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RESUMO

As lipases tém sido definidas como carboxilestsragpee hidrolisam acilglicerdis com acidos graxos
de cadeia longa, ou seja, com cadeia acila com deadez atomos de carbono. A fermentacdo em
estado sélido pode ser definida como o processeiquave sélidos, em auséncia ou quase auséncia
de agua livre. A especificidade pelo substratamheseés em reacdes de esterificacdo € importarde par
obter um melhor entendimento da relagdo estruturedo e melhorar os parametros reacionais,
proporcionando maiores conversfes e aplicabilidddeutilizacdo de subprodutos agroindustriais
como substrato na producdo de lipases, além dgagvalor a materiais de baixo custo no mercado
como a torta de soja, pode vir a reduzir em muiprego final da enzima, sendo que a aplicagdo da
fermentagdo em estado sélido em muitos casos dimamsideravelmente os custos do processo. O
objetivo do trabalho foi o estudo da especificidddelipase obtida dBenicillium brevicompactum
por fermentacdo em estado sélido em biorreatoeitie fixo. O Extrato enzimético bruto obtido da
fermentagdo com FA+CA: Para a atividade de estagfio possui maior especificidade por &lcoois de
cadeia longa, e acidos graxos de cadeia longasdiasgnéD Extrato enzimatico bruto obtido da
fermentacdo com FS+CA: Para a atividade de estmgéib possui maior especificidade por alcoois de
cadeia curta e longas, e acido graxo de cadeialdbgrato enzimatico bruto obtido da fermentagéo
com FS+CS: Para a atividade de esterificacdo possior especificidade por alcoois de cadeia curta
e longa, e 4cidos graxos de cadeia longa.

Palavras-chave:Lipase, Fermentagdo em estado soélido, Biorreatdeitb fixo, Especificidade.
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1 INTRODUCAO

As lipases tém sido definidas como carboxilestarapee hidrolisam acilglicerdis com
acidos graxos de cadeia longa, ou seja, com cad#gcom mais de dez atomos de carbono
(Castro-Ochoa et al., 2005; Bornscheuer et al.2208ni et al., 2001; Sharma et al., 2001,
Jaeger et al., 1999). Atuam como catalisadoresieensas reacoes, com alta especificidade,
estabilidade e condi¢cdes reacionais brandas, nuduias reacbes de esterificacao,
transesterificacdo, lactonizacao, acilacao regeisel e aminolise (Foresti e Ferreira 2006;
Krishna e Karanth, 2001).

Alguns fungos produtores de lipases mais imporsant®mercialmente sao
reconhecidos como pertencentes aos gérrehimopussp., Aspergillussp., Penicillium sp.,
Geotrichumsp.,Mucor sp. eRhizomucorsp. A producédo de lipases por fungos filamentosos
varia de acordo com a composi¢cao do meio, condigéexsuiltivo, pH, temperatura, e do tipo
de fonte de carbono e nitrogénio empregados. Aliésodas respostas aos fatores ambientais
sdo também diferentes entre as cepas fungicasp sprel para uma determinada cepa o
mesmo fator pode estimular a producdo, mas para patle ndo afetar, ou até mesmo inibir
a producéo de lipase (Colen, 2006).

Inimeras sdo as aplicacdes potenciais de lipas@tasrdelas ja desenvolvidas em
escala industrial. As lipases tém sido frequentéenerilizadas na resolugcdo de misturas
racémicas, na formulacdo de detergentes e sineskiodurfactantes; no tratamento de
efluentes, na industria oleoquimica (bioconvers@al@os e gorduras) para a producédo de
biodiesel; na indUstria agroquimica; na manufatiaraouro e papel; na nutricdo; na producao
de aromas; na formulacéo de perfumes, fragranatasméticos; na fabricacdo de plasticos e
fibras sintéticas; na sintese de sedativos e oférogcos; dentre outras (Cammarota e Freire,
2006; Hassan et al., 2006; Salis et al., 2005a%tal., 2005).

