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RESUMO

No presente trabalho, foi investigada a influéncia de trés meios de cultivo em FES para
producéo de lipase por Penicillium roqueforti ATCC 10110 e posterior otimizacdo da
FES. Os meios de cultivos foram: A — bagaco de cana, 6leo de soja e solucéo
nutriente; B — bagaco de cana com farelo de cacau, 6leo de soja e solucéo nutriente;
C — farelo de cacau, 6leo de soja e solucdo nutriente; e D — farelo de cacau sem
suplementacdo. A maior atividade de hidrélise de lipase, utilizando azeite de oliva
como substrato, foi obtida com o meio A, no qual a atividade foi 62% maior que a
obtida no meio D. Apés prévia determinacgéo, o 6leo de dendé de fritura foi empregado
como fonte de carbono e indutor para o estudo de otimizacédo, o qual foi realizado
usando metodologia de superficie de resposta e as varidveis umidade inicial do
substrato (Ul) e fonte de carbono e indutor (FC&I). A maior atividade lipolitica (52,5 +
4,9 U g'SS, a qual foi 13% maior do que a condicdo ndo otimizada) foi obtida com Ul
e FC&I de 80 e 23% (m mt), respectivamente. Investigou-se, também, no presente
estudo a influéncia de trés suportes (Accurel MP 1000, Immobead-150 e Sepabeads
FP-BU) na imobilizacdo de lipase de Candida rugosa com o propoésito de avaliar as
diferentes formas de interagdo entre a enzima e 0s suportes empregados. A eficiéncia
(E) e retencdo da atividade (R) foram avaliados como parametros cruciais na
verificacdo do processo. A retencéo da atividade foi superior quando se empregou a
lipase imobilizada em Accurel MP 1000, onde os valores de R foram superiores a
200%. Nesse sentido, o suporte Accurel MP 1000 apresentou resultados mais
eficientes e, por tanto, foi o selecionado para as reacdes em biocatalise. O sélido
fermentado otimizado por P. roqueforti ATCC 10110 (SFPR) e a lipase de C. rugosa
imobilizada (LCRI) foram caracterizados quanto a sua estabilidade em diferentes
solventes e temperaturas. Foi observada elevada estabilidade da LCRI e do SFPR
guando incubados em solventes organicos por 5 h a 30 °C. A atividade residual contra
a trioleina para a LCRI e 0 SFPR se mantiveram, respectivamente, em cerca de 97,3
+1,8e 94,2 +2,2% em n-heptano (log P 4,0) e 95,6 + 0,4 e 87,8 + 1,2% para n-hexano
(log P 3,5). Para acetona (log P -0,23), EtOH (log P -0,31) e MeOH (log P -076) o
sélido fermentado (SF) apresentou maior estabilidade em relacdo a LCRI. Ambos os
preparados mantiveram suas atividades em pouco mais de 90% quando incubados
em n-heptano a 30 °C e mais de 40% para LCRI quando incubada a 40 e 50 °C, ao
passo que para o SFPR ficando acima de 60% nessas mesmas condi¢des. A atividade
de esterificacdo (AE) foi avaliada frente ao consumo de &cido oleico do meio reacional.
As respectivas AE’s para a LCRI e o SFPR foram 8,2 + 0,0 e 3,4 + 0,1 U g-1SS e
conversdo em éster de 47,6 £ 0,2 e 36,4 + 0,1% em 96 h. Ambos os preparados
apresentaram alta estabilidade no estudo do reuso em ciclos sucessivos de sintese e
mantiveram, parcialmente, os valores de conversdo. Esses resultados sao
promissores e destacam o emprego do SF por P. roqueforti ATCC 10110 contendo
lipase pela primeira vez em reacdes de biocatélise.

Palavras-chave: Fermentacdo em estado solido, Lipase, Penicillium roqueforti,
Candida rugosa, imobilizacédo, Esterificacéo.
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ABSTRACT

In the present work, the influence of three SSF culture media for lipase production by
Penicillium roqueforti ATCC 10110 and the subsequent optimization of the SSF was
investigated. The culture media were: A — sugarcane bagasse, soybean oil and nutrient
solution; B — sugarcane bagasse with cocoa bean shell, soybean oil and nutrient
solution; C — cocoa bean shell, soybean oil and nutrient solution; and D — cocoa bean
shell without supplementation. After previous determination, frying palm oil was used
as both carbon source and inducer for the optimization study, which was done using
response surface methodology and the variables initial substrate moisture (ISM) and
frying palm oil concentration (FPO). The highest lipase activity (52 £ 5 U g-1DS, which
was 13% higher than that non-optimized condition) was obtained with ISM and FPO of
80 and 23% (w wl), respectively. The influence of three carriers (Accurel MP 1000,
Immobead-150 and Sepabeads FP-BU) on lipase immobilization of Candida rugosa
was also investigated in order to evaluate the different forms of interaction between
the enzyme and the carriers used. The efficiency (E) and retention of activity (R) were
evaluated as crucial parameters in the verification of this process. Activity retention
was higher when immobilized lipase on Accurel MP 1000 was used, where the R
values were greater than 200%. In this sense, the Accurel MP 1000 carrier presented
more efficient results and, therefore, it was selected for biocatalysis reactions. The
optimized fermented solid by P. roqueforti ATCC 10110 (SFPR) and the immobilized
C. rugosa lipase (LCRI) were characterized for their stability at different solvents and
temperatures. High stability of LCRI and SFPR was observed when incubated in
organic solvents for 5 h at 30 °C. The residual activity, with triolein as substrate, for
LCRI and SFPR remained about, respectively, 97.3 £ 1.8 and 94.2 + 2.2% in n-heptane
(log P 4.0) and 95.6 + 0.4 and 87.8 + 1.2% for n-hexane (log P 3.5). For acetone (log
P -0.23), EtOH (log P -0.31) and MeOH (log P-076) the fermented solid (SF) presented
greater stability with respect to LCRI. Both enzymatic preparations maintained their
activities at slightly over 90% when incubated in n-heptane at 30 °C and more than
40% for LCRI when incubated at 40 and 50 °C, whereas for SFPR being above 60%
in these conditions. The esterification activity (AE) was evaluated with consumption
oleic acid of the reaction medium. The respective AE’s for LCRI and SFPR were 8.2 +
0.0 and 3.4 £ 0.1 Ug'DS and ester conversion of 47.6 + 0.2 and 36.4 + 0.1% in 96 h.
Both preparations presented high stability in the study of the reuse in successive cycles
of synthesis and maintained, in part, the values of conversion. These results are
promising and highlight the use of SF by P. roqueforti ATCC 10110 containing lipase
for the first time in biocatalysis reactions.

Keywords: Solid-state fermentation, Lipase, Penicillium roqueforti, Candida rugosa,
Immobilization, Esterification.
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CAPITULO |
1.1 INTRODUCAO

Lipases obtidas por técnicas com custo menos acentuado, utilizando-se de
residuos da fruticultura, como a fermentacéo em estado solido (FES), tem se tornado
uma alternativa promissora na produgédo destas enzimas. Nesse sentido, a FES se
destaca, pois a partir do crescimento microbiano sobre o substrato solido empregado,
uma seérie de compostos sdo produzidos, dos quais, as enzimas tém elevada
importancia (GERVAIS; MOLIN, 2003).

Uma importante tarefa no desenvolvimento de um bioprocesso para obtencao
de lipases € a escolha do micro-organismo. Algumas espécies do género Penicillium
tém sido indicadas como fontes de enzimas lipoliticas (LIMA et al., 2003; ROMERO et
al., 2014). Contudo, outras espécies, como, por exemplo, Penicillium roqueforti, tem
sido muito pouco explorada para producédo de lipases por FES. Penicillium roqueforti
apresenta algumas caracteristicas favoraveis a fermentacdo, que incluem o
desenvolvimento em diferentes condi¢cbes de pH e atividade de agua (aw) (MIOSO;
MARANTE; LAGUNA, 2015).

As enzimas produzidas nestes bioprocessos, muitas vezes, necessitam de pré-
purificacdo e imobilizacdo para, efetivamente, serem aplicadas a reacbes mais
nobres. Uma vez imobilizadas, essas enzimas adquirem mais estabilidade (operacéo
em faixas mais amplas de pH e temperatura), podem ser reutilizadas em ciclos
sucessivos de sintese e devido a heterogeneidade da reacao podem ser retiradas do
meio com facilidade (PANESAR et al., 2006). Por outro lado, o custo para esses tipos
de processo pode ser elevado, ja que, na maioria das vezes, suportes comerciais e
reagentes sao utilizados para promover de maneira eficiéncia a imobilizacdo da
enzima.

Nessa perspectiva, a ndo extragao das enzimas do meio de cultivo, objetivando
o emprego direto do solido fermentado (SF) nas reacdes, tem sido amplamente
investigado (DIAS et al., 2017; FERNANDES et al., 2007; SALUM et al., 2010;
SOARES et al., 2013, 2015). Esse tipo de metodologia permite a reutilizacdo do solido
em reacdes sucessivas, 0 que acarreta em menor custo, pois ndo ha necessidade de
purificacdo ou imobilizacdo, uma vez que as lipases produzidas ja estariam
naturalmente imobilizadas (ZAGO et al. 2014).
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Neste sentido, esse trabalho de pesquisa visou o emprego da FES por P.
roqueforti ATCC 10110 em residuos agroindustriais e insumos de baixo custo na
producéo de lipase, visando sua aplicacdo na sintese de ésteres etilicos, bem como
sua comparacao frente ao desempenho catalitico de uma lipase comercial de Candida
rugosa imobilizada em Accurel MP 1000. A comparacao em relacao a lipase de C.
rugosa é devido ao desempenho satisfatorio desta enzima amplamente demonstrado
na literatura (ABDULLAH; SULAIMAN; KAMARUDDIN, 2009; PIRES-CABRAL,
FONSECA; FERREIRA-DIAS, 2010)

Este é o primeiro relato demonstrando o uso de sélido fermentado contendo
atividade de lipases de P. roqueforti ATCC 10110 empregado diretamente em

reacdes, 0 que neste sentido, minimizam etapas que sucedem o cultivo sélido.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Otimizar a producao de lipases de P. roqueforti ATCC 10110 em FES, visando
a aplicacdo do solido fermentado na sintese de ésteres comparada a lipase comercial

de Candida rugosa imobilizada em Accurel MP 1000.

1.2.2 Especificos

¢ Avaliar o potencial do fungo P. roqueforti ATCC 10110 na producéo de lipase
em fermentacdo no estado soOlido em diferentes meios suplementados,
empregando uma solucao nutriente e compara-los a produ¢cdo em meios nao
suplementados;

e Realizar cinética da producao de lipase do sélido fermentado a fim de se
obter o melhor tempo de cultivo nas condi¢cdes empregadas;

e Investigar os parametros umidade inicial (UD) e fonte de carbono e indutor
(FC&I) na otimizacao da producao de lipase;

¢ Imobilizar a lipase de C. rugosa em diferentes suportes, avaliando, como
parametros, a eficiéncia do processo e a retencéo de atividade;

e Selecionar o melhor suporte frente a atividade de hidrélise em meio orgéanico;

e Avaliar a estabilidade da lipase de C. rugosa imobilizada em Accurel MP
1000 (LCRI) e do sélido fermentado por P. roqueforti ATCC 100110 (SFPR)
em diferentes solventes e verificar a termoestabilidade desses preparados
em n-heptano;

e Aplicar a LCRI e o0 SFPR em reacdes de esterificacdo e avaliar o reuso

desses preparados na sintese de ésteres.
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1.3 FUNDAMENTACAO TEORICA
1.3.1 Breve histoérico das enzimas

A histéria da bioquimica relaciona-se profundamente a pesquisas com enzimas.
James Sumner isolou e cristalizou a primeira enzima (urease) em 1926, sendo esta
responsavel pela catalise da hidrodlise da ureia em NHsz e CO2. Com excecao de alguns
RNAs (ribozimas) que sao catalisadores durante seu proprio processamento, todas as
enzimas sao proteinas, as quais aumentam a velocidade de uma reagcao porum fator
de 104 vezes mais do que uma reacéo nao catalisada (VOET; VOET; PRATT, 2000).

As enzimas apresentam varias propriedades que as tornam atrativas como
catalisadores para reacdes biocataliticas. Cada reacéo esta atrelada a uma subclasse
de enzima e devido ao grande nimero de enzimas existentes, elas séo classificadas
pela Unido internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB, International

Union of Biochemistry and Molecular Biology) sendo distinguidas pelas rea¢des que
mediam (TABELA 1.1). A nomenclatura utiliza a abreviacao E.C. (Enzyme Comission)
seguida de até quatro digitos referentes a classe e subclasses que a enzima pertence,
e um nome sisteméatico que identifica a reacdo catalisada. Como este trabalho esta
relacionado as lipases, sera dado mais enfoque na descricdo desta classe de
enzimas. As lipases sdo catalisadores versateis, existindo um processo enzimatico
equivalente para cada tipo de reacdo organica (FABER, 1997).

Tabela 1.1 — Classificagdo das enzimas

Clas_se de Algumas subclasses Reagdes catalisadas
enzimas
Oxidorredutases Hidrogenases, oxidases, Oxidacao e reducéo: oxidagdo das
E.C.1 Peroxidases ligagdes C-H, C-C, C=C, C=0
Transferases Transaldolases, Trarjsferénci_a de grupos- alde_l’dico,
EC. 2 transcetolase cetbnico, acila, aclcar, fosforila ou
metila
i Esterases, lipases, Hidrolise e sintese de ésteres, amidas,
idrolases . . o o o
EC 3 peptldase_s, celulases, epoxidos, nitrilas e anldrldos e hidrolise
amilases de carboidratos
Liases Descarboxilases, Adicdo eliminacdo de pequenas
E.C. 4 cetoacidoliases moléculas a ligacdes C=C, C=N, C=0
Isomerases Racemases, epimerases, Isomeriza¢Bes tais como racemizacao
E.C.5 mutases e epimerizacéo
Ligases DNA-ligases, Sintese e clivagem de ligacdes C-O,
E.C.6 NAD®-sintetases CS, C-N, C-C

Fonte: adaptado de Costa (2014).
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1.3.2 Lipases — Aspectos Gerais
1.3.2.1 Defini¢ao

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo classificadas como
hidrolases e atuam sobre ligacdes éster presentes em acilglicerois, liberando acidos
graxos e glicerol (FIGURA 1.1), constituindo uma classe especial de esterases (EC.
3.1.1.1). No entanto, lipases sédo carboxilesterases que hidrolisam acilglicerdis de
cadeia longa, ou seja, com cadeia acila constituida por mais de 10 atomos de carbono.
Enquanto, as esterases apresentam capacidade de hidrolisar apenas acilglicerdis de
cadeia com menos de 10 carbonos (GHALY et al., 2010; JAEGER; DIJKSTRA;
REETZ, 1999). Vale ressaltar, que a maioria das lipases pode hidrolisar os substratos

de esterases, enquanto o inverso néo é verdadeiro.

Figura 1.1 — Reacéo de hidrolise e sintese do triacilglicerol catalisada por lipase
R

>:o HO
o
R> o/_<37 | 7
+ 3HO _Lipase // + Ho
2 — — 3R
o >:o

R OH HO

Triacilglicerol Acido graxo Glicerol
Fonte: adaptado de Jaeger et al., 1994.

Em 1958, Sarda e Desnuelle definiram as lipases a partir de sua caracteristica
cinética, que é a propriedade de ativacdo na presenca de substratos insollveis em
agua e emulsionados, ou seja, na presenca de uma interface lipideo/agua. Segundo
estes autores, as lipases seriam ativadas na presenca de ésteres emulsionados,
enquanto as esterases nao apresentariam esta ativacdo, exercendo sua funcgéo
hidrolitica sobre substratos soltveis em &dgua. Esse tipo de ativagdo promove aumento
da atividade que € justificado por um rearranjo estrutural da regido do sitio ativo. Na
auséncia da interface lipidio/agua, o sitio ativo de diversas lipases encontra-se coberto
por uma tampa (lid). No entanto, na presenca de substancias hidrofobicas, a lid se
abre, expondo o sitio ativo. A lid pode ser formada por uma unica hélice, por duas
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hélices ou por um loop. Entretanto, existem lipases que sao desprovidas de lid e ndo
apresentam ativacao interfacial (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

1.3.2.2 Aspectos estruturais e mecanismos de reagéo

Este grupo de enzimas destaca-se como uma eficiente ferramenta ndo somente
para catalisar reagfes de hidrélise, mas também esterificacdo (em meios com baixa
disponibilidade de agua) de transesterificacdo (alcodlise, aciddlise e
interesterificacdo), aminolises (sintese de aminas) e lactonizacdo (FIGURA 1.2)
envolvendo ésteres insollveis em agua, utilizados na producdo de combustiveis,
cosméticos, drogas e herbicidas (BROCKMAN; MOMSEN; TSUJITA, 1988).
Geralmente, ndo requerem cofatores, ou seja, pequenas moléculas organicas ou
inorganicas necessarias para a sua funcdo catalitica. Além disso, as lipases podem
atuar numa ampla faixa de pH e sao relativamente estaveis a altas temperaturas
(PANDEY et al., 1999).

Todas as lipases conhecidas, tanto de eucariéticos quanto de procariéticos,
possuem a estrutura tridimensional do tipo a/f hidrolases (SCHRAG e CYGLER,
1997). Essa estrutura apresenta um nucleo central composto por fitas B-paralelas,
rodeado por por¢des em a—hélices. O sitio ativo das lipases € composto por uma triade
catalitica formada pelos aminoacidos serina, aspartato (ou glutamato) e histidina
(ALOULOU et al., 2006; JAEGER; REETZ, 1998).



Figura 1.2 — Reac0es catalisadas por lipases
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O mecanismo geral da hidrolise (FIGURA 1.3) do substrato por lipases é

realizada através da formacao de um intermediério tetraédrico, que é estabilizado por
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interagBes com 0s aminoacidos que constituem uma cavidade no sitio ativo, chamada
cavidade do oxianion (FICKERS; MARTY; NICAUD, 2011; JAEGER; DIJKSTRA;
REETZ, 1999).

