SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 1/8
*Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

Area: Engenharia de Alimentos

UTLIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS NA PRODUCAOD E
LIPASE MULTIFUNCIONAL DE  Penicillium brevicompactum POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Mara Cristina Zenevicz, Graciele Kuhn, Sheila MariaPredabon, Daniela S. de Oliveira,
Lenir R. Ferraz, Marco Di Luccio, Débora de Oliveira, José Vladimir de Oliveira,

Helen Treichel, Marceli Fernandes Silva*

Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia de Alinsetd®l - Campus de Erechim, Av. 7 de
Setembro, 1621, Erechim - RS, 99700-000

*E-mail: marceli_f@hotmail.com
RESUMO

As enzimas lipoliticas constituem, atualmente, dsmaportante grupo de enzima com enorme
potencial para aplicagBes biotecnologicas. As éipg&C 3.1.1.3) e as esterases (EC 3.1.1.1) fazem
parte de um importante grupo de enzimas que esmciadas ao metabolismo e a hidrolise dos
lipideos, amplamente distribuidos na natureza. ipasés atuam preferencialmente em TAGs de
cadeia média e longa, enquanto as esterases etratasle cadeia curta. O objetivo deste trabalho
foi investigar a producdo de lipase Renicillium brevicompcturem fermentacdo em estado sélido
utilizando como substrato torta de babacu. Ativegathaximas de hidrdlise 48,6U/g foi produzidas
pelo fungoP. brevicompactumem torta de babagu. Esta condicdo também procagimaiores
atividades esterasica (244 U/g)

Palavras-chave:FES, residuos agroindustriais, esterase, lipagana.
1 INTRODUCAO

As lipases e as esterases constituem um imporgmig de enzimas que estdo
associadas ao metabolismo e a hidrélise dos IgidB8o amplamente distribuidas na
natureza, sendo encontradas em organismos animagetais e, também, em células de

micro-organismos (Goncalves, 2007; Oliveira, 20@®).enzimas lipoliticas, juntamente com



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 2/8
*Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

as celulases constituem, atualmente, importanigsogrde enzimas com enorme potencial
para aplicacdes biotecnologicas (Jaeger & Eggetl R

Enzimas extracelulares podem ser produzidas em sw@ido ou liquido, que se
diferenciam pela quantidade de &gua livre (aw).rédpcdo de lipase microbiana pode ser
obtida no processo de Fermentacdo em SubstratdoSBIES) ou no processo de Substrato
Liquido (FS). Em qualquer situacdo deve-se empregao de cultura que tenha um baixo
custo (Lin et al., 2006).

As condi¢cbes de crescimento da FES aproximam-seatidtat natural de fungos
filamentosos, o0 que facilita o crescimento destesurustrato solido e a producdo de grandes
quantidades de enzimas. Os residuos gerados nmEspos agroindustriais podem ser usados
como substrato para o crescimento celular. A nmt#ganica presente neste material € usada
como fonte de energia para o crescimento e o carpara a sintese de biomassa celular e dos
produtos do metabolismo microbiano (Silva et &0%).

Fundamentado nestas informacfes este trabalho pgeweobjetivo o estudo da
producdo de lipase com atividade hidrolitica e sterdicacdo porP. brevicompactunem
FES com torta de babacu.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e substrato

O fungdPenicillium brevicompacturfoi isolado previamente por Freire (1996) a partir
do flotado da fermentacdo natural das améndoaslaEch. O substrato-suporte utilizado no
processo fermentativo para producao de lipase$epmentacdo em estado solido (FES) foi
em torta de babacu. A torta de babacu é o residwextilacdo de 6leo de babacu e foi obtida

da Industria Tobasa (Palmas, TO).
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Fermentacdo em Estado Sadlido

O farelo sem classificacdo foi utilizadas fermentacdes conduzidas por 96h em
béqueres de polipropileno de 600 mL tampados comtaracrilica hidrofébica, contendo 10
g de farelo seco com umidade ajustada, conformeejalenento de experimentos, com agua
destilada. Apos esterilizagdo (121°C, 15 min) agukbées foram inoculados e incubados em
camara climatizada (Tecnal TE-410). Para a inoéolage fungos utilizou-se 2,5 mL de
indculo com concentracdo de esporos ajustada padibter 1,5 X 10esporos/g de farelo
seco, incubando-se a 30°C. A suplementacédo do foierealizada com 6leo de soja, que é
considerado uma fonte de carbono ao micro-organigpustada conforme planejamento.
Apos a adicdo do inoculo os béqueres foram ent&bafkos com manta acrilica e
autoclavados a 121 °C por 15 min. Foi realizaddahgyamento fatorial completo com 4
pontos fatoriais, 4 pontos axiais e triplicata duntp central, somente para a cepa de
Penicillium brevicompactuncom torta de babacu, adotou-se as mesmas vari@duaigeis

para producéo de enzimas com atividade de esgaéfice hidrolitica.
Determinacéo da atividade hidrolitica

