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RESUMO

As Lipases sdo comumente encontradas na naturedengo ser obtidas a partir de fontes animais,
microbiana e vegetais. Atualmente, as lipases sétupidas a partir de microorganismos, constituem
um grupo de valiosas enzimas de aplicacdo biotégiual, devido principalmente a versatilidade de
suas propriedades, no que se refere a atuacioatitaine especificidade ao substrato, facilitando a
producdo em escala, sendo um dos grupos maisadbkzno segmento industrial. Os biorreatores de
leito fixo também sdo bastante utilizados em edadlaratorial. Neste tipo de biorreator, 0 meio-pré
inoculado é acondicionado em colunas pequenasaguiesubadas em banho termostatico. O objetivo
deste trabalho foi a producéo de lipases em bimme leito fixo utilizando residuos agroindusgia
como substrato. A metodologia da producdo da lipasebiorreator em leito fixo foi descrita
conforme a dissertacdo de Predabon (2011). Pasareefitacdo com FA+CA, a maior atividade de
esterificagcdo foi de 147,07U/g. Para a fermemtagin FS+CA, a maior atividade de esterificagéo
foi de 71,52U/g. Para a fermentacdo com FS+CSjiarratividade de esterificacdo 112,90U/g.

Palavras-chave:Lipase, Bioreator de Leito Fixo, Residuos Agrostdais.
1 INTRODUCAO

As Lipases sdao comumente encontradas na naturedengo ser obtidas a partir de
fontes animais, microbiana e vegetais. Antigamezites eram predominantemente obtidas a

partir do pancreas de animais e usadas como auwgjestivo para consumo humano (Frost e
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Moss, 1987). Atualmente, as lipases sdo produzadaartir de microorganismos, constituem
um grupo de valiosas enzimas de aplicacdo biotégital, devido principalmente a
versatilidade de suas propriedades, no que seerafatuacdo enzimatica e especificidade ao
substrato, facilitando & producdo em escala, saemdodos grupos mais utilizados no
segmento industrial (Hasan et al., 2006).

Alguns fungos produtores de lipases mais imporsant®mercialmente sao
reconhecidos como pertencentes aos gérrehimopussp., Aspergillussp., Penicillium sp.,
Geotrichumsp.,Mucor sp. eRhizomucosp.(Colen, 2006)..

As lipases microbianas apresentam uma série deagemg se comparadas as de
origem animal e vegetal, uma vez que sao enzintsagcelulares em sua grande maioria, sdo
facilmente separadas do micélio por filtracdo ontrifegacao (Essamri et al., 1998; Jesus et
al., 1999), possuem alta velocidade de sintes® eeaddimento de conversédo de substrato em
produto (Leal, 2000).

O potencial de aplicacGes industriais que as lp@&ssuem abrange a industria de
alimentos, como aditivos (modificacdo de aromas)iméca fina (sintese de ésteres),
detergentes (hidrolise de gorduras), tratament@fileentes (decomposicdo e remocao de
substancias oleosas), couro (remoc¢ao de lipidispeles dos animais), farmacéutica e a area
meédica (remédios, digestivos e enzimas para diéigoéys (Burkert, 2002; Burkert et
al.,2004).

A utilizacdo de subprodutos agroindustriais combstato na producdo de lipases,
além de agregar valor a materiais de baixo custmer@ado como a torta de soja, pode vir a
reduzir em muito o preco final da enzima, sendo @japlicacdo da fermentacdo em estado
sélido em muitos casos diminui consideravelmenteuwstos do processo (Castilho et al.,
2000). A matéria organica presente nestes matefiagisada como fonte de energia para o
crescimento e o carbono para a sintese de biomakdar e dos produtos do metabolismo
microbiano (Silva et al., 2005).

A fermentacdo em estado solido 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 fragmentossudistrato (dentro da matriz do
substrato) ou sobre a superficie do mesmo, consionarsubstrato e secretando metabdlitos,

dentre os quais as enzimas (Mitchell et al., 2006ntudo, o substrato deve possuir umidade
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suficiente para dar suporte ao crescimento e dadiédade ao metabolismo do micro-
organismo (Germano, 2000; Pandey, 2003)

Os biorreatores de leito fixo também sdo bastatiliegados em escala laboratorial.
Neste tipo de biorreator, 0 meio pré-inoculado@édicionado em colunas pequenas que sao
incubadas em banho termostatico. Ar umido é for@taves 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 pamimizar a evaporacao. Este sistema
facilita o acompanhamento do crescimento microb@mavés de técnicas de respirometria
(Sato e Sudo, 1999; Mitchell et al, 2003a). Estaipagnento também apresenta outras

vantagens como o baixo custo e uso relativameaotigfaurand, 2003).

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 amésndim 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 fermentacOes foram realizadas em biorreatoeitie fixo 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).
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2.1.3 Determinacao da atividade de esterificacao

A atividade de esterificacdo do extrato enzimabeato liofilizado foi quantificada
através da reacdo de sintese do acido oléico el ¢tando 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 pelacd@dide 20mL de uma solugdo de
acetona/etanol 1:1 (v/v). Os acidos graxos naguwoidos na reacao foram titulados até pH
11,0 com uma solucédo de NaOH 0,035N. Os brancaesoreas 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
NaOH 0,035M. As dosagens de atividade foram fedas triplicata para cada amostra

liofilizada.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o estudo da producédo de lipase em biorre@deito fixo, o biorreator foi
dividido em zonas de coleta do meio fermentadoo {@®cm de altura), regidao intermediaria
(20 e 30cm de altura), e fundo (10cm de altural) pf@cedimento teve por objetivo permitir
uma melhor andlise da atividade enzimatica em tbmrreator. A umidade foi fixada em
55%, pois teores maiores de umidade como 80% tamadificil o preparo do meio,
conduzindo a vazamentos no biorreator devido aessocde umidade.

