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RESUMO

IGARASHI, G. S. Biotransformacdo empregando lipases ligadas ao micélio.
2018. 40 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Licenciatura em Quimica),
Universidade Tecnolédgica Federal do Parana. Apucarana, 2018.

Lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio, oriundo de fermentacéo
submersa, foram empregadas como catalisador em biocatalise. Os seguintes
estudos foram realizados: a) Estabilidade & temperatura (40, 50 e 55 °C, 3 h) através
da reacdo de hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP); b) sintese do oleato de
etila (Método de Lowry-Tinsley), com e sem co-solvente (hexano). Para o ultimo
caso, um planejamento experimental 2° (temperatura-T, massa do micélio-MM e
Razdo molar &cido: &lcool-RM), com triplicata no ponto central, foi realizado. A
atividade inicial do micélio foi calculada previamente ao estudo da estabilidade
térmica (2,71 + 0,27 U mg?'). O estudo da estabilidade térmica do micélio
demonstrou perda enzimatica de aproximadamente 20% para todas as temperaturas
estudadas. A influéncia do co-solvente (hexano) no rendimento da sintese do oleato
de etila pelo micélio foi positiva tendo como melhores resultados 90 (40°C; 1 g de
micélio e RM de 1:1) e 97% (40°C; 1 g de micélio e RM de 1:3) de rendimento para
os tempos de 24 e 48h respectivamente. Analisando-se a quantidade de energia
elétrica, manutencao da atividade catalitica da enzima e calculo da produtividade em
éster (36 pmol h™* g*/24 h e 20 pmol h™* g*), a reacéo por 24 h foi mais viavel.
Assim, lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio podem ser uma
interessante alternativa em relacéo as lipases imobilizadas, na sintese do oleato de
etila e de outros ésteres, devido a sua preparacdo de baixo custo e alta atividade
enzimatica.

Palavras-chave: Biotransformag&o. Biomassa. Biocatalisador. Lipase.



ABSTRACT

IGARASHI, G. S. Biotransformation using lipases attached to the mycelium.
2018. 40 f. Course Completion Work (Licenciatura in Chemistry), Federal
Technological University of Paran&. Apucarana, 2018.

Lipases of Botryosphaeria ribis EC-01 bound to the mycelium, from submerged
fermentation, were used as catalysts in biocatalysis. Were studied : a) Stability at
temperature (40, 50 and 55 ° C, 3 h) through the hydrolysis reaction of p-nitrophenyl
palmitate (pNPP); b) Synthesis of ethyl oleate (Lowry-Tinsley method), with and
without cosolvent (hexane). For the latter case, an experimental design 2° (T-
temperature, mass of mycelium-MM and acid molar ratio: alcohol-MR) with triplicate
at the central point was performed. The initial mycelial activity was calculated prior to
the thermal stability study (2.71 + 0.27 U mg™). The study of the thermal stability of
the mycelium demonstrated enzymatic loss of approximately 20% for all
temperatures studied. The influence of the co-solvent (hexane) on the yield of the
ethyl oleate synthesis by the mycelium was positive with best results 90 (40°C; 1 g of
mycelium and MR 1:1) and 97% (40°; 1 g of mycelium and MR 1:3) yield for the
times of 24 and 48h respectively. Analyzing the amount of electric energy,
maintenance of the catalytic activity of the enzyme and calculation of the productivity
in the ester (36 pmol h™* g* / 24 h 20 pmol h* g*%), the reaction for 24 h was more
viable. Thus, lipases of Botryosphaeria ribis EC-01 bound to the mycelium may be an
interesting alternative to immobilized lipases, in the synthesis of ethyl oleate and
other esters, due to their preparation of low cost and high enzymatic activity.