A fermentacdo em estado sdlido pode ser definidaoco processo que envolve
sélidos, em auséncia ou quase auséncia de agea(@®armano, 2000; Pandey, 2003). O
micro-organismo pode crescer entre os fragmentossudustrato (dentro da matriz do
substrato) ou sobre a superficie do mesmo, consion@rsubstrato e secretando metabdlitos,

dentre os quais as enzimas (Mitchell et al., 2006).
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A especificidade pelo substrato de lipases em e=ad@ esterificacdo € importante
para obter um melhor entendimento da relacdo astrfiingdo e melhorar os parametros
reacionais, proporcionando maiores conversbes eabpidade (Peter e Preda, 2002).
Dependendo das caracteristicas de especificidatipad®, esta pode se tornar atraente para
diferentes aplicacbes em areas industriais potisn@an e Xu, 2009).

As lipases sdo capazes de catalisar reacOes corarapia faixa de substratos, mas as
taxas de reacdo variam amplamente com a estruasrendléculas do substrato. As diferentes
afinidades de uma molécula de lipase por difereatesois e acidos graxos, pode ser
entendida em termos da energia de ligacdo queadh quando um substrato se liga ao sitio
ativo das lipases (Abbas e Comeau, 2003). A espideifle das lipases é controlada pelas
propriedades moleculares da enzima, estrutura loiirsto e por fatores que afetam a ligacao
enzima-substrato (hidratacé@o estérica e interagdesfobicas) (Rigo, 2009).

A utilizacdo de subprodutos agroindustriais combssato na producao de lipases,
além de agregar valor a materiais de baixo custme&r@ado como a torta de soja, pode vir a
reduzir em muito o preco final da enzima, sendo @aplicacdo da fermentacdo em estado
sélido em muitos casos diminui consideravelmenteuwstos do processo (Castilho et al.,
2000).

Os biorreatores de leito fixo também sédo bastatiigados em escala laboratorial.
Neste tipo de biorreator, 0 meio pré-inoculado@édicionado em colunas pequenas que sao
incubadas em banho termostatico. Ar imido é forgadavés do leito, buscando expandir o
mesmo, aumentando a superficie de contato e asspitiando uma melhor transferéncia de
calor. O ar utilizado deve ser saturado em agua panimizar a evaporacdo. Este sistema
facilita o acompanhamento do crescimento microbignavés de técnicas de respirometria
(Sato e Sudo, 1999; Mitchell et al, 2003a). Estaipamento também apresenta outras

vantagens como o baixo custo e uso relativameniigEaurand, 2003).
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Micro-organismo e Substratos

O fungo Penicillium brevicompactunfoi isolado previamente por Freire (1996) a
partir do flotado da fermentacdo natural de améndte babacu. Os substratos utilizados
foram uma mistura de farelo de arroz e casca @de,darelo de soja e casca de arroz, farelo

de soja e casca de soja.

2.1.2 Biorreator de leito fixo

As fermentacgdes foram realizadas em biorreatoeitie ixo com capacidade util de
4kg de casa de arroz seca. O biorreator consistendelindro de 34cm de diametro e 50cm
de altura.

A metodologia da producao da lipase em biorreatolegto fixo foi descrita conforme

a dissertacao de Predabon (2011).

2.1.3 Determinacao da atividade de esterificacao

A atividade de esterificacdo do extrato enzimabeato liofilizado foi quantificada
através da reacgdo de sintese do acido oléico el ¢tamdo molar 1:1) (Langone et al., 2002;
Bernardes et al., 2007, modificado). A reacao fmduzida a 40°C, 150rpm por 40min. Esta
foi iniciada pela adicdo do extrato liofilizado X§) ao meio reacional, em frascos de vidro
tampados e mantidos em agitador orbital. Foramadsts aliquotas (triplicata) de 0,5mL do
meio reacional e a reacdo foi interrompida pelacédide 20mL de uma solugdo de
acetona/etanol 1:1 (v/v). Os acidos graxos nasuwoidos na reacao foram titulados até pH
11,0 com uma solucdo de NaOH 0,035M. Os brancasoress foram preparados retirando-
se aliquotas (triplicata) de 0,5mL e interrompesdoa reagdo com 20mL da solucdo de
acetona/etanol 1:1 (v/v). Os brancos foram tamhbémados até pH 11,0 com solucdo de
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NaOH 0,035M. As dosagens de atividade foram fedtas triplicata para cada amostra

liofilizada.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho realizou-se a avaliacdo do efadtdifitrentes alcoois e acidos graxos
na atividade de esterificacdo da lipase produzidevés da FES, em biorreator de leito fixo,
extrato enzimatico bruto.