Para a dosagem da atividade de hidrélise dostextesmzimaticos lipoliticos, utilizou-
se uma emulsado de 6leo de oliva 5 % (m/v) e gomdibica 5 % (M/v) em tampao fosfato de
sédio 100 mM pH 7,0. A 18 mL desta emulsédo saoi@uaclos 2 mL da amostra do extrato
bruto aquoso. Apoés incubacgéo por 20 minutos a 360t@ agitacdo de 200 rpm, a reacdo era
interrompida através da adicdo de uma solucéo etersc-etanol (1:1 v/v). Os acidos graxos
liberados durante a reacdo eram entéo tituladogHatEl com solucdo 0,05 M de NaOH em
titulador automético. Os brancos reacionais forameparados adicionando-se 18 mL da
emulsdo 6leo de oliva e goma arabica a solucaocdmra-etanol e a amostra logo em

seguida.

Determinacéo da atividade de esterificacao

A atividade de esterificacdo do extrat@imatico bruto liofilizado foi quantificada

através da reacdo de sintese do 4cido oléico el §tando molar 1:1) (Langone et al., 2002).
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A reacéo foi conduzida a 40°C, 160 rpm por 40 rasta foi iniciada pela adicdo do extrato
liofilizado (0,1 g) ao meio reacional, em frasc@swidro com tampa mantidos em agitador
orbital. Aliquotas de 50QL foram retiradas do meio reacional em triplicataimicio e ao
final da reacdo. A cada amostra foram adiciona@os\2 de uma solucdo de acetona-etanol
(1:1) (v/v) para paralisar a reacdo. A quantidadeadido consumida foi determinada por
titulacdo com NaOH 0,035 M.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados para o plaegjanfatorial paraPenicillium
brevicompactuncom torta de babacu para as atividades de est&did e hidrolitica.

Na Tabela 1 pode-se observar que adati@ hidrolitica maxima obtida nos tempos
analisados, para a torta de babacu ocorreu no pentoal (U=70%/0S=2%), seguido pela
condicdo experimental 8 para 72 horas (U=70%/03%6B¢& pela condicdo experimental 4
em 96 horas (U=80%/0S=3%). O minimo obtido nos tligos foi encontrado na condicao
experimental 6 (U=84%/0S=2%). Nota-se que o micganismo tende a secretar maiores
guantidades de enzima nos niveis superiores deadmigl intermediarios de carbono (6leo de
soja).

Fato semelhante foi observado por Lialet(2006), que ao utilizar 6leo de oliva como
indutor para producao de lipase [Burkhlderiasp. C20 este forneceu fonte de carbono extra
para as células. Segundo Jaeger et al., (1994)jesera de 6leos durante a reacdo de
hidrolise pode promover de uma capa protecdo ppese quanto a oscilacdes de
temperatura e a possiveis reacoes de proteolise.

Como observado também por Rodriguezl.et(2006), que pesquisaram diferentes
6leos como fonte de carbono para o crescimentRhipopus homothallicugjuando o 6leo é
adicionado ao meio o0 crescimento do micro-organisimacelerado. Segundo Marek e
Bednarski (1996), a presenca de triglicerideosominé graxos de cadeia curta no meio pode
aumentar a secre¢do de enzimas lipoliticas pelmroiganismo.

Para a FES com torta de babacu poddisenar (Tabela 1) que a atividade de
esterificacdo maxima obtida nos dois tempos amdisaocorreu no ponto central
(U=70%/0S=2%), seguido pela condicdo experimentaara 72 horas (U=56%/0S=2%) e

pela condicdo experimental 1 em 96 horas (U=60%1@8=0 minimo obtido nos dois
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tempos foi encontrado na condicdo experimental 280%/0S=1%) para 72 horas e ha

condicdo experimental 7 para 96 horas (U=70%/084),Nota-se que a producéo de lipase
com capacidade de esterificagdo € influenciaddadivente pela quantidade de carbono no
meio, fato evidente nos ensaios 4 e 5 onde termitsen®s de umidade e pequenas variagdes

de oOleo de soja.