De acordo com os dados apresentados nadafal e 2 é possivel observar que a
producao de lipases em termos de atividade dafesteio aumentou conforme aumentou a
altura do biorreator, nas fermentacfes que utdimaFA+CA e FS+CS como substratos. De
acordo com os resultados obtidos na tabela 3n@efgacao realizada com FS+CS apresentou
comportamento inverso, ou seja, a produgéo de endiminuiu conforme aumentou a altura
do biorreator. Esta queda na producéo pode seegoéscia da desnaturacido causada pelo
aumento do calor metabdlico gerado pelo micro-asgam no topo do biorreator. Esse
comportamento também foi observado por Astolfi BJ0Inha producdo de inulinase por

batelada alimentada em biorreator de leito fixo.
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Tabela 1 — Atividade de esterificacdo do extrato bruto danBntacdo com FA+CA em

biorreator de leito fixo.

Atividade de
Ensaio Melaco (%) Ureia (%) esterificacao
(Ulg)
Topo 4 2 147,07
Meio 4 2 142,79
Fundo 4 2 34,51

Tabela 2 — Atividade de esterificacdo do extrato bruto danBntagdo com FS+CA em

biorreator de leito fixo.

Atividade de
Ensaio Melaco (%) Ureia (%)  esterificacdo
(U/g)
Topo 4 2 47,17
Meio 4 2 71,52
Meio 4 2 30,92
Fundo 4 2 23,54

Tabela 3 — Atividade de esterificagdo do extrato bruto dam@ntagdo com FS+CS em
biorreator de leito fixo.

Atividade de
esterificacao
Ensaio Melaco (%) Ureia (%) (Ulg)
Topo 4 2 40,64
Meio 4 2 84,76
Meio 4 2 112,90
Fundo 4 2 66,62

Os resultados da atividade de esterificacdo doatextenzimatico bruto para a
fermentacdo com (FA+CA), em biorreator de leit@figram apresentados na Tabela 1.
Observa-se que a maior atividade de éstgé@o (147,07U/g) foi obtida no ensaio

correspondente a retirada de amostra no topo dwebtor; a segunda maior atividade
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(142,79U/qg) foi obtida na amostra retirada na egidermediaria do fermentador (20 cm de
altura).
Os resultados da atividade de esterficacdodo extesmzimatico bruto para a
fermentacdo com (FS+CA), em biorreator de leito foram apresentados na Tabela 2.
Nesse estudo utilizou-se como substramea mistura de 2kg de farelo de soja (FS) e
2kg casca de arroz (CA), fixando a suplementacd@%nude 6leo de soja, 4% de melaco e
2% de ureia e a umidade em 55%. Devido ao forte edalado pelo meio de fermentacéo,
optou-se por diminuir o tempo de fermentacdo p&rdaras. Os resultados obtidos para a
atividade de esterificacdo do extrato enzimatiagdoforam apresentados anteriormente na
Tabela 2. De acordo com esta tabela, observa-seagwaior atividade de esterificacédo
(71,52U/g) foi obtida da amostra retirada na regidtermediaria do reator, seguida da
amostra retirada no topo do fermentador, refer&mittvidade de esterificacéo de 47,17U/g.
Os resultados da atividade de esterficacdodo extemzimatico bruto para a
fermentacdo com (FS+CA), em biorreator de leito foram apresentados na Tabela 3.
A maior atividade de esterificacao (11RI8f) foi obtida a partir da amostra retirada na
regido intermediaria do reator. A menor atividadig,§4U/g) foi obtida na amostra retirada do

topo do fermentador.

3 CONCLUSAO

Para a producdo de lipase em biorreator de lexto, fiermentacdo com FA+CA,
atividade de esterificacao:

A maior atividade de esterificacdo 147,07U/g foiidd no Topo (40cm de altura) do
biorreator, nas condicbes de 55% de umidade, 6&8shie fermentacdo, meio suplementado
com 4% de melaco, 2% ureia, 3% de 6leo de soja.

Para a producéo de lipase em biorreator de lexo, fiermentagdo com FS+CA,
atividade de esterificacao:

A maior atividade de esterificacdo 71,52U/g foiiddtno Meio (20cm de altura) do
biorreator, nas condi¢cbes de 55% de umidade, 4&8shie fermentacdo, meio suplementado
com 4% de melaco, 2% ureia, 3% de 6leo de soja.
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Para a producédo de lipase em biorreator de lexo, fiermentacdo com FS+CS,
atividade de esterificacao:

A maior atividade de esterificagdo 112,90U/g foliad no Meio (20cm de altura) do
biorreator, nas condi¢cbes de 55% de umidade, 4&8shie fermentacdo, meio suplementado

com 4% de melaco, 2% ureia, 3% de 0leo de soja.
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