Figura 1.3 — Mecanismo de reacao de lipase
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Fonte: adaptado de Reis et al. (2009).

Na primeira etapa, a serina € ativada por desprotonacao, promovida por histidina e aspartato (a);
consequentemente, a nucleofilicidade do residuo de serina é aumentada e ataca o carbono carbonilico
do substrato formando um intermediario acil-enzima (b); a presenc¢a do oxianion na cavidade contribui
para a estabilizagdo da distribuicdo de carga e reducdo de energia do estado fundamental do
intermedidrio tetraédrico; a etapa de desacilacdo (c) € controlada pela eletronegatividade das
moléculas vizinhas. Neste processo, um nucledfilo (por exemplo, H20 ou monoglicérido) ataca a enzima
acilada conduzindo a libertacdo e regeneragéo do produto do sitio catalitico.

Um intermediario tetraédrico transitorio é formado, que se caracteriza pela
carga negativa do oxigénio carbonilico da ligacéo éster a ser clivada e pelos quatro
atomos ligados ao C carbonilico dispostos de forma tetraédrica. O intermediario é
estabilizado pelas ligacdes hidrogénio entre o &tomo de oxigénio carbonilico
negativamente carregado (oxianion) e entre pelo menos dois grupos -NH peptidicos
da cavidade do oxianion. A nucleofilicidade da serina (Ser) que ataca € aumentada
pela histidina (His) do sitio catalitico, para a qual é transferido um préton do grupo -

OH da Ser. A transferéncia desse proton é facilitada pela presenca do acido catalitico,
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o qual orienta precisamente o anel imidazol da His e, parcialmente, neutraliza a sua
carga. Subsequentemente, o préton € doado ao oxigénio da ligacao éster, que é entao
clivada. Neste estagio, o componente acido do substrato € esterificado a Ser
nucleofilica (intermediério covalente), enquanto que o componente alcool se difunde
no meio. Em seguida, ocorre a etapa de desacila¢do, na qual uma molécula de agua
hidrolisa o intermediario covalente. A His do sitio ativo ativa essa molécula de agua
pela ligacdo a um de seus protons. O ion OH" resultante ataca o C carbonilico do
grupo acil covalentemente ligado a Ser. Novamente se forma um intermediario
tetraédrico transitério negativamente carregado, o qual € estabilizado por interacdes
com a cavidade oxianion. A His doa um préton ao oxigénio da Ser ativa, liberando o
componente acil como acido carboxilico, e a enzima que pode iniciar a catalise de
outra molécula de substrato (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

1.3.2.3 Fontes de obtencéo e propriedades das lipases

As lipases podem ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e podem ser
produzidas por fermentacdo usando varias espécies de micro-organismos, tais com
os fungos Aspergillus, Mucor, Rhizopus sp., Penicillium sp., Geotrichum sp., por
leveduras Tulopis sp. e Candida sp. e bactérias como Burkholderia sp., Pseudomonas
sp., Achromobacter sp., Staphylococcus sp. etc. Do ponto de vista econdmico e
industrial, as lipases oriundas de micro-organismos séo preferiveis, devido a facilidade
no controle das condi¢cdes de cultivo e baixos custos de operacdo (CASTRO;
ANDERSON, 1995).

Devido a sua grande versatilidade, as lipases tém sido empregadas em
inimeras atividades industriais, desde aditivos em detergentes até sintese de
compostos organicos. Essa versatilidade se deve ao fato de atuarem em uma ampla
faixa de pH (3 — 11) e a estabilidade em altas temperaturas (40 — 70°C) e solventes
organicos (n-heptano, h-hexano etc.) (LIMA et al., 2004; SALUM et al., 2008). Podem
ser utilizadas em diversos tipos de substratos e possuem propriedades regio e
enantiosseletivas (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Embora muitos processos
industriais ocorram em altas temperaturas, tem-se estudado o uso de lipases em
condi¢cBes que requerem baixas temperaturas e economizam energia (YADAV et al.,

2011). Um dos campos importantes de aplicacdo das lipases tem sido a sintese de
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biodiesel, principalmente quando os substratos séo 6leos ou gorduras residuais
(PARK; SATO; KOJIMA, 2006).

1.3.2.4 Penicillium roqueforti ATCC 10110

O Penicillium roqueforti € um fungo filamentoso que pode ser isolado do solo.
O Penicillium multiplica-se vegetativamente por conidios produzidos em cadeia em
conidioforos que se ramificam na extremidade, lembrando uma vassoura (FIGURA
1.4a). Estes conidios, apos disseminados, produzirdo novo micélio (KIMATI et al.,
1978). Esse micélio responsavel pela nutricdo do fungo € formado por hifas e possui

coloracéo azul esverdeada, conforme apresentado na Figura 1.4b.

Figura 1.4 — Fungo Penicillium roqueforti ATCC 10110

; 4
Fonte: Corbislmages (©2015) (a); arquivo pessoal (b).
Parte “a” (morfologia microscopica) e parte “b” (morfologia macroscépica).

7z

Do ponto de vista industrial, P. roqueforti € utilizado, principalmente, para
obtencéo de lipases, estando disponivel comercialmente a lipase R “Amano”® obtida
desse micro-organismo (produzida pela Amano Enzyme, Inc., Japan) (Li e Zong,
2010). Embora seja apenas descrito como um fungo terrestre, diferentes estudos
mostraram que P. roqueforti é capaz de crescer em solucdes salinas e que a
germinacao de conidios € inibida apenas em concentracdes de NaCl maiores que 100
g L. Penicillium roqueforti produz varios tipos de proteinas lipoliticas ativas que
diferem em peso molecular, composicédo de aminoacidos/carboidratos, especificidade
do substrato e preferéncia por condi¢cdes de incubacdo como temperatura e pH
(MIOSO; MARANTE; LAGUNA, 2015). Mase, Matsumiya e Matsuura, (1995)
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caracterizaram a lipase de P. roqueforti IAM 7268, produzida por fermentacao
submersa durante 72 h a 25 °C, quanto ao seu peso molecular (25 kDa), ponto
isoelétrico (7,2), pH e temperatura 6timas de 6,0-7,0 e 35 °C, respectivamente,
apresentando estabilidade em pH 6,0-8,0 por 15 min a 30 °C.

Ja a producdo de enzimas industriais por P. roqueforti em fermentacdo no
estado sélido ainda é pouco estudada. Nesta perspectiva, este fungo tem sido
avaliado na producdo de enzimas pectinoliticas, empregado em FES do 6leo de
abobora combinado com farelo de trigo por 120 h e 25 °C, sendo relado atividade
méaxima de 1420,0 U g1 SS (PERICIN et al., 2007); lipoliticas, pela FES do farelo de
milho e uma solucédo de nutrientes composta por 13,4 g L't de KH2POg4, 16,8 g L1 de
K2HPO4e 0,5 g L de MgS04.7H20 durante 144 h e 29 °C, sendo observada atividade
méaxima de lipase para P. roqueforti de 8,0 U mL* (RIVERA-MUNOZ et al., 1991) e
pela FES do farelo de cacau durante 60 h a 27 °C, com atividade maxima de lipase
de 17,33 + 2,3 U g* (SILVA et al., 2017); e xilanoliticas, empregando residuo de caja
em FES apés 142 h e 25 °C com atividade maxima de 14,03 U g (FERRAZ et al.,
2018) e pelo emprego do bagaco de cana suplementado com diferentes fontes de
carbono e nitrogénio em FES durante 93 h a 23 °C, sendo relatada maxima atividade
de xilanase de 19,95 U g* (SOUZA et al., 2018).

As lipases de origem fungica sao preferiveis as de origem animal, porque as
primeiras sédo termicamente mais estaveis e ndo se desnaturam a altas temperaturas
ou com alteragdes no pH (DHEEMAN; FRIAS; HENEHAN, 2010). Algumas lipases
sdo regiosseletivas, reagindo com triglicerideos na posi¢éo sn-1 ou sn-3. As lipases
obtidas de P. roqueforti exibem especificidade, mesmo em relacdo aos &cidos graxos
de cadeia curta, ou seja, elas séo acil-especificas para acidos graxos de menor cadeia
(MIOSO; MARANTE; LAGUNA, 2015).

1.3.2.5 Fermentacédo em estado solido (FES): definicdo

Ha dois tipos basicos de fermentacdo para producdo de enzimas e outros
metabdlitos: a fermentacdo em estado solido (FES) e a fermentagédo submersa (FS).
Um dos parametros mais contundentes na diferenciagcdo desses bioprocessos € a
disposicdo de agua livre presente no meio de cultivo (MITCHELL; BEROVIC;
KRIEGER, 2002; PANDEY, 2003; RAGHAVARAO; RANGANATHAN; KARANTH,

2003). Em se tratando da FES, a agua presente nesses sistemas encontra-se
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complexada com a matriz sélida do substrato ou como uma fina camada absorvida
pela superficie das particulas. Em geral, nesses processos o teor de umidade varia
entre 18-85% e a atividade de agua tipica vai de 0,40-0,90, mimetizando condicdes
encontradas na natureza e permitindo até que sejam conduzidos sem prévia
esterilizagcdo, visto que a contaminagcdo é menos pronunciada (RAIMBAULT, 1998;
ROBINSON; NIGAM, 2003).

Bramorski et al. (1998) e Durand et al. (1993), definem a FES (FIGURA 1.5),
mais detalhadamente, como uma técnica onde o crescimento dos micro-organismos
se da no interior de particulas porosas umidas (suporte ou matriz sélida), na qual o
conteudo do liquido contido na matriz sélida deve ser mantido em valores de atividade
de 4gua que assegure o crescimento e metabolismo celular, mas que ndo exceda a
capacidade maxima de retencdo de agua na matriz. A matriz sélida pode ser
classificada em duas categorias: 1) as particulas sdo, ao mesmo tempo, suporte e
substrato (materiais organicos e lignoceluldsicos); 2) a matriz sélida € apenas um

suporte e deve ser acrescida de nutrientes.

Figura 1.5 — Representacao da FES do bagaco de cana por P. roqueforti ATCC
10110

Fonte: arquivo pessoal.

Mitchell, Krieger e Berovic (2006) e Pandey (2003) definem que o meio de
cultura é composto de substratos sélidos, com um dado teor de umidade e, nesse
sentido, a agua torna-se um fator limitante do processo, 0 que nao ocorre na

fermentacdo submersa, onde ha abundancia do liquido. Abaixo do limite minimo, os



25

micro-organismos nao se desenvolvem. O limite superior € fixado em funcéo da
capacidade de absorcao de agua pelo material empregado.

Nesse sentido, os autores ainda afirmam que € dificil estabelecer, de maneira
contundente, vantagens entre a fermentagcdo submersa e a sélida, pois cada micro-
organismo pode se adequar de forma mais favoravel a este ou aquele processo e
também produzir complexos enzimaticos diferentes. Algumas caracteristicas da FES
podem ser observadas em relagcédo a FS:

¢ Menores riscos de contaminacéo, devido a baixa umidade do meio;

e Simplicidade no preparo do meio de fermentacdo, pois se necessita,
geralmente, de uma matriz sélida (por exemplo, residuo agroindustrial) e de
agua para umedecer,

e Possibilidade de emprego de residuos abundantes e de custo reduzido como
matéria-prima, especialmente em paises como o Brasil,

e O crescimento celular ocorre em condicdes mais proximas as dos habitats
naturais;

¢ O meio apresenta alta heterogeneidade e os substratos ndo estéo totalmente
acessiveis ao micro-organismo;

e Maiores rendimentos e concentragdes mais altas do produto desejado;

e Baixo consumo de agua.

O processo em estado sélido apresenta algumas limitacdes, que devem ser
consideradas. Neste contexto, destaca-se que, em operacdes de grande escala, o
calor gerado pelo metabolismo microbiano deve ser removido, 0 que se torna mais
dificil na FES, contrariamente a FS, pois a grande quantidade de agua presente no
meio facilita o controle da temperatura (MURTHY; KARANTH; RAO, 1993; RAMESH,;
LONSANE, 1991). Além disto, a heterogeneidade da mistura na FES dificulta o
controle do crescimento microbiano e de parametros como temperatura, pH, agitacao,
aeracdo e concentracdo de nutrientes e produtos, o que torna muito complicado
controlar e automatizar o processo (GERVAIS; MOLIN, 2003; PANDEY, 2003).

Contudo, de acordo com Madamwar e Patel (1992), estudos demonstram que
enzimas obtidas por FES apresentam maior atividade enzimatica por unidade de
volume, o que favorece de forma significativa os processos de purificacdo, que
representam custo elevado na producdo enzimatica. Além disso, a produgdo de

enzimas obtidas por FES apresentam niveis de atividade superiores aos obtidos pelo
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cultivo submerso, além de se obter enzimas com propriedades funcionais mais
favoraveis as aplicacfes industriais (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2000).

1.3.2.5.1 Fatores que influenciam a FES

A sintese de lipases em um bioprocesso como a FES pode ser influenciada por
diversos fatores. Um dos parametros mais contundentes, principalmente quando se
trata da producé@o de enzimas utilizando fungos filamentosos, € a temperatura. Os

cultivos onde sdo empregadas matrizes sélidas como substratos sdo geralmente
exotérmicos, que por consequéncia produzem grande quantidade de calor relacionado
ao metabolismo do micro-organismo. A baixa condutividade térmica, caracteristica de
muitos substratos, acaba tornando a temperatura como um fator critico, porque podem

ocorrer gradientes de temperaturas no meio produtivo, podendo gerar até a

desnaturacao dos produtos formados. Assim, o controle da temperatura deve estar
relacionado a capacidade do sistema em promover aeracdo do meio (PANDEY, 2003).
O teor de umidade se destaca, também, como parametro de elevada importancia
em cultivos solidos. A difusdo dos solutos, gases e metabdlitos € facilitada pela
guantidade de agua presente na fase sdlida, o que afeta diretamente a atividade
microbiana. Nesse sentido, a atividade da 4gua (aw) do substrato € um parametro
fundamental para transferéncia de massa de agua e solutos através das células
microbianas (PANDEY, 2003).

O uso de indutores como fonte de energia e carbono tem se mostrado como
parametro fundamental, para a maioria dos micro-organismos, na maximizacao da
producéo de lipase. Tem-se utilizado como indutores triglicerideos, ésteres ou &cidos
graxos adicionados em baixas concentracdes como unica fonte de carbono. Os &cidos
graxos presentes nos 6leos usados como indutores sédo principalmente o oleico e o
linoleico (CASTILHO et al., 2000).

1.3.3 Demanda industrial: a enzima lipase

A maior fatia do mercado industrial de enzimas € ocupada pelas hidroliticas e,
dentro destas, as lipases possuem grande destaque, sendo aplicadas na sintese de
produtos de interesse nas areas clinica nutricional, ambiental, industrial e
biotecnologica (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Apesar das lipases serem
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particularmente usadas na sintese de ésteres e amidas, sendo também empregadas
nos processos produtivos de alcoois primarios e secundarios, bem como, acidos
carboxilicos (MOREAU et al., 2008), elas também sdo aplicadas nas reacfes de
esterificacdo, transesterificacdo, acidolise e amindlise.

Essas caracteristicas abrem margem para a utilizagdo de lipases na producéo
industrial a partir de 6leos vegetais, que ja é produzido em escala industrial atraves
de catalisadores quimicos &cidos ou basicos (MOREAU et al., 2008). Porém, as
lipases sédo enzimas com alto custo, sendo este um aspecto critico na implantacéo de
processos enzimaticos na sintese organica. Ainda, no sentido de diminuir o custo de
producdo da lipase, a utilizacdo de técnicas simples de producéo, purificacdo e/ou
imobilizacdo pretendendo garantir o processo de estabilizacdo enzimética, torna-se

um fator de extrema importancia.

1.3.4 Imobilizacao de lipases

As lipases ndo possuem estabilidade suficiente na forma soltvel em condi¢des
operacionais, podendo assim, perder sua atividade catalitica devido a desnaturacéo
provocada por solventes, por solutos ou pela agitacdo mecanica, além disso, a
solubilizacdo da enzima no meio reacional dificulta a sua separacédo e, assim, sua
reutilizacdo. Esses fatos sdo um grande inconveniente que impede 0 uso massivo de
lipases e enzimas em geral em nivel industrial (CAO, 2005; JESIONOWSKI; ZDARTA,
KRAJEWSKA, 2014).

O desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizacdo das enzimas, facilitar a separagdo dos produtos e
aumentar a estabilidade térmica em solventes organicos (MATEO et al., 2007). As
principais vantagens da utilizacdo de enzimas imobilizadas sdo: a enzima passa a ser
um catalisador heterogéneo, permitindo a sua reutilizacéo e facilitando a separacgéo e
extracdo de substratos e produtos do meio reacional; desenvolvimento de sistemas
continuos; facilidade de cone e automacao; maior estabilidade; uso mais eficiente do
catalisador; flexibilidade no desenho de reatores; geracdo de efluentes livres de
catalisador. Estas vantagens tornam as reacdes catalisadas por enzimas imobilizadas
potencialmente competitivas econdmica e ambientalmente, frente o uso de

catalisadores quimicos. Porém, no que concerne a efetividade do processo, nao



28

deverdo ocorrer alteragdes estruturais na enzima, como modifica¢cdes no sitio ativo
(TISCHER; WEDEKIND, 1999).

Inimeros métodos tém sido descritos na literatura para efetivacdo desses
processos. A imobilizagcdo pode ocorrer por adsorgéo ou ligacdo da enzima em um
material insoluvel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligacdes
cruzadas, confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulagéao
através de uma membrana polimérica (FIGURA 1.6) (HAIDER; HUSAIN, 2009). Na
selecéo de um suporte para uma determinada aplicacédo, devem ser analisadas suas
propriedades fisicas e quimicas, bem como as relativas a possibilidade de

regeneracao do material.