Os valores apresentados na Figura lrams influéncia de diferentes alcoois (etanol,
butanol, metanol, propanol) na atividade de estagfio com diferentes acidos graxos. Pode-
se observar maior afinidade das enzimas obtidasdguas substratos usados foram s&o
acidos graxos de cadeia longa (C18:1) e média (TEIn presenca de alcoois de cadeia

longa, no caso de acido oleico e propanol, e daigtico com butanol e propanol.
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Figura 1 - Especificidade do extrato enzimatico da reagho diferentes alcoois e diferentes

acidos graxos. Amostra 1 (FA+CA).

Observa-se na Figura 1 (amostra 1) geenprego do acido laurico e butanol como
substratos resultou na maior atividade de esta¢dio, atingindo uma atividade de 94,03U/g
na enzima produzida com FA+CA como substrato. Bstama enzima atingiu a segunda

maior atividade (87,98U/g) quando acido oléico daipregado como doador acila e com
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propanol como alcool. Nota-se a preferéncia daneazior acidos graxos de cadeias longas e
alcoois de cadeias meias e longas.

Na Figura 2 nota-se que a enzima olatigartir de FS+CA apresentou maior afinidade
quando o acido graxo utilizado como substrato éocadeia longa (C18:1), tanto na presenca
de alcoois de cadeia curta quanto de cadeia lddganprego de acido oleico como doador
acila resultou na maior atividade de esterificagéingindo 94,05U/g na enzima produzida
utilizando farelo de soja e casca de arroz cometgtb, reagindo com propanol como alcool.
Essa mesma enzima obteve a segunda maior ativi@des5U/g) reagindo com metanol

como alcool.
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Figura 2 - Especificidade do extrato enzimatico da reagho diferentes alcoois e diferentes

acidos graxos. Amostra 2 (FS+CA).

E possivel observar na Figura 3, referente ao egopdo extrato enzimatico obtido a
partir de FS+CS, que o uso de acido oleico comdataacila conduziu as maiores atividades
de esterificagcdo, com um pico de atividade de 90/24 quando metanol foi utilizado como
alcool. Essa mesma enzima atingiu a segunda mtawdaale de esterificacdo (62,72U/Qg)

reagindo com propanol.
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Figura 3 - Especificidade do extrato enzimatico da reagho diferentes alcoois e diferentes

acidos graxos. Amostra 3 (FS+CS).

Os dados apresentados mostram que, defarma geral, as enzimas apresentaram
maior especificidade em relacdo ao acido graxcadeia longa (acido oleico), aos alcoois de
cadeia carbOnica curta (metanol e etanol) e intéidma (propanol), porém quando butanol
foi utilizado, a atividade de esterificacdo dimunui

Trabalhos encontrados na literatura,iandb a especificidade de lipases em relagéo a
acidos graxos com diferentes cadeias carbénicasgesal, relatam maior especificidade
dessas enzimas em relacdo a acidos graxos de caéléia a longa (C8 a C16) (Sun e Xu,
2009; Wang et al., 2008). Dormo et al. (2004) emtach a influéncia do tamanho da cadeia
do é&lcool em reacdes de esterificacdo com &cidwoolempregando a lipase comercial
Novozym 435. Os alcoois investigados foram etangiropanol, i-butanol e i-pentanol. Os
autores verificaram que os maiores rendimentosrfaratidos com alcoois de maior cadeia.
Os alcoois de maiores cadeias estudados foramamdiué n-propanol, tendo os mesmos
apresentado as maiores conversoes.

Cabe ressaltar que a amostra mostrobdrafinidade com acidos graxos de cadeia
longa em presenca de metanol, propanol e etangijdo quando houve a troca de alcool por

butanol na reacao, os valores de atividade deceeace
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3 CONCLUSAO

Extrato enzimatico bruto obtido da fermentacdo deA+CA:. Para a atividade de
esterificacdo possui maior especificidade por &coe cadeia longa, e acidos graxos de
cadeia longas e médias.

Extrato enzimatico bruto obtido da fermentacdo de&*CA: Para a atividade de
esterificacdo possui maior especificidade por atcde cadeia curta e longas, e acido graxo
de cadeia longa.

Extrato enzimético bruto obtido da fermentacdo de®&*CS: Para a atividade de
esterificacdo possui maior especificidade por acde cadeia curta e longa, e acidos graxos

de cadeia longa.
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