Tabela 1- Matriz do planejamento experimental (vedoreais e codificados) da atividade
hidrolitica e de esterificacdo para FES d@nbrevicompactumtilizando como meio torta de

babacu.
Ativ. Hidrolitica Ativde
(Ulg) Esterificagdo (U/g)
Ensaio Umidade (%) Oleo de soja

(%) 72h 96h 72h 96h
1 60 (-1) 1(-1) 13,85 26,90 47778 47,23
2 80 (1) 1(-1) 25,83 30,24 0,00 45,58
3 60 (-1) 3(1) 13,28 0,00 139,93 30,82
4 80 (1) 3(1) 28,30 3344 | 170,92 3548
5 56 (-1,41) 2(0) 0,00 0,72 174,91 37,18
6 84 (1,41) 2(0) 0,00 0,00 67,63 35,43

7 70 (0) 0,6 (-1,41) 31,82 27,72 1348 0,00
8 70 (0) 3,4 (1,41) 35,14 26,99 59,93 26,43
9 70 (0) 2(0) 42,17 4523 | 232,68 8380
10 70 (0) 2(0) 48,05 4837 | 25934 87,60
11 70 (0) 2(0) 45,01 48,60 240,50 91,40

Conforme Tweddell et al., (1997), quaadaterface de atuacdo da lipase possui dgua e
solvente organico (sistema bifasico), sua confoémagtiva é favorecida permitindo assim
esterificacdo do meio reacional.

A diminuicdo da atividade esterasica @h pode se explicada pelo fenébmeno de
efeito da inibicdo enzimatica, ou seja, este fem@pode conduzir & formagéo de complexos

binarios ou terciarios entre o complexo que estaledormado pela lipase que age como
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catalisador. A concentracdo desses novos complesiasem equilibrio com os que estédo
sendo formados pela lipase, atrapalhando assineeg®es de esterificacdo (Garcia et al.,
2000).

A catalise de reacdes inversas comaifsa€do acontece, pois 0 meio reacional
aquoso € modificado por um meio bifasico, essa&séntle ésteres pode ser catalisada por
acidos ou bases, mas o uso de tecnologia de ennpie@Te vantagens ambientais e uma
reducdo nos custos de energia. Além disso, a\sdkde das lipases pode acarretar em um
maior grau de pureza nos produtos obtidos e trtrasodinamicas para equilibrar reacdes
desejadas (Oliveira et al., 2001).

Com a andlise estatistica dos dadospdsisivel a construcdo das superficies de
resposta (Figura 1) para a atividade hidrolitR@h] e de esterificacdo (72h) em funcdo da
guantidade de 6leo de soja e umidade.

A apresentacdo de uma regido 6tima deéuygéo (Figura 1) é de extrema importancia
sob a otica industrial, pois permite que a prodwt@enzima seja realizada em uma faixa de
concentracdo dos componentes do meio, permitincitag8es destas no processo, dentro da
area estudada. Tais resultados sdo interessamtesng@icamente, também pelo fato de que

concentracdes intermediarias (ponto central) ppoar maior atividade de hidrdlise e de
esterificacao.
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Figural- Superficie de resposta da fermentacad®. deevicompactunem torta de babacu (a)
atividade de hidrdlise 96h; (b) atividade de eBtagéo 72h.
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3 CONCLUSAO

Apos a realizacdo deste estudo pode-se concluiadementacdo em estado sélido é
eficiente para producédo de lipase com atividadestierificacdo e hidrolitica usando torta de
babacu. O estudo da suplementacdo realizado com icoo-arganismo Penicillium
brevicompactumse mostra promissor na producao de lipase seadplamentacdo com 0Oleo
de soja resultou em boas atividades. A técnicalal@e@amento de experimento mostrou-se
eficiente para maximizacéo de processo fermentaiwo extrato bruto obtido da FES He
brevicompcturmem torta de babacu a atividade hidrolitica foi mmézada em 96 horas (48,60
U/g de farelo seco) nas condi¢cbes 30°C, 70% m/mandeade e 2% m/m de oOleo de soja,
para a atividade esterasica a condicdo maximizasideni 72 horas de fermentacao (244, 17

U/g), 30°C, 70% m/m de umidade e suplementacd&a@mzn de dleo de soja.
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