Figura 1.6 — Representacdo esquematica dos métodos empregados em imobilizacao

de enzimas
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O processo de imobilizacdo e o uso repetido e continuo do derivado, algumas
vezes, requerem 0 uso de operagBes como filtracdo, centrifugacdo e agitacao,
portanto, o suporte deve ter boa resisténcia mecanica. Outra caracteristica importante
€ a estabilidade térmica do suporte, pois dependendo do seu coeficiente de expansao,
podem sofrer distor¢éo ou destruir o sitio ativo da enzima sob expansao ou contragao,
guando submetido a variagOes de temperatura (PANESAR et al., 2006). O suporte
deve ser quimicamente resistente as condi¢cbes das etapas que antecedem a
imobilizacdo, durante o processo de imobilizacao e nas condicdes em que se processa
a reacdo; devem possuir grupos quimicos que podem ser ativados ou modificados de

modo a permitir a ligacdo da enzima sem desnatura-la.
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A morfologia do suporte € muito importante, pois o mesmo deve ter alta
porosidade, o que permite ter uma grande area superficial interna para a imobilizacéo
da enzima, e poros com diametro suficiente para permitir o facil acesso da enzima e
do substrato. Os suportes organicos sdo mais apropriados para uso industrial por
apresentarem elevada resisténcia mecanica, boa estabilidade térmica, resisténcia a
solventes organicos e ao atague por micro-organismos. Eles sédo de facil regeneracao
por pirdlise e apresentam boa rigidez da matriz, sendo estaveis em uma ampla faixa
de pressoes, temperaturas e pH. Entretanto, a maioria das enzimas imobilizadas
comercializadas é obtida com matrizes orgéanicas devido, provavelmente, a variedade
de grupos funcionais reativos que podem ser introduzidos nesses suportes
(RODRIGUES et al., 2008).

1.3.5 Aplicacado de so6lido fermentado contendo atividade lipolitica na sintese

do biodiesel

As muitas aplicacdes de lipases incluem sinteses organicas, hidrélise de
gorduras e oleos, intensificacdo de sabor em alimentos processados, resolucdo de
misturas racémicas e analises quimicas. As reacdes de esterificacdo e
transesterificacdo catalisadas por lipases tém especial importancia, pois ésteres
compdem uma gama de produtos comercialmente importantes, como biocombustiveis
e aromas (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).

A catalise por lipases em reacdes de esterificacdo e transesterificacdo estéao
entre as alternativas mais promissoras em relacdo aos métodos quimicos tradicionais
como o emprego de um alcool e um acido organico ou um triacilglicerol, na presenca
de acidos tais como acido sulfarico, acido p-tolueno sulfénico e acido fosférico, os
guais sao utilizados como catalisadores homogéneos. O uso de lipases possui
vantagens como especificidade a diferentes substratos, regio e enantiosseletividade,
nao necessitam de cofatores, atuam sob condicoes amenas, e necessitam de pouca
energia (KRISHNA et al., 2001).

Dentro dessa perspectiva, o uso do soélido fermentado empregado diretamente
no meio reacional tem sido altamente explorado na sintese do biodiesel (TABELA 1.2),
pois além de serem utilizados como uma alternativa ao uso de enzimas
purificadas/imobilizadas, proporcionam heterogeneidade ao meio reacional,
facilitando a separagéo dos produtos formados (DIAS et al., 2017; ZAGO et al., 2014).
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Tabela 1.2 — Estudos de aplicag¢édo do soélido fermentado na producéao do biodiesel

Fonte de lipases Pre_par,a_do Reac&o Alcool e Matéria Razéao Solvente Converséo, Tempo Referéncia
enzimatico graxa molar e Temperatura
Rhlzopus BCe s_olugao Esterificacio Etanol/aado 10:1 livre 98%/48 h/40 °C (Botton et al.,
microsporus nutriente oleico 2018)
Burkholderia lata e . _ , 0 R .
LTEB11 BC e FSG Esterificagédo Etanol/oleina 1,51 livre 88%/24 h/45 °C  (Dias et al., 2017)
Rhlzopus BC e FSG Transesterificacao Etanol{oleo de 3:1 n-heptano 91%/ 48 h/ 44 °C (Zago et al., 2014)
microsporus milho
Burkholder!a BC e FSG Transesterificagao t-butanol_/oleo de 4:1 n-heptano 86%/ 96 h/ 45 °C  (Liu et al., 2013)
cenocepacia soja
Burkholderia lata e Etanol/acido . o o (Soares et al.,
LTEB11 BC e FSG Esterificagédo oleico 31 n-hexano 92%/8 h/40 °C 2013)
Burkholderia lata e Etanol/Oleo de ) 0 o (Salum et al.,
LTEB11 BC e FSG Transesterificacdo soja 6:1 n-heptano 100%/ 96 h/ 37 °C 2010)
Burkholqerla Farelo de milho Esterificacéo Etanol{ Acido 5:1 n-heptano  94%/ 18 h/37 °C (Fernandes et al.,
cepacia oleico 2007)

BC - bagaco de cana; FSG - farelo de semente de girassol.
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O emprego do solido fermentado diretamente no meio reacional teve o seu
primeiro relato descrito por Fernandes et al. (2007), avaliando a producéo do biodiesel
em reacoes de esterificacdo e transesterificagcdo. Os autores produziram um sélido
com atividade lipolitica a partir da fermentacéo do farelo de milho por Burkholderia
cepacia e apdés o processo de liofilizacdo, aplicaram-no na sintese de ésteres
alcancando rendimentos 94% em 18 h na reacéo de esterificacdo do acido oleico e de
95% em 120 h na reacéo de transesterificacdo do 6leo de milho.

O presente trabalho teve fundamento a partir dessas perspectivas para
producéo do solido fermentado com atividade lipolitica por P. roqueforti ATCC 10110
e posterior aplicacdo na sintese de ésteres. Também foi empregada a lipase de
Candida rugosa imobilizada em Accurel MP 1000 na sintese do oleato de etila em
comparacao ao solido fermentado. A lipase de Candida rugosa tem sido amplamente
relatada no desempenho de esterificacdo de acidos graxos (ABDULLAH; SULAIMAN;
KAMARUDDIN, 2009; PIRES-CABRAL; FONSECA; FERREIRA-DIAS, 2010),
esterificacdo estereosseletiva (FUKUI et al.,, 1990), hidrélise estereoespecifica
(BRAUN; KLEIN; LEPEZ, 1996), producéo de farmacos (GOTO et al., 1996; KATO et
al., 1996), pesticidas (BOSETTI et al., 1994) entre outros.

1.4 CONSIDERACOES FINAIS

As lipases microbianas tém sido empregadas amplamente em reacgdes de
biocatalise para producdo de compostos de interesse industrial. A producéo
enzimatica atrelada a técnicas que minimizem custos, como a FES, reforca a
compatibilidade do emprego desses biocompostos nesses tipos de reacdes.
Alternativas que propdem a producdo de enzimas, utilizando-se material de baixo
custo, mesmo no caso dos residuos agroindustriais, tém demonstrado grande impacto
na sintese enzimatica. A selecéo do micro-organismo para producéo de lipases é uma
importante etapa no desenvolvimento do bioprocesso, uma vez que a sintese de
enzimas estara condicionada ao meio de cultivo que fornecera nutrientes suficientes
ao crescimento e manutencdo do micro-organismo e, assim, aumento nos

rendimentos da enzima de interesse.
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CAPITULO I

Otimizacéo da producéao de lipase por Penicillium roqueforti ATCC 10110
em fermentacao no estado sélido do bagaco de cana utilizando 6leo de

dendé de fritura

Resumo: No presente trabalho, foi investigada a influéncia de quatro meios de cultivo
em fermentacdo no estado solido (FES) para producdo de lipase por Penicillium
roqueforti ATCC 10110 e posterior otimizacdo da FES. Os meios de cultivos foram: A
— bagaco de cana, 6leo de soja e solucdo nutriente; B — bagaco de cana com farelo
de cacau, 6leo de soja e solucao nutriente; C — farelo de cacau, 6leo de soja e solucao
nutriente; e D — farelo de cacau sem suplementacéo. A maior atividade de hidrélise de
lipase, utilizando azeite de oliva como substrato, foi obtida com o meio A, no qual a
atividade foi 62% maior que a obtida no meio D. Cultivos com dois diferentes 6leos
vegetais (6leo de soja e 6leo de dendé de fritura) foram conduzidos a fim de avaliar a
producdo em funcao do tempo e investigar o efeito da composicao destes na producéo
de lipase. A atividade méaxima (36,0 + 2,2 e 44,8 + 3,7 U g de sélido seco fermentado
— U g! SS) foi obtida em 72 e 84 h para o meio contendo 6leo de soja e 6leo de dendé
de fritura, respectivamente, sendo que o meio contendo 6leo de dendé de fritura
apresentou a maior atividade lipolitica. Assim, o 6leo de dendé de fritura foi empregado
como fonte de carbono e indutor para o estudo de otimizagdo, o qual foi realizado
usando metodologia de superficie de resposta e as variaveis umidade inicial do
substrato (Ul) e fonte de carbono e indutor (FC&I). A maior atividade lipolitica (52,5 +
4,9 U g!SS, aqual foi 13% maior do que a condi¢do ndo otimizada) foi obtida com Ul
e FC&I de 80 e 23% (m m™), respectivamente. Este é o primeiro relato demonstrando
o uso de sélido fermentado contendo lipase de P. roqueforti ATCC 10110.

Palavras-chave: Fermentacéo em estado s6lido, Lipase, Penicillium roqueforti ATCC
10110, Oleo de dendé de fritura.
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Optimization of lipase production by Penicillium roqueforti ATCC 10110
through the solid-state fermentation of sugarcane bagasse using frying

palm oil

Abstract: In the present work, the influence of four solid-state fermentation (SSF)
culture media for lipase production by Penicillium roqueforti ATCC 10110 and the
subsequent optimization of the SSF was investigated. The culture media were: A —
sugarcane bagasse, soybean oil and nutrient solution; B — sugarcane bagasse with
cocoa bean shell, soybean oil and nutrient solution; C — cocoa bean shell, soybean oil
and nutrient solution; and D — cocoa bean shell without supplementation. The highest
hydrolytic activity of lipase, with olive oil as substrate, was obtained with the medium
A, in which the activity was 62% higher than that obtained in medium D. Cultivations
with two different vegetable oils (soybean oil and frying palm oil) were carried out to
evaluate the production as a function of time and to investigate the effect of the
composition of these ones in the production of lipase. The maximum activity (36,0 +
2,2 and 44,8 + 3,7 U g of dry fermented solid — U g'DS) was achieved at 72 and 84
h for the medium containing soybean oil and frying palm oil, respectively, and the last
one with frying palm oil presented the highest hydrolytic activity of lipase. Thus, frying
palm oil was used as both carbon source and inducer for the optimization study, which
was done using response surface methodology and the variables initial substrate
moisture (ISM) and frying palm oil concentration (FPO). The highest lipase activity (52
+ 5 U g-1DS, which was 13% higher than that non-optimized condition) was obtained
with ISM and FPO of 80 and 23% (w/w), respectively. This is the first report
demonstrating use of fermented solid containing lipase from P. roqueforti ATCC 10110.

Keywords: Solid-state fermentation, Lipase, Penicilium roqueforti ATCC 10110,

Frying palm oil.
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2.1 INTRODUCAO

O reaproveitamento de residuos agroindustriais, atrelado a técnicas de baixo
custo para producédo de metabdlitos, em especial as enzimas, tem sido investigado
nos ultimos anos (FERREIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; SANTOS et al.,
2016). Nesse contexto, a fermentacdo em estado solido (FES) desempenha um papel
de destaque no aproveitamento de residuos solidos, pois, em virtude do crescimento
microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais muitos apresentam
grande interesse para segmentos industriais, além de elevado valor agregado
(GERVAIS; MOLIN, 2003). O termo FES, segundo Raimbault (1998) e Mitchell,
Krieger e Berovic (2006), aplica-se ao processo de crescimento de micro-organismos
em substratos solidos na auséncia de agua livre. A 4gua presente nesses sistemas
encontra-se ligada a fase sdlida, formando uma fina camada na superficie das
particulas.

De todos os parametros que influenciam o processo fermentativo, a agua
apresenta papel de destaque na FES, em virtude do seu elevado grau de interagéo
com as substancias que compdem a fase sélida (PANDEY, 2003). Diferentes tipos de
micro-organismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem crescer
em substratos sélidos (AIDOO; HENDRY; WOOD, 1982). Contudo, sdo os fungos
filamentosos 0s mais adaptaveis a esse tipo de processo, pois sdo capazes de
crescerem com pouca agua e muitos solidos presentes, além de sua forma de
crescimento, por meio de hifas, favorecer a colonizagdo do meio (DURAND, 2003).
Esse fato se traduz na grande quantidade de aplicacdes e produtos obtidos pelo
emprego desses micro-organismos.

Dentre a vasta producdo de metabdlitos secretados pelos micro-organismos
em FES, destacam-se as lipases (triglicerolacil-hidrolases EC 3.1.1.3), classificadas
como hidrolases que atuam sobre ligagbes ésteres presentes em acilgliceréis,
liberando diglicerideos, monoglicerideos, glicerol e acidos graxos (VILLENEUVE et
al., 2000). Neste sentido, 0 emprego de biocatalisadores em reacgdes para sintese de
compostos tém sido exaustivamente investigado devido aos infimos residuos gerados
ao final das reacdes (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014; GULDHE et al.,
2015). Por se tratar de um biocomposto de alto valor comercial, alternativas tém sido
empregadas para minimizacéo na obtencao deste biocatalisador. Nessa perspectiva,

a FES se destaca como uma das possibilidades para produgdo em menor custo na
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sintese de lipase. Entretanto, fatores como umidade e fonte de carbono séo
parametros que devem ser, cuidadosamente, estudados para maximizacao da
producdo enzimatica. Diversos autores tém relatado o aumento expressivo na sintese
de lipase frente a diferentes tipos de indutores devido a composicao diferenciada
proporcionada por este fator (BOTTON, 2014; LIMA et al., 2003; PINOTTI et al., 2017).
Diante disso, a analise multivariada que, de forma genérica, refere-se a todos

0s métodos estatisticos que analisam, concomitantemente, as variaveis envolvidas
em um processo de otimizacao a fim de maximizar a variavel resposta com a menor
guantidade possivel de experimentos que por consequéncia reduzem a quantidade
de residuos quimicos gerados (PEREIRA-FILHO, 2017), foi empregado na otimizacao
das variaveis independentes umidade inicial (UD) e fonte de carbono e indutor (FC&I),
no presente trabalho, possibilitando a maximizacao da varidvel dependente atividade

de hidroélise.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Tecnologia
Enzimética (LTEB) do Departamento de Quimica (UFPR) e no Laboratério de
Biotransformacao e Biocatalise Organica (LaBioCat) do Departamento de Ciéncias

Exatas e Tecnoldgicas (UESC).

2.2.1 Obtencéo e cultivo do micro-organismo

O micro-organismo utilizado para os ensaios de fermentacéo foi o P. roqueforti
ATCC 10110, o qual foi obtido da cole¢céo de micro-organismos do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacédo Osvaldo Cruz (Fiocruz,
Manguinhos, RJ, Brasil) sob o registro de niumero 40074 e lote 041140074. Este fungo
vem sendo preservado em meio de silica e glicerol a -80 °C em ultrafreezer. A
repicagem das cepas foi feita em meio de cultura de agar-dextrose-batata (PDA) em
placas de Petri, previamente esterilizados em autoclave vertical a 121 °C por 15 min.
As placas inoculadas foram incubadas em camara de germinacdo BOD com
temperatura controlada de 25 °C por 7 dias ou até esporulacéo abundante (observado
visivelmente devido a coloracdo verde da colonia) sendo, posteriormente,

conservadas a 4 °C para utilizacao posterior.
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2.2.2 Preparo do int6culo

O preparo da suspensdo de esporos foi realizado utilizando-se o micro-
organismo cultivado em meio PDA por 7 dias a 25 °C. Ap0s o periodo de incubacéo,
a cultura esporulada foi submetida a uma raspagem com auxilio de pérolas de vidro e
suspensa em solucdo Tween 80 (0,01%, v/v), ambos previamente esterilizados em
autoclave vertical a 121 °C por 15 min. A suspenséo foi coletada em frasco Erlenmeyer
e uma aliquota de 0,1 mL foi tomada e diluida em tubo de ensaio para a contagem do

namero de esporos em microscopio binocular utilizando cAmara de Neubauer.

2.2.3 Ensaios preliminares

Os estudos foram divididos em trés etapas: selecdo dos substratos na FES,
cinética de fermentacao e a otimizagédo das variaveis umidade inicial (% m m, base
Umida) e fonte de carbono e indutor (%, m m, substrato seco) do processo através

do delineamento composto central rotacional (DCCR).

2.2.4 Substratos

Os substratos utilizados na FES foram o bagaco de cana (BC), farelo de cacau
(FC), oleo de soja (OS) e 6leo de dendé de fritura (ODF), o qual foi utilizada apenas
nos ensaios envolvidos na otimizag&o do bioprocesso. O ODF e o FC foram fornecidos
por industrias do sul da Bahia e o BC foi fornecido pela Usina de Alcool Melhoramentos

Jussara-PR.

2.2.4.1 Selecao dos substratos

Nesta etapa foram realizados ensaios para determinacdo do melhor meio de
cultivo para producéo de lipases por P. roqueforti ATCC 10110 em FES.