Keywords: Use of mycelium. Biotransformation. Biomass. Lipase
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1 INTRODUCAO

As lipases (EC 3.1.1.3)* tém grande aplicacdo no setor biotecnolégico
porque sdo enzimas que catalisam inumeras reacdes, dentre elas, a hidrolise de
ésteres de acidos graxos e reacdes de sintese realizadas in vitro, ou seja, fora do
organismo Vvivo e em um ambiente aquo-restrito como esterificacao,
transesterificacdo (alcodlise e aciddlise), interesterificacdo e aminolise (DUARTE et
al., 2016; AOUF et al., 2014; KAZLAUSKAS et al., 1998). As de origem flngica
possuem boa estabilidade e especificidade tornando-as atrativas na industria
(SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012).

A producdo de enzimas microbianas envolve processos de fermentacao
submersa ou sélida. Para o primeiro caso, o mosto fermentado é separado da fase
liquida por filtragdo ou centrifugacéo. As enzimas de interesse podem estar tanto
nas células inteiras (biomassa/micélio/mosto), enzimas intracelulares como na fase
liquida (extrato bruto), enzimas extracelulares. Na maioria dos casos, o extrato bruto
é purificado, sendo a enzima concentrada e/ou imobilizada em suportes inertes. A
biomassa além de poder ser empregada como fertilizantes e complemento de racédo
animal (SILVA, 2010; AMORIM, 2011), pode ser utlizada também em
biotransformacao (BIROLLI et al., 2015).

Até o momento, células inteiras (micélio) contendo lipases do fungo
Botryosphaeria ribis EC-01 ndo foram empregadas em biotransformacao. Entende-
se por biotransformacédo, as reacdes quimicas catalisadas por microrganismos ou
preparacdes derivadas da biomassa (LEUERBERGER, 1990). Tendo em vista a
possibilidade de aproveitamento da biomassa fungica e analisando a possibilidade
de catdlise das lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio, o trabalho
teve por finalidade estudar lipases ligadas ao micélio do fungo Botryosphaeria ribis
EC-01, através de reacdes de hidrélise de ésteres (palmitato de p-nitrofenila) e

esterificacdo (oleato de etila).

*Seu nimero de acordo com a Comissdo de Enzimas (nimero E. C., do inglés Enzyme

Comission). http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Utilizar o micélio do fungo Botryosphaeria ribis EC-01 contendo lipases

ligadas, produzido por fermentacdo submersa (FS), em reacbes com transferéncia

de grupo acila (hidrélise de éster e esterificacéo).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

VI.

Secar o micélio por liofilizagdo, oriundo da producdo de lipases de
Botryosphaeria ribis EC-01 por fermentagao submersa;

Determinar a atividade lipolitica pelo método do pNPP (palmitato de p-
nitrofenila) aquoso;

Determinar a estabilidade térmica (3h) da lipase ligada ao micélio nas
temperaturas de 40, 50 e 55°C;

Verificar a cinética de esterificacdo do oleato de etila, em etanol e hexano,
empregando lipases ligadas ao micélio;

Determinar o melhor solvente, etanol ou hexano, para a esterificacdo do
oleato de etila;

Estudar os seguintes parametros na sintese do oleato de etila catalisada
pelas lipases de B. ribis ligadas ao micélio com o melhor solvente: Efeito da

razdo molar acido/alcool; concentragdo da enzima e temperatura.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. LIPASES

As lipases (triacilglicerol-acil hidrolases, E.C.3.1.1.3) sdo carboxilesterases
gue catalisam a hidrolise de acilglicerdis de cadeia longa e reacfes de sintese como
as esterificacbes e transesterificagbes, como mostra a Figura 1 (RODEVA,
HEMKEMEIER; COLLA, 2010). Estédo dispostas na natureza em bactérias, fungos,

leveduras, tecidos vegetais e animais tendo suas propriedades variaveis de acordo
com a procedéncia.

