica.

e) A lipase produzida pelo fungsspergillus fumigatus apresentou especificidade

pelo &cido oleico, uma vez que todas as amostpas€ls) produzidas por este



f)

9)

h)

90

microrganismo apresentaram atividades de estayfficacom este acido, a
maior atividade de esterificacéo foi de 395,43 kHgamostra em que o pH do
meio era de 4,5 e feita a liofilizacéo direta deliafermentado, ou seja, nestas
condicOes de processo a lipase produzida por @sterganismo apresentou
afinidade com acido de cadeia longa (C18:1). Apenasnostra em que a
lipase foi produzida no meio em que o pH do nadodjoistado e feita a
liofilizacdo direta do farelo fermentado apresengéspecificidade com o acido
butirico (410, 75 U/g), ou seja, nestas condicbes pdocesso a lipase

apresentou afinidade com acido de cadeia curt®{C4:

A obtencao das lipases através da liofilizacadaide farelo fermentado foi a
melhor condicdo para produzir lipases com altagdatiles de esterificacao
para ambos 0s microrganismos, visto que essa seabilizacdo pode ter

contribuido na manutencéo da conformacédo da enzima.

Na reacdo para producdo de ésteres etilicos ementelorganico, a lipase
produzida pelo fungo £(Aspergillus niger) apresentou maior converséao (5,32
%) na amostra em que o pH do meio era 4,5 e faixdracao e liofilizacdo da
enzima. Ja a lipase produzida pelo furgpergillus fumigatus apresentou
maior conversao (2,55 %) na amostra em que o phkhelo era 4,5 e feito a
liofilizagdo como meio de cultivo (PES).

Dessa forma, fica claro que diferentes microrgangspodem produzir lipases
com atividade de esterificacdo, mas cada microsgamirequer condi¢cdes
especificas de processo, pois as lipases obtidatifefentes fontes podem

apresentar diferentes propriedades.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)

Testar extragédo da enzima em diferentes pH;
Testar o método de extracao utilizando filtracdorpembrana;

Estudo de suportes para imobilizacdo da enzima; aoetivo de se obter enzimas

com maior poder catalitico;

Testar novos parametros e 6leos vegetais paraore@calcodlise a fim de aumentar

as conversoes;

Estudar a esterificagdo enzimatica utilizando géB @ressurizado como solvente.
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