Inicialmente, foram realizados 4 cultivos descritos nos itens 2.2.4.2 e 2.2.4.3, a
fim de avaliar o potencial do fungo P. roqueforti ATCC 10110 na producéo de lipases
nas condi¢des de cada ensaio. Em seguida, foi realizada uma cinética de crescimento
(ITEM 2.2.6), nas condicOes descritas por Silva et al. (2017), a fim de selecionar o

melhor tempo de incubacéo.
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2.2.4.2 Fermentacdo em estado sdlido (FES) com farelo de cacau

Para a fermentacdo com farelo de cacau, seguiu-se as condi¢des otimizadas
em nosso grupo de pesquisa. Utilizou-se Erlenmeyers de 250 mL, contendo 5 g do
substrato, que em seguida foram autoclavados a 121 °C e 1,0 atm de pressao por 15
minutos. Apos o resfriamento, foi inoculado sobre o farelo de cacau a suspensao de
esporos na concentracdo de 107 esporos g*' de farelo e umedecido com &agua
destilada estéril. As variagcbes de quantidade de agua foram determinadas pela
variavel atividade de agua (aw), sendo esta aferida em equipamento LABSWIFT -
Novasina (TECNAL). Os frascos inoculados foram incubados em estufa a 27 °C por
60 h (SILVA et al., 2017).

2.2.4.3 Diferentes meios adotados em FES

Para esta etapa, adotou-se metodologia empregada no grupo de pesquisa do
LTEB do Departamento de Quimica da UFPR, a qual teve como finalidade produzir
um solido fermentado com maior atividade lipolitica, com os seguintes meios de cultivo
em estado solido: a) farelo de cacau, 6leo de soja e solucéo nutriente; b) uma mistura
de farelo de cacau e bagaco de cana (1:1, m m), 6leo de soja e solucdo nutriente; c)
bagaco de cana, 6leo de soja e solugcdo nutriente. Os cultivos foram realizados com o
meio descrito por Rodriguez et al. (2006). Os cultivos foram conduzidos em frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 5 g de substrato sélido (base seca) que foram
impregnados com 10 mL de uma solucao nutriente, cuja composicao esta descrita no
item 2.2.5. Apos resfriamento, o substrato sélido foi inoculado com o volume requerido
da suspensao de esporos, preparada como descrito no item 2.2.2, para se obter
3,7x107 esporos g'SS (grama de substrato seco). O teor de umidade inicial do sélido
foi ajustado levando-se em consideracédo a capacidade absortiva de cada matriz sélida
emprega e, também, os protocolos estabelecidos por Silva et al. (2017) e Botton
(2014). Sendo 75%, meio (a), e 80% para os demais meios (b e c). A umidade foi
determinada em balanca de infravermelho Bel modelo Top Ray (Monza, inc., Italia)
conforme descrito em 2.2.8.1. Para o meio (b), avaliou-se o efeito do tamanho das
particulas do BC com o FC no cultivo sdlido. Os frascos inoculados foram incubados

em estufa a 27 °C durante 60 h.
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2.2.5 Preparo da solucao nutriente

A solucéo nutriente foi preparada segundo Rodriguez et al. (2006) e continha a
seguinte composicéo: ureia (4 g L), lactose (5 g L), K2HPOa4 (5 g L), MgS0a4.7H20
(1 g L) e solucéo de oligoelementos (4 mL L1). O valor de pH da solucdo mineral foi
ajustado para 7,0 com HCl a 10% (v/v). O 6leo de soja ou 6leo de dendé de fritura,
nas proporcdes determinadas no experimento, foram adicionados a esta solucéo que,
em seguida, foi emulsionada em voértex por 1 min. A solucéo de oligoelementos tinha
a seguinte composicdo: EDTA (10 g L), MnCl2.4H20 (2 g L), CoS04.7H20 (2,8 g L-
1), CaCl2.2H20 (1,5 g L), CuCl2.2H20 (0,2 g L), ZnS04.7H20 (0,3 g L1). A fim de
dissolver os componentes, o pH da solucao de oligoelementos foi ajustado para 4,0
com HCl a 10% (v/v).

2.2.6 Cinética da producéo de atividade do sélido fermentado

Apoés determinacdo do melhor meio de cultivo para producédo de lipase, foi
tracada uma cinética de fermentacado utilizando dois diferentes 6leos (ODF e OS)
como fonte de carbono e indutor e solugao nutriente. Essa cinética foi analisada a fim
de se encontrar a maior atividade de hidrolise e o melhor tempo de cultivo. Para isso,
realizou-se um perfil durante 96 horas a 27 °C e 80% de umidade. A cada 12 horas
uma amostra foi retirada e determinada a atividade lipolitica do sélido fermentado
seco. As andlises foram conduzidas em triplicata.

Para todas as etapas deste trabalho, a atividade de hidrolise do sélido

fermentado foi avaliada usando o 6leo de oliva como substrato-padréo.

2.2.7 Otimizacao das condi¢cdes de cultivo utilizando delineamento composto

central rotacional

ApoOs determinacédo do tempo necessario para maxima producao de lipase, foi
realizado um delineamento DCCR para a otimizacdo das condi¢cdes de cultivo.
Avaliou-se os fatores umidade inicial (% m m, base Umida) — X1 e fonte de carbono
e indutor (% m m, substrato seco) — X2 como variaveis independentes. Esses fatores
foram avaliados juntos aos seus niveis mais adequados para maxima producao

enzimatica. A variavel-resposta estudada foi a atividade de hidrélise do sélido seco
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fermentado (U g''SS). Empregou-se uma matriz DCCR 22 (TABELA 2.1) com adigéo
de 4 pontos axiais (+1,41 e -1,41) e 4 pontos centrais (0) com o proposito de estimar
0 erro experimental, avaliar efeitos quadraticos, lineares e de interacdo das variaveis
e para ajustar um modelo de segunda ordem com termos quadraticos.

O nivel de significancia estatistica do modelo gerado foi avaliado por anélise de
variancia (ANOVA, p < 0,05), os coeficientes de regressédo foram avaliados a partir
dos efeitos padronizados (com base em t-Student, p < 0,05) e a qualidade do modelo
avaliada pelo coeficiente de determinacéo (R?), coeficiente de determinacdo ajustado
(R?-adj) e teste de falta de ajuste. Foi utilizado o software Statistica versdo 10

(STATSOFT) para analise dos dados e elaboracéo dos gréficos.

Tabela 2.1 — Variaveis e niveis do planejamento DCCR para a otimizacéo da
producao de lipase em fermentacéo no estado solido

Niveis
-1,41 -1,00 0,00 1,00 1,41
X1: umidade (% m m™, base imida) 73,00 75,00 80,00 85,00 87,00
X2: Fonte de C e indutor (% m m™)* 19,00 20,00 22,50 25,00 26,00

*A concentracao é dada em relacdo a quantidade de substrato seco.

Variaveis

2.2.8 Métodos analiticos

2.2.8.1 Determinacéo da umidade

A umidade dos solidos fermentados foi determinada em uma balanga com
secagem por iluminacgéo infravermelha (Gehaka, Sdo Paulo, Brasil), utilizando 1,0 g
de amostra. A temperatura utilizada foi de 105 °C e a medida foi programada para
terminar quando a variagdo entre leituras de massa subsequentes fosse menor que
0,05% (m m?).

2.2.8.2 Secagem do sélido fermentado

Apos os cultivos, o sélido fermentado foi seco em liofilizador (modelo 60, Jouan
LP3, Frederiksborg, Dinamarca) a -45 °C e 0,1 mbar, por 24 h. Este sélido fermentado

seco foi utilizado diretamente nas determinac¢des de atividade de hidrdlise.
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2.2.8.3 Dosagem de atividade de hidrélise

A dosagem de atividade lipolitica de hidrdlise foi realizada adicionando o sélido
fermentado Umido ou o solido fermentado seco diretamente no meio reacional, pelo
método titulométrico em titulador automatico do tipo pHStat (modelo 718 Stat Titrino,
Metrohm, Herisau, Suica). Para os ensaios, foi preparada uma emulsdo com agua
destilada, goma arabica (3%, m v1), Tris-HCI (2,5 mmol L, pH 7,0), CaCl2 (2 mmol L
1), NaCl (150 mmol L) e o substrato 6leo de oliva (67 mmol L) (TISS; CARRIERE;
VERGER, 2001). Essa mistura foi homogeneizada em liquidificador por 15 min e por
mais 1 min imediatamente antes do uso. Para cada ensaio, 150 mg de sélido
fermentado seco, juntamente com 20 mL da emulséo, foram adicionados em um vaso
reacional termostatizado (40 °C), sob agitacdo magnética. O meio reacional foi
ajustado automaticamente para pH 7,0 com uma solugédo de NaOH (0,05 mol L) e,
entdo, a reacao foi seguida por 5 min. As analises realizadas por esse método foram
feitas em triplicata e a atividade de hidrélise foi calculada com base na velocidade
inicial, que corresponde ao coeficiente angular da reta ajustada aos pontos iniciais de
um grafico de volume de NaOH (mL) em fun¢éo do tempo (s).

Uma unidade de atividade de hidrélise (U) foi definida como equivalente a 1
pmol de acidos graxos liberados por min, nas condi¢gdes do ensaio. A atividade de
hidrélise foi expressa como unidades de atividade por grama de sélido fermentado
seco (U g''SS).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Ensaios preliminares
2.3.1.1 Selecéao dos substratos

As respostas obtidas nesta etapa, a partir dos diferentes substratos
empregados em FES por P. roqueforti ATCC 10110, podem ser observadas na Figura
2.1. Os valores apresentados séo a média da triplicata dos cultivos + 0 erro padréo da
media.

Em uma andlise preliminar da Figura 2.1, foi possivel constatar que os sélidos

produzidos nas trés condictes (A, B e C) propostas para aumento da atividade de
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lipase no tempo de 60 h de cultivo para P. roqueforti ATCC 10110, anteriormente
estudado por Silva et al. (2017), apresentaram-se com valores superiores ao
encontrado pelos referidos autores, sendo 37,5 +0,5,28,0+2,0,26,0+0,4e14+2,5
U g1SS, respectivamente para os meios A, B, C e D. Os resultados alcancados por
Silva et al. (2017) no cultivo sdlido do farelo de cacau por P. roqueforti, reproduzidos
neste estudo, foram avaliados de forma comparativa em relacao aos outros meios de
cultivo (FIGURA 2.1), que de forma satisfatoria, evidenciaram uma maior producao de

lipase frente a variabilidade e composicéo dos diferentes substratos.

Figura 2.1 — Atividade de hidrolise do solido fermentado de Penicillium roqueforti
ATCC 10110 produzido por fermentacdo em estado solido frente a diferentes
substratos
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Condicdes de cultivo: (A) bagaco de cana umedecido com solugéo nutriente e éleo de soja como fonte
de carbono e indutor; (B) bagaco de cana e farelo de cacau 1:1 (m m) umedecido com solugdo
nutriente e oleo de soja como fonte de carbono e indutor; (C) farelo de cacau umedecido com solugéo
nutriente e éleo de soja como fonte de carbono e indutor; (D) farelo de cacau sem suplementacao
conforme descrito por Silva et al. (2017). O teor de umidade foi de 80% para o meio A e B e de 75%
para os demais. Em todos os cultivos, a temperatura e o tempo de incubacédo foram fixados em 27 °C
e 60 h, respectivamente. Determinacdo da atividade de hidrdlise: 6leo de oliva, 150 mg de sélido
fermentado Gmido a 40 °C. Os valores apresentados sdo a média da triplicata dos cultivos + o erro
padrdo da média (EPM).

A fim de se aumentar a producao de lipase, empregou-se suplementacdo ao
cultivo. Silva et al. (2017) obtiveram (sem suplementacéo) 17,93 U g para atividade

lipolitica em sua condicao 6tima. Amorim et al. (2012), também, utilizando farelo de

cacau em FES, sem suplementacéao, por Aspergillus niger obtiveram valor maximo de
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atividade de lipase de 11,67 U g7, ligeiramente, préximo ao encontrado por Silva et
al. (2017), o que reforca o uso de suplementacdo para aumento da atividade
enzimética. Nesse sentido, avaliou-se, também, o efeito de uma solu¢éo nutriente no
cultivo sélido conforme descrito por Rodriguez et al. (2006).

Partindo-se do pressuposto que a producédo de lipases esta condicionada a
composicdo do meio de cultivo, o tipo de técnica empregada etc. (Mitchell, Krieger e
Berovic, 2006), adotou-se o 6leo de soja como fonte de carbono e indutor e a solugéo
nutriente para esses ensaios envolvidos na selecdo dos substratos. A partir de
resultados obtidos anteriormente por Botton (2014), estudando o percentual de 6leo
de soja sobre 0 bagaco de cana em FES por Rhizopus microsporus, onde a condi¢cao
para maxima producao enzimatica se deu com 20% de OS, adotou-se a concentragado
estudada por Botton (2014) para os ensaios mostrados na Figura 2.1.

Comparativamente, os valores diferenciados entre a condicdo (C) e o
determinado por Silva et al. (2017) (D), podem ser prontamente explicados pela
diferenciacdo da composicao do meio de cultivo, onde (C) apresentou maior atividade
de hidrdlise, o que pode estar relacionado a adigdo de OS (fonte de C e indutor) e da
solucdo nutriente, que, certamente, forneceram componentes essenciais para 0
crescimento e manutencdo do micro-organismo e, consequentemente, maior
producdo de lipases. Analogamente, o solido do meio de cultivo (B), também,
apresentou maior atividade de hidrélise em relacdo ao meio (D), embora ndo tenha
apresentado diferenca significativa em relacdo ao sélido (C), o que seria notadamente
compreensivel, devido a adicdo do bagaco de cana ao cultivo, que possivelmente
promoveria uma descompactacdo entre as particulas do farelo de cacau e permitiria
maior difusdo de gases no biorreator e, por consequéncia, um crescimento
homogéneo na superficie e na parte interna da matriz sélida, secretando assim maior
guantidade de enzimas (SALUM et al., 2010; SOARES et al., 2013). Contudo, o sdlido
do meio de cultivo (A), onde houve apenas o bagaco de cana como matriz, apresentou
maior atividade de hidrolise. Embora o farelo de cacau apresente nutrientes
suficientes (proteinas, gorduras, carboidratos, metilxantinas etc.) (OKIYAMA;
NAVARRO; RODRIGUES, 2017) para o crescimento e desenvolvimento de micro-
organismos e producédo de diversos metabdlitos (LESSA et al., 2017; SILVA et al.,
2017), nado foi observado neste estudo um comportamento favoravel a producéo de
lipases, fator evidenciado na Figura 2.1. Isso pode estar relacionado a composic¢ao do

farelo de cacau, rico em aglcares como glicose, que € uma fonte de carbono menos
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complexa ao micro-organismo em comparacao a indutores como 0leos, 0 que, nesse
sentido, pode ter inibido a producéo de lipases.

Com base nestes resultados, optou-se por dar continuidade, apenas, ao meio
de cultivo (A) que apresentou 37,5 = 0,5 U g''SS para atividade de hidrélise, o que
corresponde a cerca de 62% de aumento em relacdo ao meio cultivado nas condicdes
determinadas por Silva et al. (2017). Assim, na etapa seguinte, foi tracada uma
cinética da producéo de lipase nas condi¢des do meio com maior atividade lipolitica
para verificar se a maxima atividade de lipase corresponderia ao tempo estudado na

selecéo dos substratos.

2.3.2 Cinética da producéao de atividade do sdlido fermentado

Como ja mencionado, a cinética de producéo foi conduzida com a finalidade de
obter-se o tempo 6timo para maxima producao de lipase. A partir de resultados obtidos
pelo grupo de pesquisa LTEB da UFPR, estabeleceu-se um teor de umidade suficiente
para o crescimento de fungos, que comparativamente, encontra-se dentro de valores
ideais de aw para o crescimento do género Penicillium, conforme descrito por Ayerst
(1969). Como definido na etapa anterior (2.3.1.1), exceto pela incluséo dos cultivos
contendo ODF com o propésito de avaliar a influéncia de diferentes fontes de carbono
na producéo de lipase, foi utilizado o meio de cultivo composto por bagaco de cana a
80% de umidade (m m, base Umida), solugdo nutriente, 6leo de soja ou 6leo de
dendé de fritura, ambos a 20% (m m, substrato seco) e temperatura de 27 °C,
conforme descrito em manual de cultivo enviado pela FIOCRUZ e padronizacdes
realizadas com o fungo P. roqueforti ATCC 10110 em diferentes matrizes sélidas em
nosso grupo de pesquisa (FERRAZ et al., 2018; LESSA et al., 2017; SILVA et al.,
2017). A Figura 2.2 apresenta a cinética do cultivo sélido do bagaco de cana pelo P.
roqueforti ATCC 10110 nas condi¢des ja mencionadas no item 2.2.6.

Os sodlidos produzidos nas condi¢des supracitadas apresentaram atividade de
hidrélise maxima em 72 h (36,0 £ 2,2 U g'SS) e 84 h (44,8 + 3,7 U g''SS) para os
meios contendo OS e ODF, respectivamente (FIGURA 2.2). Para os cultivos contendo
OS houve uma queda ap0s 72 h de incubacédo. Entretanto, para os ensaios contendo

ODF o decréscimo foi observado a partir de 84 h de cultivo.



50

Figura 2.2 — Cinética de producao de lipase durante o cultivo em estado solido por P.
roqueforti ATCC 10110
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Fonte de carbono e indutor: (m) 6leo de dendé de fritura; (e) 6leo de soja. Os cultivos foram conduzidos
a temperatura de 27 °C a 80% de umidade. Determinacédo da atividade de hidrdlise: 6leo de oliva, 150
mg de solido fermentado Umido a 40 °C Os valores apresentados sdo a média da triplicata dos cultivos
+ EPM. Nos casos em que a barra do EPM nao aparece, significa que esta € menor que simbolo que
arepresenta.

O tempo determinado para a maior producéo de lipases pode estar relacionado
a fase de crescimento onde houve maior absor¢céo dos nutrientes presentes no meio
de cultivo pelo micro-organismo. Quando a quantidade de nutrientes € reduzida por
consequéncia da metabolizacéo destes pelo fungo, inevitavelmente ha um decréscimo
na sintese de metabdlitos (SANTOS et al., 2012). Outro fator que também pode ter
contribuido para o decréscimo da atividade de hidrélise apos 72 e 84 h (FIGURA 2.2)
para cada meio de cultivo seria a producdo/aumento de proteases durante o
bioprocesso, o que também ja foi relatado por (FREIRE et al., 1997). Baseado na
composicdo em acidos graxos de OS e ODF é possivel inferir que os valores para as
maximas atividades encontradas serem, em quase todos 0s pontos, para os cultivos
contendo ODF, pode estar relacionado a presenca majoritaria de acido palmitico e
oleico, o que sugere uma preferéncia pelo P. roqueforti ATCC 10110 por acidos graxos
de cadeia mais curta e com menos instauragdes ou nenhuma (LIMA et al., 2003). Em

contrapartida, os cultivos que apresentaram menores valores de atividade de lipase
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foram aqueles conduzidos com OS, cuja composicdo da-se, em maior escala, por

acido linoleico e logo apés o oleico, que séo insaturados.

2.3.3 Otimizacao das condi¢des de cultivo utilizando delineamento composto

central rotacional

Apos determinacdo do tempo 6timo nas condi¢cdes da cinética de cultivo, foi
realizado um planejamento DCCR para otimizac&o das variaveis do bioprocesso para
producédo de lipase. As respostas obtidas podem ser observadas na Tabela 2.2, que
sdo o resultado médio da triplicata realizada nos ensaios de determinacédo da atividade

lipolitica e expressos em U g'SS.

Tabela 2.2 — Variaveis, niveis e resultados experimentais do delineamento composto
central rotacional aplicado a otimizagdo das condi¢des de cultivo sélido por
Penicillium roqueforti ATCC 10110 para producao de lipase

Niveis
-1,41 -1,00 0,00 1,00 1,41
X1: umidade (% m m™, base mida) 72,95 75,00 80,00 85,00 87,05
X2: Fonte de C e indutor (% m m™)* 18,98 19,50 22,50 25,00 26,03

Variaveis

Ensaio X1 X2 Ativ. de lipase (U g'SS)
1 0,00 1,41 37,47
2 0,00 -1,41 27,95
3 0,00 0,00 50,94
4 1,00 1,00 54,19
5 0,00 0,00 48,25
6 -1,00 1,00 31,57
7 1,41 0,00 59,34
8 1,00 -1,00 46,68
9 0,00 0,00 52,26
10 -1,41 0,00 37,08
11 0,00 0,00 52,91
12 -1,00 -1,00 31,28

*A concentracdo é dada em relagdo a quantidade de substrato seco.

Foi possivel verificar, a partir de analise prévia da Tabela 2.2, que o fungo P.
roqueforti ATCC 10110 foi capaz de produzir lipases em todos os ensaios envolvidos
no planejamento. A variabilidade na producéo desta enzima em cada ponto estudado,
deve-se, em carater majoritario, a umidade no cultivo e a concentracdo da fonte de
carbono e indutor utilizado em cada experimento. Alguns estudos ja foram conduzidos

na producéo de lipases, celulases, xilanases etc., utilizando o fungo P. roqueforti
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ATCC 10110, o que demonstra seu potencial no emprego em cultivo solido para

producdo enzimatica (FERRAZ et al., 2018; LESSA et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Os valores experimentais para atividade lipolitica variaram entre 27,95 e 59,34
U ¢SS, sendo a predominancia maxima para atividade enzimatica encontrada no
ponto central (experimentos 3, 5, 9 e 11). Neste aspecto, as variaveis umidade e fonte
de carbono foram mantidas em 80 e 22,50% (m m-1), respectivamente.

Para avaliar estatisticamente as variacdes nas respostas presentes na Tabela
2.2, os resultados foram submetidos a analise de regressédo para ajustar modelos
polinomiais de segunda ordem. A significancia estatistica dos termos quadraticos (Q),
lineares (L) e de interagdo (L x L) foi disposta em forma de grafico de Pareto (FIGURA
2.3). Neste tipo de grafico, o valor absoluto da amplitude do efeito padronizado
(relacdo entre o efeito e o erro normal) de cada um dos coeficientes € tracado em
ordem decrescente e comparada com magnitude de um fator estatisticamente
significativo (SANTOS et al., 2016). Estabelecendo-se um nivel de confianga de 95%,
representado pela linha vertical tracada, apenas os termos UD (umidade linear), FC&I2
(fonte de carbono e indutor quadratico) e FC&I (fonte de carbono e indutor linear)
foram significativos. Tendo em vista a presenca de termos néo significativos para o
modelo, os coeficientes de regressao destes foram removidos e um novo modelo
reduzido foi construido por analise de regressédo e submetido a ANOVA (p < 0,05)
(TABELA 2.3).

Figura 2.3 — Diagrama de Pareto

ub .11,92

EC&I2 I-ll,13

Componetes do modelo quadrético

FC&l 3,65
UD*FC& 1,75
uD? -1,62
p =0,05

Efeito padronizado (t-Student)

SignificAncia dos efeitos estimados das variaveis estudadas sobre a resposta atividade de hidrélise no
delineamento composto central rotacional aplicado a otimizagdo das condi¢des no cultivo solido para
producéo de lipases por Penicillium roqueforti ATCC 10110.
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Tabela 2.3 — ANOVA para o modelo reduzido ajustado

Fontes de variacao SQ GL QM F p
Regressao 1177,40 3 392,47 67,10 < 0,0001
Residuo 46,79 8 5,85
Falta de ajuste 34,04 5 6,81 1,60 0,3707
Erro puro 12,76 3 4,25
Total 122420 11

R2 =0,9816; R2-adj = 0,9474; GL, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados; QM, quadrado médio;
F, teste de Fisher; p, probabilidade.

Ao nivel de 95% de confianca, um p-valor para regressdao menor que 0,05
sugere um modelo estatisticamente significativo. Em termos qualitativos, o modelo
pode ser avaliado com base no coeficiente de determinacgéo (R?), pelo coeficiente de
determinacdo ajustado (R2-adj) e através da falta de ajuste. O valor de R2? se
estabelece pela variabilidade da variavel dependente (resposta, Y) que se relaciona
as variagdes presentes nas variaveis independentes (X’s). Contrariamente, valores
altos de R2 podem estar relacionados (no caso de inclusdo de muitas variaveis com
baixo valor explicativo) a presenca de muitos termos nao significativos que, por sua
vez, podem contribuir de forma indiscriminada no aumento do valor de R2. Nesse
sentido é que se faz uso do R2-ajustado, pois este leva em consideracdo apenas 0s
termos que de fato exercem papel significativo e possuem alto valor de previsao
(FERRAZ et al., 2018). Um modelo bem ajustado (sem falta de ajuste) é capaz de
prever, com eficiéncia, resultados em condi¢cdes ndo estudadas, mas que estejam
dentro do dominio experimental.

Assim, baseado na Tabela 2.3, foi possivel constatar que o modelo reduzido
gerado (p <0,0001) foi estatisticamente significativo. Os valores de R? e R?-adj (0,9816
e 0,9474, respectivamente) evidenciaram um bom ajuste do modelo aos resultados
experimentais. Sendo o valor de R2 de 0,9816, o que indica 98,16% da variacdo
explicada pelo modelo reduzido. O valor de falta de ajuste (p = 0,3707) nao foi
significativo para o modelo. A fim de potencializar o bom ajuste do modelo gerado,
foram avaliados (FIGURA 2.4) o grafico de valores observados em func¢éo dos valores
preditos e o grafico de residuos. Foi possivel verificar na Figura 2.4a, a proximidade
dos pontos em relacéo a reta diagonal, o que indica, também, bom ajuste do modelo.

Ja na Figura 2.4b foi possivel constatar que os residuos estao dispostos de forma
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aleatoria, caracterizando-os como homocedasticos e, novamente, corroborando o

bom ajuste do modelo aos valores experimentais (PEREIRA-FILHO, 2017).

Figura 2.4 — Gréfico de residuos
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Gréfico de valores reais x preditos (a) e gréafico de residuos (b) para o modelo reduzido ajustado
utilizado no cultivo sélido por Penicillium roqueforti ATCC 10110.

A partir das variaveis estudadas, foi possivel obter a Equacédo 1 que representa
o modelo polinomial de segunda ordem, onde Axrepresenta a atividade de hidrolise
do sélido fermentado; UD e FC&I representam as variaveis independentes umidade e
fonte de carbono e indutor, respectivamente. Para a equagéo que descreve o modelo,
apenas os termos estatisticamente significativos (p < 0,05) foram considerados.

Au =51,09 + 8,67UD + 2,66FC&I — 9,07FC&I* (1)

A partir da equacdo do modelo, foram gerados os graficos de superficie de
resposta e de contorno (FIGURA 2.5), que ilustram o efeito das variaveis.

Foi possivel observar na figura 2.5 as regibes que resultaram em valores
maximos de atividade de hidrélise. As condi¢cdes 6timas obtidas a partir do modelo
reduzido para atividade enzimatica foram: 80% de umidade (m m, base Umida) e
22,86% de fonte de carbono e indutor (m m, substrato seco). Nestas condicées, o

modelo apresentou atividade de hidrélise tedrica maxima de 51,3 U g1SS.
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Figura 2.5 — Gréficos de superficie de resposta e de contorno
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Os graficos construidos representam o efeito de interacéo entre a varidvel umidade e fonte de carbono
e indutor, sendo a resposta a atividade de hidrélise do sélido fermentado.

Para validacdo do modelo, as condi¢cbes previstas para o ponto critico foram
conduzidas em triplicata. A atividade média de hidrélise de 52,5 + 4,9 U g1SS (cerca
de 13% maior do que a condi¢cdo ndo otimizada) obtida na validacao ficou bastante
préximo ao previsto (51,3 U g*SS) pelo modelo.

Dentro do dominio experimental, a varidvel umidade (UD) exerceu maior
influéncia na producéo de lipase. Embora os graficos de superficie de resposta e de
contorno indiguem um aumento de UD além da faixa experimental (tendendo para
niveis mais altos) para maximizacao da atividade de hidrolise, adequou-se esta a um
valor central, devido a limitacdo da técnica, que esta diretamente relacionada a
guantidade de agua livre entre as particulas sélidas (MITCHELL; KRIEGER;
BEROVIC, 2006). A umidade em FES exerce um papel importantissimo que se
estabelece na quantidade de agua que, por sua vez, permite uma distribuicdo mais
homogénea dos solutos, gases, nutrientes etc. empregados no cultivo sélido
(PANDEY, 2003). Para um teor de umidade elevado, tem-se uma diminuicdo da
porosidade, o que resulta em baixa transferéncia de oxigénio, podendo provocar
aderéncia da matriz na parede do biorreator, aumentando assim o risco de
contaminacdo e reduzindo as trocas gasosas. Por outro lado, baixos niveis de
umidade podem levar a um menor crescimento dos micro-organismos (LONSANE et
al., 1985).

Estudando o efeito da umidade no cultivo solido do bagaco de cana (contendo
uma solucao nutritiva) pelo género Penicillium, Teixeira (2015) encontrou em 120 h de
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cultivo valor maximo (0,470 Ul g''SS) para producéo de lipase em 80% de umidade,
0 que também esta em conformidade com esse trabalho. Pinotti et al. (2017), também,
utilizando fungo do género Penicillium, verificaram que as maiores atividades de lipase
estavam relacionadas a maiores umidades no cultivo e, neste caso, apenas a umidade
foi considerada como fator significativo na producéao de lipase.

Utilizando Burkholderia cepacia no cultivo so6lido de uma mistura contendo
bagaco de cana e farelo de semente de girassol 1:1 (m m), Soares et al. (2013)
encontraram maxima atividade de hidrélise (91,6 + 3,3 U g''SS) em 96 h de cultivo a
75% de umidade. Ja Pitol et al. (2017), utilizando uma mistura a 65% de umidade
contendo bagaco de cana e farelo de trigo 1:1 (m mt) em FES pelo fungo Rhizopus
microsporus CPQBA 312-07 DRM, obtiveram em sua condicdo 6tima 262 + 8 U g'SS
de atividade de lipase. Nesse contexto, uma elevada umidade (60-80%) esteve
relacionada a alta atividade enziméatica segundo os resultados dos autores
mencionados. Baseado na capacidade absortiva de cada tipo de substrato utilizado
em FES, segundo Pandey (2003), o teor de umidade pode variar de 18 a 85%,
devendo ser considerado valores de umidade inicial mais altos para cultivos mais
prolongados, uma vez que a perda de agua é inerente ao processo devido ao calor
gerado no biorreator pelo metabolismo do micro-organismo.

Em relacéo a FC&I, o efeito positivo apresentado para esta variavel indica que
a maximizacao da resposta € obtida a partir do aumento do nivel deste fator. O uso
de indutores como fonte de energia e carbono para producéo de lipases por micro-
organismos tem sido empregado a fim de potencializar o0 aumento na sintese desta
enzima (LIMA et al., 2003; SILVEIRA; TARDIOLI; FARINAS, 2016; SOUZA et al.,
2017). A concentragdo do indutor no cultivo pode variar de um nivel mais baixo, o
suficiente para promover a secrecdo de lipase, até um nivel onde se alcancara maxima
producdo enzimatica, isso quando ndo ha reducdo da producdo devido a uma
guantidade excessiva da fonte de carbono que pode tornar o meio téxico ao micro-
organismo (CIHANGIR; SARIKAYA, 2004; ELIBOL; OZER, 2000).

Romero et al. (2014) avaliaram a producgéao de lipase em meio fermentativo com
e sem indutor (6leo de oliva) pelo fungo Penicillium corylophilum e verificaram que as
maximas atividades lipoliticas foram obtidas no meio fermentado com indutor, o que
representou um aumento de 4 vezes em relacdo ao meio ndo induzido. Pinotti et al.
(2017), avaliando a influéncia da producdo lipolitica frente a variacdo da concentragédo

(5, 7,5 e 10%) de Oleo de oliva como indutor em FES pelo género Penicillium e
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Rhizomucor, verificaram como condi¢do 6tima para ambos 0s géneros, que a maxima
resposta era promovida a uma concentracdo de 10% do indutor. Estudando, também,
o efeito da concentracdo de indutor (6leo de soja) para producao de lipase em FES
pelo fungo Rhizopus microsporus, Botton (2014) constatou que a producéo de lipase
aumentava significativamente em funcdo do aumento da concentracdo da fonte de
carbono. A autora avaliou o teor de indutor de 1 a 20%, sendo a maxima atividade
observada na maior concentracdo, o que também estd em conformidade com os
dados obtidos neste trabalho.

No presente estudo, as condicdes para maxima atividade lipolitica foram
observadas em torno de 20-23% da fonte de carbono e indutor, aproximadamente.
Nos maiores niveis para esta variavel foi possivel constatar um decréscimo relativo
na sintese de lipase, 0 que pode estar relacionado ao aumento da concentracédo de
ODF gue pode ter provocado uma baixa transferéncia de oxigénio no meio de cultivo.
Niveis mais escassos de oxigénio podem provocar alteracdes no metabolismo do
micro-organismo e, por consequéncia, diminuir a producdo de lipases (Lima et al.,
2003).

2.4 CONCLUSAO

O fungo P. roqueforti ATCC 10110 foi capaz de produzir lipases em FES
utilizando bagaco de cana, 6leo de dendé de fritura e a solucdo nutriente. Os valores
obtidos sdo bastantes promissores, uma vez que lipases de P. roqueforti obtidas por
FES tém poucas ocorréncias na literatura.

Este é o primeiro relato, utilizando P. roqueforti ATCC 10110 para produc¢ao de
lipase com valores de atividade enzimatica consideravelmente elevados (52,5 +4,9 U
g1SS), o que pode contribuir, de forma mais efetiva, na aplicacéo do sélido fermentado
(SF) em reac0Oes de biocatalise.

Neste sentido, a otimizacdo do SF mostrou-se satisfatoria com a maximizagao

da atividade de hidrélise em 13% em relacdo a condigdo néao otimizada.
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CAPITULO Il

Imobilizag&o de lipase comercial de Candida rugosa em Accurel MP 1000

Resumo: Foi investigado no presente estudo a influéncia de trés suportes (Accurel
MP 1000, Immobead-150 e Sepabeads FP-BU) na imobilizacdo de lipase de Candida
rugosa com o proposito de avaliar as diferentes formas de interacdo entre a enzima e
0s suportes empregados. A eficiéncia (E) e retencéo da atividade (R) foram avaliados
como parametros cruciais na verificagdo do processo. Foram estudadas duas cargas
de p6 de enzima (10 e 20 mg g* de suporte) nas cinéticas de imobilizacdo. Alcancou-
se maxima E em todos os suportes estudados, exceto quando se empregou a
concentracdo de enzima de 20 mg g*de Accurel MP 1000. A retencdo da atividade
foi superior quando se empregou a lipase imobilizada em Accurel MP 1000, onde os
valores de R foram superiores a 200%. Apesar do suporte Immobead-150 ter
apresentado maxima E na imobilizacdo da lipase, os valores de retencdo foram
inferiores a 60%, o que indica perda significativa da atividade em relagdo a enzima
livre. Por outro lado, a lipase imobilizada em Accurel apresentou E = 98% em 10 mg
gl do suporte e valor de R = 213%, o que demonstra ativacdo interfacial da enzima
no meio reacional. Nesse sentido, o suporte Accurel MP 1000 apresentou resultados
mais eficientes e, por tanto, foi o selecionado para as reacdes de biocatélise.

Palavras-chave: Imobilizagdo, Candida rugosa, Accurel MP 1000.

Immobilization of a commercial lipase from Candida rugosa on Accurel MP
1000

Abstract: The influence of three carriers (Accurel MP 1000, Immobead-150 and
Sepabeads FP-BU) on lipase immobilization of Candida rugosa was investigated in
order to evaluate the different forms of interaction between the enzyme and the carriers
used. The efficiency (E) and retention of activity (R) were evaluated as crucial
parameters in the verification of this process. Two loadings of enzyme powder (10 and
20 mg g carrier) were studied in immobilization kinetics. Maximum E was achieved in
all studied carriers except for the concentration of 20 mg g* Accurel MP 1000. Activity
retention was higher when immobilized lipase on Accurel MP 1000 was used, where
the R values were greater than 200%. Although Immobead-150 carrier showed
maximum E on lipase immobilization, retention values were lower than 60%, indicating
a significant loss of activity relative to the free enzyme. On the other hand, immobilized
lipase on Accurel showed E = 98% in 10 mg powder g carrier and R = 213%, which
demonstrates interfacial activation of the enzyme in the reaction medium. In this sense,
the Accurel MP 1000 carrier presented more efficient results and, therefore, it was
selected for the biocatalysis reactions.

Keywords: Immobilization, Candida rugosa, Accurel MP 1000.
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3.1 INTRODUCAO

A utilizacdo de biocatalisadores tem sido vastamente empregado em setores
industriais devido a vantagens em relacdo aos catalisadores quimicos, uma vez que
enzimas sdo altamente seletivas, biodegradaveis, catalisam rea¢des sob condi¢des
brandas e tem atrelado ao seu uso uma menor quantidade de residuos gerados ao
final da reacdo. As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo as enzimas que
catalisam a hidrolise de gorduras e 0Oleos convertendo-os a acidos graxos livres,
diglicerideos, monoglicerideos e glicerol. Ainda sdo capazes de efetivar reacdes
reversas de sintese, como rea¢Bes como esterificacdo e interesterificacdo. Diante
dessa ampla eficiéncia catalitica a lipase é considerada uma das enzimas com grande
potencial biotecnolégico (JAEGER et al., 1994).

Lipases ndo possuem estabilidade desejavel na forma solivel em condi¢des
operacionais, podendo assim, perder sua atividade catalitica devido a desnaturacéo
provocada por solventes, por solutos, altas temperaturas ou pela agitacdo mecanica,
além disso, a solubilizacdo da enzima no meio reacional dificulta a sua separacao e,
assim, sua reutilizacdo. Esses fatos sdo um grande inconveniente que impede 0 uso
massivo de lipases e enzimas em geral em nivel industrial (CAO, 2005;
JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).

Nesse sentido, € recomendavel que a lipase esteja imobilizada, pois a
imobilizacdo da enzima pode assegurar vantagens que resultardo na diminuicdo do
custo do processo, principalmente pela possibilidade de reutilizacdo da enzima e pela
facilidade de recuperacdo dos produtos, além de proporcionar mais atividade e
estabilidade da enzima (MATEO et al., 2007; VILLENEUVE et al., 2000).

Nessa perspectiva, 0 objetivo deste trabalho foi investigar trés suportes na
imobilizacéo de lipase de Candida rugosa (Sigma®) avaliando os parametros eficiéncia
do processo e a retencao da atividade. Dentre estes, 0 suporte que proporcionou
melhor eficiéncia de imobilizagdo e maior atividade em meio orgéanico foi escolhido
para estudos posteriores de caracterizacdo e verificagcdo de atividade da enzima
imobilizada em reacdes de esterificacdo do acido oleico.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Tecnologia
Enzimatica (LTEB) do departamento de Quimica da UFPR e no Laboratorio de
Biotransformacéo e Biocatélise Organica (LaBioCat) do Departamento de Ciéncias

Exatas e Tecnologicas da UESC.

3.2.1 Estudos de imobilizag&o de lipase de Candida rugosa

3.2.1.1 Selecao do suporte e cinética de imobilizacédo

Esta etapa do trabalho teve por objetivo avaliar diferentes materiais para a
imobilizacédo de lipase de Candida rugosa (Sigma®). Foram escolhidos trés diferentes
suportes com propriedades distintas em relagdo a forma de interacdo com a enzima
(TABELA 3.1). Para os suportes Accurel MP 1000 e Sepabeads FP-BU, o processo
de imobilizacdo ocorre por adsorcao fisica (interacdes hidrofobicas) (VILLENEUVE et
al., 2000). Quanto ao suporte Immobead-150, a interacédo se deve a ligacdo covalente

entre grupos funcionais do suporte (epéxi-etano) e da enzima (GUISAN et al.,2001).

Tabela 3.1 — Propriedades dos suportes utilizados na imobilizagéo da lipase de
Candida rugosa

Suporte Composicéo Caracteristicas

Hidrofdbico
Area de superficie (m?g?) 55,985

Accurel MP 1000 Polipropileno Tamanho das particulas (um) < 1500
Porosidade das particulas 0,70
. . Hidrofobico
Sepabeads FP-BU Polimetacrilato Tamanho das particulas (um) 100 a 500
Polar
Immobead-150 Silica porosa Grupo funcional — Epéxido

Tamanho das particulas (um) 150 a 300

Fonte: adaptado de Alnoch et al., 2015.

Com o objetivo de acompanhar o processo de imobilizagao, foi realizada uma
cinética para determinar o melhor tempo de contato entre a enzima e 0s suportes
estudados. Para tanto, aliquotas (0,15 mL) foram coletadas do sobrenadante ao longo
do tempo (0-48h), sendo a atividade residual mensurada pelo método

espectrofotométrico (3.2.2.1). A partir dos resultados experimentais, os valores de
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eficiéncia da imobilizacéo (E) e retencéo da atividade (R), foram calculados a partir
das Equacoes 2 e 3, respectivamente (YADAV; JADHAYV, 2005).

E= &i—Arx100 (2)
Aj
Aox100

R =500 3)

Onde: Ai - atividade inicial total de hidrolise antes da imobilizagéo; As -
atividade final total de hidrolise no sobrenadante apdés a imobilizacdo; Ao -
atividade observada do imobilizado (U g* do suporte); A: - atividade tedrica do
imobilizado (U g* do suporte).

Para o calculo da eficiéncia (E), foi considerada a atividade inicial e final do
sobrenadante frente a reacéo de hidrdlise em meio aquoso. A retencéo da atividade
(R) foi determinada pela atividade de hidrélise da enzima imobilizada em meio
organico (3.2.2.2), comparando-se a atividade tedrica, obtida através do balanco de
massa expresso em atividade (U g* de suporte), com a diferenca de atividade

encontrada do sobrenadante no inicio e no fim do processo de imobilizacao.

3.2.1.2 Imobilizagdo em Accurel MP 1000 e em Sepabeads FP-BU

A lipase de C. rugosa foi imobilizada por adsorcéo fisica em Accurel MP 1000
e em Sepabeads FP-BU de acordo com Al-Duri e Yong (2000). Os suportes foram
umedecidos com solucdo (50% em agua, v/v) de etanol e acetona para Accurel MP
1000 e Sepabeads FP-BU, respectivamente, por 30 min, posteriormente lavados com
agua destilada e filtrados. O objetivo deste procedimento foi promover o deslocamento
do ar existente no interior do suporte para permitir o acesso de solucdes que contém
a enzima. Em seguida, em Erlenmeyer de 25 mL, foram adicionados 0,3 g do suporte
e 5 mL da solugdo enzimatica na razdo de 10 e 20 mg de p6 da enzima por grama de
suporte. Esta mistura foi incubada em agitador orbital a 150 rpm a 25 °C por 48 h.
ApOs o processo, o derivado imobilizado foi removido da mistura por filtragdo em papel

de filtro qualitativo, seco em dessecador por 16 h e armazenado a 4 °C.
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3.2.1.3 Imobilizacdo em immobead-150

O procedimento para imobilizagdo em Immobead-150 foi realizado de acordo
com o método convencional utilizado em suportes com grupos epoxido (KNEZEVIC;
MILOSAVIC; BEZBRADICA, 2006). Este método envolve o contato direto entre a
enzima e o suporte sem nenhum pré-tratamento. A imobilizacdo ocorre atraves dos
grupos epoxido livres do suporte por ligacbes covalentes com aminoacidos
especificos da enzima.

Para tanto, em um Erlenmeyer de 25 mL, foi adicionado 0,3 g do suporte e 10
mL da solucédo enzimatica (razdo 10 e 20 mg de p6 da enzima g de suporte). Esta
mistura foi entdo incubada em agitador orbital a 150 rpm a 25 °C por 48 h. Apés o
processo, o derivado imobilizado foi removido da mistura por filtracdo em papel de

filtro qualitativo, seco em dessecador por 16 h e armazenado a 4 °C.

3.2.2 Métodos analiticos

3.2.2.1 Cinética enzimatica de hidrolise pelo método p-NP (p-nitrofenil) em leitor de

microplacas

A cinética enzimética foi investigada pela medida da absorbancia, a 410 nm, da
guantidade de p-NP liberado do éster de p-nitrofenila (WINKLER; STUCKMANN,
1979), conforme reacdo ilustrada na Figura 3.1. As reacdes foram conduzidas durante
5 min a temperatura ambiente (25 °C) em um espectrofotbmetro de microplacas
iMark™ (Bio-Rad). A atividade foi determinada através da quantificacao de p-nitrofenol

a partir da curva padrao.

Figura 3.1 — Reacao de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) catalisada por
lipases com liberacdo de p-nitrofenol e acido palmitico

OCOC;5H3; OH
Enzima
+ Hzo fr— + C15H31COOH
NO, NO,
palmitato de p-nitrofenila agua p-nitrofenol acido palmitico

Fonte: (WINKLER; STUCKMANN 1979).
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Para os ensaios envolvidos na determinacdo da atividade foram preparadas
duas solucdes (A e B), A: Triton X-100 (6%, m v!) e CaCl2 (10 mM) em tampéao Tris-
HCl 500 mM pH 7,0; B: A solugédo estoque do substrato foi preparada com uma
concentracdo de 20 mM de éster de p-nitrofenila (p-NP) em acetonitrila/isopropanol
(4:1, v v'1). A mistura foi realizada sob agitacdo e em banho-maria a 60 °C até que a
solucéo se tornasse transparente. A reacao foi feita em placas de 96 pocos, onde
adicionou-se 12,5 uL da solucdo B, 25 pL da solucdo A (diluida 10 x), 202,5 L de
agua destilada, e 10 pL da solugcdo enzimética, em cada poco. A reacgdo foi iniciada
pela adicdo da enzima e foi monitorada pela variacado da absorbancia em 410 nm por
5 minutos, realizando medidas a cada 5 s. Um poco para o branco foi conduzido com
tampao da amostra no lugar da enzima. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de p-nitrofenol

por minuto de reagdo (umol mint) nas condicdes de ensaio.

3.2.2.2 Atividade de hidrolise em meio orgéanico

Para avaliar a atividade de hidrélise em meio orgéanico, foi seguido o
procedimento proposto por Gongalves (1999), com algumas modificacdes. Para o
ensaio, foi adicionado 5 mL de meio reacional em frasco hermeticamente fechado de
12 mL contendo 40 mg da enzima imobilizada. O meio reacional consistiu de 4,9 mL
de n-heptano, 70 mmol L* de trioleina e 100 yL (2% v/v) de agua destilada. Nos
ensaios em que se utilizou a enzima em sua forma livre em tampéo, foram adicionados
ao meio reacional 100 pL da soluc¢édo contendo a enzima (1,5 mg de p6 por mL).

A reacdo foi realizada sob agitacdo de 180 rpm, a 40 °C e, em intervalos fixos,
aliquotas de 100 pL foram coletadas do meio reacional e analisadas quanto ao teor
de acido graxo residual através método de Lowry-Tinsley (ITEM 3.2.2.2.1). Uma
unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz

de promover a producao de 1 pmol de &cidos graxos por min nas condi¢des do ensaio.

3.2.2.2.1 Método de Lowry-Tinsley

O método de Lowry-Tinsley (1976) foi utilizado para quantificar o teor de acido
oleico durante a reagédo de hidrdlise da trioleina em meio organico. O ensaio foi

realizado em microtubos (Eppendorf — 2,0 mL) contendo 1,15 mL de tolueno e 250 uL
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do reativo de cor, que consiste em uma solucdo aquosa de acetato de cobre Il (5%),
com pH (6,0-6,2) corrigido previamente com piridina. Adicionaram-se 100 pL da
amostra e a mistura foi agitada em vértex durante 40 segundos e a absorbancia da
fase organica medida em espectrofotbmetro a 715 nm.

A concentracéo de acido graxo no meio é relacionada a absorbancia pela curva
de calibracédo feita com o acido oleico (Sigma, pureza 90%), que foi obtida nas
mesmas condi¢cdes do ensaio. Nas reacdes de hidrélise, a atividade foi calculada a
partir da liberagdo dos acidos graxos no meio reacional e uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de promover a

producédo de 1 pmol de &cidos graxos por min nas condi¢cfées do ensaio.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Cinética de imobilizacéo e sele¢do do suporte

Através da cinética de imobilizacdo (FIGURA 3.2) que, também, foi utilizada
para avaliar a eficiéncia de cada suporte frente a carga de enzima utilizada durante o
processo, foi possivel verificar qual suporte se adequava de forma mais satisfatéria as
reagcOes em meio organico.

A cinética de imobilizacédo foi acompanhada a fim de avaliar a efetividade do
processo de imobilizacdo em relacéo a atividade residual do sobrenadante da solugéo
contendo a enzima. ApdOs ensaios preliminares (dados ndo mostrados), fixou-se a
razdo de pé de enzima/grama de suporte, uma vez que valores na determinacéo de
proteina total foram bastantes baixos, o que inviabilizava o acompanhamento da
cinética tendo como base a concentracdo em mg de proteina.

Partindo-se do pressuposto de que eficiéncia de imobilizacdo é calculada a
partir do desaparecimento da atividade presente do sobrenadante, em relagédo ao
tempo, obteve-se a melhor eficiéncia, em ambas as cinéticas (FIGURA 3.2), para
Immobead-150 com E = 100% com pouco mais de 6 h. J& para Sepabeads FP-BU, E
= 100% foi alcancado apOs 24 h nas duas cargas estudadas. Para Accurel, foram
alcados E = 98% e E = 39%, para 10 e 20 mg g de suporte nas cinéticas realizadas
em cerca de 20 e 48 h, respectivamente (TABELA 3.2). De maneira semelhante,
Alnoch et al. (2015) e Madalozzo et al. (2015) encontraram valores de eficiéncia mais

altos, para Accurel e Immobead-150, nas menores razdes de proteina/grama de
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suporte oferecidas na imobilizacdo, o que neste caso pode estar associado a

saturacao do suporte em cargas mais elevadas de proteina.

Figura 3.2 — Cinética de imobilizacdo da lipase de Candida rugosa em termos de
atividade residual do sobrenadante
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Imobilizacdo com (a) 10 e (b) 20 mg g de suporte;

A atividade residual do sobrenadante foi determinada pelo método espectrofotométrico utilizando o
palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) como substrato. Os valores apresentados sdo a média da triplicata
dos ensaios + o erro padrao da média (EPM). Nos casos em que a barra do EPM néo aparece, significa

gue esta € menor que simbolo que a representa.

A porosidade das particulas dos suportes influencia de forma bastante

significativa no que se relaciona a efetividade da imobiliza¢cdo. Segundo Soares (2000)
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e Soares et al. (1999), a morfologia do suporte empregado deve ser adequada o
suficiente para acomodar a enzima de maneira que haja disponibilidade de acesso ao
substrato pela enzima.

Em todos os ensaios envolvidos nas cinéticas de imobilizacdo, pbéde-se
observar alta eficiéncia do processo, exceto para a cinética conduzida em Accurel
para a carga de 20 mg g* de suporte, onde houve uma reducéo significativa na
eficiéncia do processo (TABELA 3.2). No entanto, uma alta eficiéncia de imobilizac&o
ndo é garantia de que a enzima esteja ativa no suporte, pois este parametro avalia

somente o desaparecimento de atividade do sobrenadante.

Tabela 3.2 — Principais parametros avaliados na imobilizagédo de lipase de Candida
rugosa nos diferentes suportes

- 4
Atividade tedrica Atividade Real U g

0, i 0

Suporte E (%) U g™ de suporte de supor'Ee em meio R (%)

organico

A 98 10,00 2213 + 0,56 213
Accurel MP 1000 B 39 230 7.17 + 0,20 316
A 100 11,10 568+ 121 54
Immobead-150 B 100 4,10 226 + 0,50 56
Seonbonds FpBL A 100 11,00 18,76 + 0,45 172
epabeads - B 100 4,60 6,38 + 0,13 139

Fonte: os valores para cada parametro analisado foram obtidos conforme descrito por Alnoch et al.
(2015).

A: 10 mg g desuporte;

B: 20 mg g desuporte;

Eficiéncia (%) — E (%): calculada por diferenca entre a atividade inicial de lipase de C. rugosa e a
atividade final no sobrenadante ap6s a imobilizagéo;

A atividade de hidrélise em meio organico foi realizada em n-heptano, a 40 °C, 180 rpm, utilizando
trioleina (70 mmol L1) como substrato;

Retencédo de atividade — R (%): calculada comparando-se a atividade adsorvida teérica, obtida através
do balanco de massa expresso em atividade (expressa em U g de suporte) e a atividade real da
enzima imobilizada em meio organico.

Nesse aspecto, foram realizados ensaios em meio organico para verificar se a
enzima permanecia ativa nos suportes empregados e avaliar a retengdo em relacdo a
atividade da enzima livre. A atividade teodrica da lipase foi calculada a partir da
atividade da enzima livre no meio orgéanico e do balanco de massa de atividade do
sobrenadante no inicio e fim do processo de imobiliza¢do, considerando-se a atividade
adsorvida no suporte, dividindo-se pela massa de suporte (g) oferecida para a

imobilizacdo. A determinacéo da atividade foi realizada em meio orgénico (n-heptano)

para evitar a dessorcao da enzima do suporte.
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A partir de analise prévia da Tabela 3.2, foi possivel constatar que a enzima
imobilizada em Accurel e Sepabeads FP-BU apresentou os maiores valores de
atividade em meio organico, o que sugere uma ativagdo da enzima apds a
imobilizacdo, o que €, também, reforcado pelos altos valores de retencdo (R). Uma
possivel explicacdo para esse fendbmeno pode estar no fato de que a lipase esta
adsorvida e estabilizada em sua conformacao estrutural aberta, pois a lid possui
residuos de aminoéacidos hidrofébicos e, nesse sentido, a lipase estaria se ligando ao
suporte e sofrendo ativacdo interfacial concomitantemente, o que acarreta na
exposicdo mais acentuada do sitio ativo da enzima no meio reacional facilitando o
acesso ao substrato (BRADY et al., 1990).

A hidrofobicidade caracteristica do suporte pode ter promovido esse tipo de
ativacdo. Muitos autores tém relatado os suportes hidrofébicos como ideais para
imobilizag&o de lipases (MANOEL et al., 2015; TECELAO et al., 2012), uma vez que
seu carater hidrofébico contribui de forma significativa no processo, acentuando o
contato com as regides proximas ao sitio ativo e, também, o fato deste tipo de
imobilizacdo ser menos agressiva a estrutura conformacional da enzima (MATEO et
al., 2007).

Alnoch et al. (2015) e Madalozzo et al. (2015) utilizando Accurel MP 1000 na
imobilizacéo de LipC6G9 e LipC12, respectivamente, constataram valores de R acima
de 100%, o que também estd em conformidade com os resultados encontrados neste
trabalho. Resultados inferiores foram encontrados por Knezevic et al. (2002) na
imobilizacdo de lipase de Candida rugosa em diferentes concentracdes de alginato,
onde a maxima retencdo alcancada foi de 74,99%. Utilizando suportes acrilicos
hidrofobicos na imobilizacdo de lipase de Candida rugosa, Bryjak e Trochimczuk
(2006) obtiverem rendimento maximo de 25,4%, o que € bastante inferior aos
resultados encontrados neste trabalho.

Em relagéo ao suporte Immobead-150, foram observados valores muito baixos
de atividade da enzima comparado aos outros suportes, mesmo tendo apresentado
eficiéncia de 100% nas duas concentragfes estudadas. Uma possivel explicacdo para
este fendbmeno pode estar no fato de que durante as reacdes em meio organico foi
observada a formacgéo de agregados insoluveis, o que diminuia de forma significativa
o contato do derivado imobilizado com o meio reacional (KLIBANOV, 2001; ZAKS;
KLIBANOV, 1988), o que também foi relatado por Alnoch et al. (2015).
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Utilizando Immobead-150 para imobilizacdo de lipase de Thermomyces
lanuginosus em diferentes cargas de proteina (5, 10 e 20 mg g de suporte), Matte et
al. (2014) obtiveram valores entre 91-100% de eficiéncia, porém valores de
recuperacgao entre 20-95%, o que demonstra que nao houve ativacao interfacial apés
a imobilizacao, fato este também observado no presente estudo.

Analisando a atividade da lipase de C. rugosa nos suportes estudados,
Immobead-150 e Sepabeads FP-BU apresentaram méxima eficiéncia nas duas
cargas estudadas. Entretanto, o suporte Accurel MP 1000 apresentou maior retencao
de atividade nas duas cinéticas, porém, maior eficiéncia e atividade em meio organico
para a menor concentracdo estudada (TABELA 3.2). Nessa perspectiva, 0s ensaios

posteriores foram conduzidos na menor carga estudada no suporte Accurel MP 1000.

3.4 CONCLUSAO

Neste estudo preliminar, a lipase de Candida rugosa foi avaliada em relagéo as
diferentes formas de imobilizacdo com os suportes empregados. Nesse aspecto, 0
melhor suporte para imobilizagéo foi Accurel MP 1000, o que pOde ser constatado
devido a maiores valores de retencéo e atividade de lipase em meio organico. Os altos
valores de retencdo apresentados neste estudo demonstram a eficacia do processo,
por meio do qual foi possivel constatar/inferir a ativacéo interfacial da lipase em meio

organico.
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CAPITULO IV

Caracterizacdo e aplicagdo na sintese de ésteres do solido fermentado por
Penicillium roqueforti ATCC 10110 comparada a uma lipase comercial de

Candida rugosa imobilizada em Accurel MP 1000

Resumo: Esteres que compdem o biodiesel s&o sintetizados, geralmente, por
transesterificacdo alcalina em processos industriais utilizando-se de 6leos vegetais
(triacilglicerais) e alcoois de cadeia curta. Devido as impurezas e aos elevados teores
de residuos gerados ao fim da reacdo, novas rotas para sintese de ésteres tém sido
empregadas como a utilizacdo de enzimas, as quais podem catalisar reacdes de
esterificacdo e transesterificacdo. Neste trabalho, avaliou-se o estudo de
caracterizacdo em meio organico (em diferentes solventes e temperaturas) do solido
fermentado por Penicillium roqueforti (SFPR) comparado a lipase de Candida rugosa
imobilizada em Accurel MP 1000 (LCRI) e ao final foram aplicados em reacdes de
esterificacdo. Foi observada elevada estabilidade da LCRI e do SFPR quando
incubados em solventes organicos por 5 h a 30 °C. A atividade residual contra a
trioleina para a LCRI e 0 SFPR se mantiveram, respectivamente, em cerca de 97,3 £
1,8 € 94,2 + 2,2% em n-heptano (log P 4,0) e 95,6 + 0,4 e 87,8 + 1,2% para n-hexano
(log P 3,5). Para acetona (log P -0,23), EtOH (log P -0,31) e MeOH (log P -076) o
sélido fermentado (SF) apresentou maior estabilidade em relacdo a LCRI. Ambos os
preparados mantiveram suas atividades em pouco mais de 90% quando incubados
em n-heptano a 30 °C e mais de 40% para LCRI quando incubada a 40 e 50 °C, ao
passo que para o SFPR ficando acima de 60% nessas mesmas condi¢des. A atividade
de esterificacdo (AE) foi avaliada frente ao consumo de acido oleico do meio reacional.
As respectivas AE’s para a LCRI e o0 SFPR foram 8,2 +0,0e 34+ 0,1 U g!SSe
conversao em éster de 47,6 + 0,2 e 36,4 £ 0,1% em 96 h. O reuso de ambos 0s
preparados também foi investigado em cinco ciclos sucessivos de sintese, sendo
observada conversdes relativas para a LCRI em torno de 85% até o ultimo ciclo e de,
aproximadamente, 60% para SFPR no 5° ciclo. Esses resultados sdo promissores e
destacam o emprego do SF por P. roqueforti ATCC 10110 contendo lipase pela
primeira vez em reacdes de biocatélise.

Palavras-chave: Biodiesel, Lipase, Esterificacdo, Sdlido fermentado, Penicillium
roqueforti, Candida rugosa.
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Characterization and application in ester synthesis of the fermented solid
by Penicillium roqueforti ATCC 10110 compared to the commercial lipase

from Candida rugosa immobilized on Accurel MP 1000

Abstract: Esters that make up biodiesel are generally synthesized by alkaline
transesterification in industrial processes using vegetable oils (triacylglycerols) and
short chain alcohols Due to impurities and high residue levels generated at the end of
the reaction, new routes for ester synthesis have been employed as the use of
enzymes, which can catalyze reactions of esterification and transesterification. In this
work, the characterization study in organic medium (in different solvents and
temperatures) of the fermented solid by Penicillium roqueforti (SFPR) compared to the
lipase from Candida rugosa immobilized on Accurel MP 1000 (LCRI) were evaluated
and finally applied in esterification reactions. High stability of LCRI and SFPR was
observed when incubated in organic solvents for 5 h at 30 °C. The residual activity,
with triolein as substrate, for LCRI and SFPR remained about, respectively, 97.3 + 1.8
and 94.2 + 2.2% in n-heptane (log P 4.0) and 95.6 £ 0.4 and 87.8 + 1.2% for n-hexane
(log P 3.5). For acetone (log P -0.23), EtOH (log P -0.31) and MeOH (log P-076) the
fermented solid (SF) presented greater stability with respect to LCRI. Both enzymatic
preparations maintained their activities at slightly over 90% when incubated in n-
heptane at 30 °C and more than 40% for LCRI when incubated at 40 and 50 °C,
whereas for SFPR being above 60% in these conditions. The esterification activity (AE)
was evaluated with consumption oleic acid of the reaction medium. The respective
AE’s for LCRI and SFPR were 8.2 £ 0.0 and 3.4 £ 0.1 Ug-1SS and ester conversion of
47.6 = 0.2 and 36.4 = 0.1% in 96 h. The reuse of both preparations was also
investigated in five successive cycles of synthesis, with relative conversions for the
LCRI being observed around 85% until the last cycle and about 60% for SFPR in the
5th cycle. These results are promising and highlight the use of SF by P. roqueforti
ATCC 10110 containing lipase for the first time in biocatalysis reactions

Keywords: Biodiesel, Lipase, Esterification, Fermented solid, Penicillium roqueforti,
Candida rugosa.



76

4.1 INTRODUCAO

O biodiesel é uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos de &cidos
carboxilicos de cadeia longa que pode ser produzido pela transesterificacao de 6leos
vegetais ou gorduras animais, ou pela esterificacdo de acidos graxos livres, mediante
a utilizacéo de catalisadores quimicos ou enziméticos, que podem ser homogéneos
ou heterogéneos. Para este processo € necessario usar triacilgliceréis com baixos
niveis de umidade (< 0,5%) e de acidos graxos livres (< 1%), o que limita o uso de
matérias-primas de baixo custo. Como uma alternativa para a via quimica, nos ultimos
anos, o processo de sintese enzimatica, que utiliza lipases, vem ganhando
importancia especial na producdo de biodiesel, pois pode partir de matérias-primas
residuais que contenham elevados teores de acidos graxos e agua (FERNANDES et
al., 2007; SALUM et al., 2010).

Certas lipases (triacilglicerol hidrolases EC 3.1.1.3) apresentam altos niveis de
atividade e estabilidade em ambientes ndo-aquosos, assim como ha sintese do
biodiesel, o que facilita a sua aplicacdo em reacbes como a esterificagcédo e a
transesterificagdo. No entanto, o alto custo das enzimas comerciais dificulta a
utilizacdo das lipases nesses processos. Uma alternativa € o uso de solidos
fermentados com atividade lipolitica que tém potencial para reduzir os custos na
sintese enzimética de biodiesel (ZAGO et al., 2014). Os melhores resultados até o
momento foram obtidos utilizando sélidos fermentados produzidos com a bactéria
Burkholderia contaminans LTEB11 em uma mistura de bagaco de cana e farinha de
semente de girassol. Com este sélido, foi obtida uma converséo de 95% em 46 h para
transesterificacdo de 6leo de soja com etanol (SALUM et al., 2010) e uma conversao
de 88% em 24 h para a esterificacao etilica dos acidos graxos da borra de soja (DIAS
et al., 2017).

Neste ambito, objetivou-se neste trabalho o emprego do sélido fermentado por
P. roqueforti ATCC 10110 (SFPR) contendo atividade lipolitica e da lipase de Candida
rugosa imobilizada em Accurel MP 1000 (LCRI) na sintese de ésteres etilicos. Este
estudo comparativo pode contribuir para desenvolvimento da biotecnologia, uma vez
gue a lipase de P. roqueforti ndo possui muitas ocorréncias na literatura, contudo
apresenta potencial na producdo de diversos metabdlitos (FERRAZ et al., 2018;
LESSA et al., 2017; SILVA et al., 2017), o que corrobora o estudo de aplicagéo dessa

lipase fungica.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Tecnologia
Enzimatica (LTEB) do departamento de Quimica da UFPR e no Laboratorio de
Biotransformacéo e Biocatélise Organica (LaBioCat) do Departamento de Ciéncias
Exatas e Tecnologicas da UESC.

4.2.1 Caracterizagdo em meio organico

Para efeito de comparacéo, todos os ensaios envolvidos neste capitulo foram
realizados com o SFPR contendo atividade lipolitica nas condi¢Bes otimizadas no

Capitulo Il e a LCRI conforme descrito no Capitulo 1.

4.2.1.1 Estabilidade em solventes organicos

Esta etapa do trabalho foi adaptada do método descrito por Alnoch et al., (2015)
e teve como finalidade avaliar a estabilidade da LCRI e do SFPR em solventes
organicos com diferentes log P. Para tanto, incubaram-se 50 mg (LCRI) e 350 mg
(SFPR), respectivamente, em 1 e 8 mL de solvente por 5 h em banho termostatizado
a 30 °C. Apés a incubacdo, o material foi entdo removido da mistura por filtracdo a
vacuo em papel de filtro qualitativo e seco em dessecador por 16 h, a 4 °C. A atividade
residual da LCRI e do SFPR foi avaliada pela hidrélise em meio organico (4.2.2.1). Os
solventes organicos utilizados foram n-heptano (log P 4,0), n-hexano (log P 3,5),
acetona (log P -0,23), etanol (EtOH) (log P -0,31) e metanol (MeOH) (log P -0,76).

4.2.1.2 Estabilidade a temperatura

A termoestabilidade da LCRI e do SFPR, método também adaptado de Alnoch
et al., (2015), foi avaliada pela incubacdo em banho termostatizado por 5 h em
diferentes temperaturas (de 30 a 60 °C). Foram incubados 50 mg (LCRI) e 350 mg
(SFPR), respectivamente, em 1 e 8 mL de n-heptano para evitar a dessor¢cédo da
enzima. Apos a incubacéo, foi realizado o mesmo procedimento descrito no item
4.2.1.1 para secagem dos derivados. A atividade residual da LCRI e do SFPR foi
avaliada pela hidrolise em meio orgénico (4.2.2.1).
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4.2.1.3 Atividade de esterificacéo

O desempenho (atividade e conversdo em éster) da LCRI e do SFPR na sintese
de ésteres foi avaliado utilizando como reacdo padrdo a sintese do oleato de etila
(FIGURA 4.1). As reacdes foram realizadas em agitador orbital em frasco
hermeticamente fechado de 12 mL. Para os ensaios com a LCRI e o SFPR foram
utilizados 100 e 500 mg (6,5 e 5 unidades de atividade de hidrélise em meio organico
contra trioleina — U), respectivamente, em 5 e 10 mL de meio reacional composto de
70 mmol Lt de &cido oleico e 210 mmol Lt de etanol em n-heptano, 40 °C, 200 rpm
(FERNANDES et al., 2007).

Figura 4.1 — Reacéo de esterificacdo do acido oleico catalisada por lipases com
liberacdo do oleato de etila e 4gua
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Fonte: adaptado de Soares et al. (2013)

A conversdo em éster (%) foi calculada através do consumo de acidos graxos
do meio reacional em relagdo a concentracéo inicial do acido (Ai), considerando que
a sintese do éster € inversamente proporcional ao desaparecimento do acido graxo

do meio reacional, através da Equacéao 4:

mgf
CCor=100 @—— € (4)
2]

Sendo:

Ce: conversao em éster (%)

ne: numero de mols de acido oleico no tempo final (Ar)
ni: nimero de mols de acido oleico no tempo zero (Aj)

Em intervalos fixos, aliquotas de 100 pL foram coletadas do meio reacional e
analisadas quanto ao teor de acido graxo residual, através método de Lowry-Tinsley,
(1976) (3.2.2.2.1). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para consumir 1 ymol min! de acido graxo nas

condic¢des do ensaio. Foram realizados também controles com a adi¢cdo dos suportes
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sem a lipase; ja para os ensaios-controle com o SFPR n&o houve adicéo de acido

oleico.

4.2.1.4 Reuso da LCRI e do SFPR na sintese de ésteres em n-heptano

O estudo de reutilizacdo em 5 ciclos de reacdo de esterificacdo foi realizado
com os preparados de LCRI e SFPR. Foi utilizado procedimento padréo de sintese do
oleato de etila em n-heptano (4.2.1.3). O tempo de reacdo em cada ciclo foi de 96 h
para a LCRI e o SFPR. Apds cada ciclo, os preparados foram lavados com 2 volumes
de 5 mL e 10 mL de n-hexano para a LCRI e o SFPR, respectivamente, durante a
filtracdo a vacuo que foram recuperados e secos em dessecador a vacuo por 16 h a
4 °C. Apos este periodo, os preparados foram submetidos a um novo ciclo de reacéao,
no qual a massa final de cada preparado era aferida, uma vez que perdas eram
inerentes ao processo de recuperacao. As conversdes foram analisadas pelo método
de Lowry-Tinsley (3.2.2.2.1) apdés cada ciclo de reutilizacdo e expressas em

percentual da conversao absoluta obtida em cada ciclo.

4.2.2 Métodos analiticos

4.2.2.1 Atividade de hidrélise em meio organico

Para avaliar a atividade de hidrélise em meio orgéanico, foi seguido o
procedimento proposto por Gongalves (1999), com algumas modificacfes. Para os
ensaios com a LCRI e o SFPR foram utilizados 40 e 300 mg, respectivamente, em 5
e 10 mL de meio reacional em frasco hermeticamente fechado de 12 mL. O meio
reacional consistiu de 4,9 mL de n-heptano, 70 mmol L de trioleina e 100 uL (2% v/v)
de agua destilada.

A reacdao foi realizada sob agitacao de 180 rpm, a 40 °C e, em intervalos fixos,
aliquotas de 100 pL foram coletadas do meio reacional e analisadas quanto ao teor
de acido graxo residual através método de Lowry-Tinsley (3.2.2.2.1). Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1

umol min! de acido graxo nas condicdes do ensaio.
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4.2.2.2 Método de Lowry-Tinsley

O método de Lowry-Tinsley (1976) foi utilizado para quantificar o teor de acido
oleico durante a reacdo de hidrélise da trioleina em meio organico. O ensaio foi
realizado em microtubo (Eppendorf — 2,0 mL) contendo 1,15 mL de tolueno e 250 uL
do reativo de cor, que consiste em uma solucdo aquosa de acetato de cobre Il (5%),
com pH (6,0-6,2) corrigido previamente com piridina. Adicionaram-se 100 pL da
amostra e a mistura foi agitada em vortex durante 40 segundos e a absorbancia da
fase organica medida em espectrofotometro a 715 nm.

A concentracéo de acido graxo no meio € relacionada a absorbancia pela curva
de calibracdo feita com o &cido oleico (Sigma, pureza 90%), que foi obtida nas
mesmas condi¢cdes do ensaio. Nas reacdes de hidrélise, a atividade foi calculada a
partir da liberagdo dos acidos graxos no meio reacional e uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz liberar 1 pmol min-t

de acido graxo nas condi¢cfes do ensaio.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizagcdo em meio organico

4.3.1.1 Estabilidade em solventes organicos

O uso de biocatalisadores em reacées em meio de solvente reforga o estudo
de estabilidade enzimatica nestes compostos, uma vez que o tipo de solvente
empregado pode contribuir de maneira efetiva na catalise enzimatica (SOARES et al.,
2013). Nesse ambito, os compostos empregados neste estudo se destacam pela sua
ampla aplicabilidade nas rea¢6es envolvendo o uso de lipases quando estes séo
utilizados como meio reacional (n-heptano, n-hexano etc.) ou substrato da reacao
(etanol, metanol etc.) (WANG et al., 2016).

A natureza do solvente utilizado pode afetar diretamente a estabilidade da
enzima. Quando se faz referéncia a compostos hidrofébicos sendo utilizados como
meio de reacao, estes tendem a acentuar ou manter a estabilidade da enzima, pois a
interacdo destes com a agua de hidratacao, a qual confere ativacéo ao biocatalisador,

€ menos pronunciada. Quando se trata de compostos menores e mais polares como
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0 metanol e etanol, comumente empregados como substratos nestes tipos de reacéao,
a estabilidade é afetada de maneira a diminuir o potencial catalitico da enzima, pois
devido a hidrofilicidade mais acentuada destes compostos, a agua de hidratacdo €
retirada de forma mais pronunciada (NOUREDDINI; GAO; PHILKANA, 2005; YANG
et al., 2012).

Conforme resultados apresentados na Figura 4.2, foi possivel constatar uma
elevada estabilidade para ambos o0s preparados na maioria dos solventes
empregados neste estudado. A medida que se aumentava o grau de hidrofilicidade do
solvente, a estabilidade caia no periodo de incubacdo — 5 h a 30 °C. As atividades
residuais para a LCRI e o SFPR se mantiveram, respectivamente, em cerca de 97,3
+ 1,8 e 94,2 +2,2% para n-heptano e 95,6 + 0,4 e 87,8 + 1,2% para n-hexano. Um
decréscimo mais acentuado foi observado para LCRI em acetona, EtOH e MeOH com
uma atividade residual de 54,6 £ 0,1, 13,0 + 0,6 e 0%, respectivamente. Ao passo que
o SFPR demonstrou mais resisténcia, sendo observada uma atividade relativa de 84,0
+4,2,68,0+1,1e 26,6 +0,4% para acetona, EtOH e MeOH, respectivamente. Uma
possivel explicacdo para a maior resisténcia do SFPR em relacdo a LCRI nestes
solventes mais polares, pode estar no fato de que o primeiro trata-se de um soélido
bruto (multienzimatico), que neste caso pode ter promovido uma protecao as lipases
por parte das outras proteinas/moléculas que comp&em o sélido e, por consequéncia,
podem ter minimizado o efeito de retirada da dgua de hidratacdo necessaria para
manutencdo da atividade catalitica, fato este ndo observado para a LCRI,
possivelmente por se tratar de uma enzima purificada (FERRAZ et al., 2018).

Madalozzo et al., (2013) utilizando LipC12 imobilizada em Immobead-150
relataram uma atividade residual apos 12 h de incubacéo, 40°C e sob agitacédo de 250
rom em n-heptano e n-hexano de 93 + 3 e 89 + 0%, respectivamente. Sob essas
mesmas condi¢cdes, os referidos autores demonstraram uma atividade relativa para
EtOH de 62 + 2% e MeOH de 3 £ 0%, tendéncia esta também observada neste estudo.
Comportamento semelhante também foi relatado por Alnoch et al., (2015) no emprego
de LipC6G9 imobilizada em Accurel MP 1000 no estudo de estabilidade em solventes
organicos por 8 h a 30 °C, sendo observada uma atividade residual de 89 + 5% para
n-heptano e 79 = 4% em n-hexano. Os autores ainda relataram uma perda de
atividade de cerca de 70% quando incubaram LipC6G9 imobilizada em MeOH, o que

também se assemelha aos resultados encontrados neste estudo.
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Figura 4.2 — Estabilidade da lipase de Candida rugosa imobilizada em Accurel MP
1000 e do sélido fermentado de Penicillium roqueforti ATCC 10110 em diferentes
solventes
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CondigBes: para as amostras controle, ndo houve pré-incubacdo. A LCRI e o SFPR foram incubados,
respectivamente, em 1 e 8 mL de solvente por 5 h a 30 °C.

A atividade residual, para a LCRI e o SFPR, foi avaliada pela hidrélise da trioleina em meio organico a
40 °C e 180 rpm utilizando 40 e 350 mg da LCRI e do SFPR, respectivamente. O teor de 4cidos graxos
livres foi analisado pelo método de Lowry-Tinsley. Os valores apresentados sdo a média da triplicata
dos ensaios + o erro padrdo da média (EPM). Nos casos em que a barra do EPM néo aparece, significa
gue esta é menor que simbolo que a representa

Atividade de hidrdlise relativa (%)

Silva et al. (2017) avaliando o efeito da adigao de solventes no meio reacional
de hidrdlise do p-nitrofenol palmitato na atividade de lipase no extrato multienzimatico
obtido a partir da fermentacdo no estado sélido (FES) do farelo de cacau por P.
roqueforti ATCC 10110, relataram uma atividade residual para acetona e MeOH de
51,31 e 32,26%, respectivamente, dados estes, relativamente, semelhantes aos
encontrados neste estudo. Entretanto, cabe salientar que os resultados apontados
neste trabalho foram obtidos pelo emprego do SFPR em 100% de solvente e
incubados a 30 °C por 5 h, enquanto que os referidos autores empregaram 1% de
solvente no meio de reacional e posteriormente submetido a analise. Visando a
aplicabilidade do sélido fermentado (SF) na sintese de ésteres em meio de solvente,
estes resultados sao promissores, uma vez que nao ha relatos na literatura utilizando

a lipase de P. roqueforti com essa finalidade.
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4.3.1.2 Estabilidade a temperatura

O estudo da temperatura é uma importante etapa quando se refere a
estabilidade de enzimas em biocatalise. No que concerne a este fator, ha dois
mecanismos distintos que podem afetar consideravelmente a velocidade de reacdo
catalisada por enzimas: o mecanismo quimico, onde a velocidade de reacdo aumenta
com a temperatura pelo aumento da energia cinética dos reagentes (substratos) e
pelo aumento da transferéncia de massa, e 0 mecanismo associado a desnaturacéo
da enzima pelo aumento da temperatura (NOUREDDINI; GAO; PHILKANA, 2005).
Nas reacdes envolvendo sintese de ésteres catalisada por lipases, a faixa de
temperatura para melhor desempenho do biocatalisador, compreende-se entre 30 e
50 °C (ALNOCH et al., 2015). No presente trabalho, as associacdes pertinentes a este
parametro, também, puderam ser evidenciadas. Nos ensaios envolvidos nesta etapa,
ambos os preparados foram submetidos a incubac¢éo em n-heptano por 5 h entre 30
— 60 °C e as atividades foram expressas em termos percentuais e comparadas aos
seus respectivos controles, os quais ndo sofreram prévia incubacéo.

Os resultados dispostos na Figura 4.3 demonstram uma manutencdo da
estabilidade para a maior parte da faixa de temperatura estuda na incubacéao de LCRI
e 0 SFPR, sendo observado pouco mais de 90% de atividade residual em 30 °C, para
ambos os preparados. Na temperatura de 40 e 50 °C a atividade de LCRI néo
apresentou diferenca significativa, mantendo-se em cerca de 44,6 + 3,7 e 48,7 £+ 1,9%
para as respectivas temperaturas. Ao passo que para o SFPR, nestas mesmas
temperaturas, as atividades residuais se mantiveram em 72,9 + 3,1 e 63,4 £ 0,2%,
respectivamente. A 60 °C, o decréscimo foi bastante pronunciado em ambos o0s
preparados, sendo observada uma atividade residual de 27,0 £ 2,6% para LCRI e 33,8
+ 0,6% para o SFPR. Estes resultados estdo em conformidade com o embasamento
tedrico ja relado, e no que se relaciona a maior resisténcia do SFPR em relacéo a
LCRI, pode ser devido, também, ao efeito protetor promovido pelas outras enzimas

existentes no meio fermentado bruto.
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Figura 4.3 — Termoestabilidade da lipase de Candida rugosa imobilizada em Accurel
MP 1000 e do sélido fermentado de Penicillium roqueforti ATCC 10110
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Condig¢bes: para as amostras controle, ndo houve pré-incubacao. A LCRI e o SFPR foram incubados,

respectivamente, em 1 e 8 mL de n-heptano por 5 h.
A atividade residual foi avaliada pela hidrélise da trioleina em meio orgéanico a 40 °C e 180 rpm utilizando
40 e 350 mg da LCRI e do SFPR, respectivamente. O teor de acidos graxos livres foi analisado pelo
método de Lowry-Tinsley. Os valores apresentados séo a média da triplicata dos ensaios + 0 EPM. Nos
casos em que a barra do EPM nao aparece, significa que esta € menor que simbolo que a representa.
No estudo de termoestabilidade, na faixa de 50 — 80 °C, do extrato bruto
contendo lipase obtida através da FES do farelo de cacau por P. roqueforti, Silva et
al., (2017) relataram uma perda de 25 e 50%, respectivamente, a 50 e 60 °C em 50
minutos de incubacao. No periodo de incubacéo estudado pelos referidos autores, os
resultados do presente trabalho se mostraram superiores, mesmo tendo sido adotado
um maior tempo no estudo de estabilidade, o que pode estar relacionado a forma
como a enzima interage com o solido, podendo ser por meio de ligacbes de
hidrogénio, conferindo maior estabilidade ao biocatalisador, enquanto que a lipase do
estudo mencionado, extraida em FES, encontrava-se em sua forma livre, sendo mais
propensa a sofrer desnaturacao (KIM; GRATE; WANG, 2006), o que fortalece o

emprego do solido sem a necessidade de extracdo da enzima.
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4.3.1.3 Atividade de esterificacdo e conversao em éster

As etapas anteriores foram determinantes na escolha das condi¢des (solvente
e temperatura) aplicadas para acompanhamento da reacéo de esterificacdo utilizando
a LCRI e 0 SFPR (FIGURA 4.4). A lipase de C. rugosa ja possui ocorréncias na
literatura no que concerne a faixa de temperatura mais adequada para aplicacdo em
atividade de esterificacdo ou transesterificacdo (ADACHI et al., 2013; TALUKDER;
WU; CHUA, 2010; WATANABE et al., 2007) o que esta de acordo com os resultados
obtidos no presente estudo. No que se relaciona a lipase contida no SF por P.
roqueforti, este € o primeiro relato onde se emprega o biocatalisador deste micro-

organismo para aplicacdo em biocatalise.

Figura 4.4 — Esterificacdo catalisada pela lipase de Candida rugosa imobilizada em
Accurel MP 1000 e pelo sélido fermentado de Penicillium roqueforti ATCC 10110
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Condigbes da reagéo: (m) 100 mg do LCRI (6,5 U) e (o) 500 mg do SFPR (5,0 U); 5 e 10 mL de meio
reacional para a LCRI e o SFPR, respectivamente. Propor¢cdo do meio em etanol de 210 mmol L1e
acido oleico de 70 mmol Lt em n-heptano. Para ambos os ensaios a razao molar (etanol):(acido oleico)
foi de 3:1, 40 °C e 200 rpm. O teor de acidos graxos residuais foi analisado pelo método de Lowry-
Tinsley. Os valores apresentados sdo a média da triplicata dos ensaios + o EPM. Nos casos em que a
barra do EPM néo aparece, significa que esta é menor que simbolo que a representa.
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Conforme resultados apresentados na Figura 4.4, a LCRI apresentou atividade
de esterificacdo (AE) de 8,2 + 0,0 U g'SS e conversdo em éster de 47,6 + 0,2% em
96 h. Estes resultados foram superiores aos encontrados para o SFPR, que
apresentou 3,4 + 0,1 U g'SS para AE e conversdo de 36,4 + 0,1% em 96 h. Essa
discrepancia concernente a AE e a taxa de converséo para a LCRI e o SFPR pode
estar associada a pureza da enzima comercial (apresentando maior quantidade de U
em uma menor massa do derivado imobilizado) que mesmo neste caso né&o

apresentou uma diferenca tao elevada em relacdo ao SFPR.

4.3.1.4 Reutilizacdo da LCRI e do SFPR na sintese de ésteres em n-heptano

Para finalizagdo da etapa de caracterizacédo da LCRI e do SFPR, um estudo de
reutilizacdo foi conduzido a fim de avaliar a estabilidade desses preparados frente a

sucessivos ciclos de sintese (FIGURA 4.5).

Figura 4.5 — Reuso da lipase de Candida rugosa imobilizada em Accurel MP 1000 e
do sdlido fermentado de Penicillium roqueforti ATCC 10110
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Condigbes da reagéo: (m) 100 mg do LCRI (6,5 U) e (o) 500 mg do SFPR (5,0 U); 5 e 10 mL de meio
reacional para a LCRI e o SFPR, respectivamente. Proporcdo do meio em etanol de 210 mmol L1 e
acido oleico de 70 mmol Lt em n-heptano. Para ambos os ensaios a razao molar (etanol):(acido oleico)
foi de 3:1, 40 °C e 200 rpm. O teor de acidos graxos residuais foi analisado pelo método de Lowry-
Tinsley. Os valores apresentados sdo a média da triplicata dos ensaios + 0 EPM. Nos casos em que a
barra do EPM n&o aparece, significa que esta € menor que simbolo que a representa.
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Os resultados demonstraram alta estabilidade nas reacfes de esterificacdo
para a LCRI, mantendo quase que total eficiéncia durante os 5 ciclos, apresentando
apenas cerca de 15% de perda no ultimo ciclo. No que concerne ao SFPR, foi
apresentada relativa estabilidade, variando até cerca de 80% de conversao residual
até o 3° ciclo, e uma queda mais pronunciada no ultimo reuso, restando cerca de 60%
de conversdo em relacéo ao ciclo inicial. Mesmo tendo apresentado uma queda maior
nos ciclos de reacao, os resultados para o SF séo promissores, uma vez que sendo a
enzima utilizada em sua forma livre, a reutilizagéo fica inviavel, aumentando assim o
custo do processo. O SFPR tem seu primeiro relato na producéo de biodiesel neste
trabalho.

Fernandes et al., (2007) propuseram pela primeira vez o uso e reuso de solido
fermentado em reacfGes de biocatalise. Os autores avaliaram o reuso do SF por
Burkholderia cepacia LTEB11 em reacdes de esterificacdo em n-heptano relatando
conversao inicial de 97%, mantida até 10 ciclos de reacdo, sendo observada uma
gueda mais pronunciada para aproximadamente 48% ap0s o 14° ciclo. O reuso do SF
de Rhizopus microsporus na sintese de ésteres foi relatado por Botton (2014) sendo
observada por 23 ciclos conversées em torno de 100%, e uma pequeno decréscimo
para 86% ap0s o0 24° ciclo. Os resultados dos estudos citados para o reuso do SF
foram superiores aos do presente trabalho, contudo os experimentos conduzidos aqui,
mostraram-se promissores e as respostas obtidas com o emprego dos preparados
produzidos neste estudo, em especial 0 SFPR, poderdo ser maximizadas em estudos

posteriores.
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4.4 CONCLUSAO

Foi desenvolvido neste trabalho um estudo de caracterizacdo comparativa
entre a LCRI e o SFPR. O uso de uma enzima comercial, ja amplamente relatada na
literatura, fez-se necesséria para essa analise comparativa em relacéo ao SF.

O SFPR mostrou-se estavel a diferentes solventes, destacando-se o fato de ter
apresentado maior atividade residual e consequentemente maior estabilidade em
solventes organicos mais hidrofilicos, fato este menos pronunciado para a LCRI. As
atividades residuais para LCRI e o SFPR foram, respectivamente, em EtOH de 13,0 +
0,6 €68,0+1,1% e em MeOH de 0 e 26,6 +0,4%.

A termoestabilidade estudada para ambos os preparados, também apresentou
a mesma tendéncia observada no estudo de estabilidade aos solventes. O SFPR
apresentou-se mais estavel na faixa de temperatura estudada em relacdo a LCRI.
Para ambos os estudos, esse fato se traduz na presenca de outras enzimas presentes
no SF bruto, que, como ja mencionado, podem ter promovido uma espécie de
protecdo as lipases presentes no solido.

Quando comparados quanto ao estudo de AE e conversdo em éster, a LCRI
apresentou maior conversao no tempo de reacdo empregado, sendo a AE para a LCRI
de 8,2 + 0,0 e para 0 SFPR de 3,4 + 0,1 U g!SS. Esses resultados evidenciaram
valores de conversdo em 47,6 £ 0,2 e 36,4 + 0,1%, respectivamente, paraa LCRl e 0
SFPR. Quanto ao reuso, a LCRI permaneceu estavel, quase que em 100% de
converséo relativa nos 5 ciclos de reacdo estudados. O SFPR apresentou relativa
estabilidade tendo uma queda mais pronunciada a partir do 3° ciclo e ao fim destes,
apresentou atividade relativa em torno de 60%. Estes resultados sdo bastantes
promissores, pois permitiram evidenciar a reutlizagdo do SFPR, o que ja é
demonstrado na literatura como uma alternativa ao uso de enzimas imobilizadas, e

gue neste caso, também, pode reduzir o custo final do processo.
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4.5 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados promissores obtidos pelo emprego do sélido fermentado
contendo lipases de P. roqueforti ATCC 10110, o presente trabalho abre perspectivas
para novos estudos, tais como:

e Otimizacao da reacédo de esterificacdo para sintese do oleato de etila com

aplicacao do SFPR para obtencao de maiores rendimentos;

e Aplicacdo do SFPR em resolucédo de compostos racémicos, como por

exemplo, resolucéo do 1-feniletanol;

e Aplicacdo do SFPR na sintese de ésteres de aroma;

e Aplicacdo do SFPR, em escala laboratorial, na biorremediacéo de efluentes

industriais.
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