Figura 1 — Principais rea¢fes catalisadas por lipases
Hidrdlise

RCOOR; + H,0 =——= RCOOH + R;OH

Esterificacdo

RCOOH + ROH =——= RCOOR; + H0

Transesterificacio

Alcodlise
RCOOR; + ROH —= RCOOR, + R{OH
Acidélise

RCOOR; + R,COOH

~——— RCOOH + Ry,COOR;

Interesterificacdo

RCOOR; + R,COOR; =———= RCOOR; + R;COOR;

Aminolise
RCOOR; + R,NH, =<——= RCONHR; + R;OH

Fonte: Autoria prépria (2018).
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As principais fontes de obtencdo para aplicacdo industrial sdo os
microrganismos, devido a estabilidade e facilidade de aquisicdo se comparadas com
fontes de origem animal, tornando sua producdo mais pertinente e segura (CASTRO
et al., 2004). Além das vantagens de obtencao que as lipases microbianas possuem,
devido a sua facil producdo em massa, também chamam atenc¢éo especial para a
industria por sua atuagcdo em faixa de pH de 6 a 8, estabilidade a temperaturas entre
30 e 55°C e especificidade quanto ao substrato, constituindo um grupo de valiosas
enzimas com aplicacdes biotecnolégicas (PERA et al., 2014).

Em virtude da ampla gama de reacdes em que atuam, das vantagens de
obtencdo e producédo além das condi¢des reacionais as lipases sdo aplicaveis em
diversos setores industriais, principalmente no setor quimico, para a formulacédo de
detergentes, producdo de emulsificantes e surfactantes, resolucdo de misturas
racémicas, sintese de ésteres, polimeros e herbicidas. Dentre as demais areas
aplicaveis de enzimas podemos destacar a ambiental, farmacéutica, alimenticia e
energética exemplificada na Figura 2 (COLLA; REINEHR; COSTA, 2012).

Figura 2 — AplicacBes de lipases em diversos setores.

[ ]
¥
i N . \ i . . A
{ AMBIENTAL ‘ FARMACEUTICA [ QUIMICA ‘ ENERGETICA [ ALIMENTICIA
/ J / J ;
N ' ) ¢
- Biorremediagao; - Resolugdo de | - Formulagao de i - Sintese de - Maturagio de
enantidmeros; detergentes; bicdiesel. embutidos;
- Tratamento de
efluentes. - Composigio de - Produgic de - Sintese de
medicamentos. emulsificantes e aromas.
AN S ya surfactantes; . A M y
- Resolugdo de
mistura racémica;
Sintese de
gsteres,
polimeros &
\ herbicidas. !
. A

Fonte: Autoria prépria (2018).
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Dentre os microrganismos conhecidos como potenciais produtores de lipases
destacam-se os fungos filamentosos que se diferem de fungos leveduriforme pela
presenca das hifas, que séo filamentos de células crescentes em suas pontas que
se dividem ao longo de todo o comprimento do fungo criando uma rede de fios
denominada de micélio, responsavel por expelir enzimas através de sua parede
celular a fim de captar os nutrientes para a célula microbiana por meio da quebra do
substrato lipidico em componentes polares mais facilmente absorviveis além de
crescerem em substratos simples e de baixo custo (CORTEZ; CASTRO; ANDRADE,
2017).

3.2. FUNGOS DO GENERO BOTRYOSPHAERIA

Botryosphaeria ribis EC-01 foi preliminarmente selecionado como um bom
produtor de lipases quando cultivado em diferentes 6leos vegetais e glicerol através
de fermentacdo submersa (FS) dentre nove isolados de Botryosphaeria spp. por ser
endofitico e conhecido por secretar diferentes enzimas como, lipases, pectinas,
beta-1,3-glucanases, celulases, xilanases, amilases e inulinases. (CUNHA et al,
2003; MESSIAS et al., 2009).

As lipases séo produzidas por meio de processos fermentativos classificados
com relacdo ao modo de cultivo podendo ser em estado sélido (FES) ou
liguido/submersa (FS). No geral podem ser descritos como métodos apropriados
gue fornecem ao microrganismo em guestdo 0s nutrientes necessarios para o seu
desenvolvimento, recebendo subsequentemente o indéculo que fermentara sob
condicbes controladas que visam ao melhor desenvolvimento do microrganismo
(BORZANI; AQUARONE; LIMA, 1975; PINTO, 2008).

Industrialmente, as lipases sdo produzidas principalmente por fermentacao
submersa, apresentando como caracteristica principal a utilizagdo de um meio de
cultura liquido com nutrientes solGveis. Essa técnica possui grande facilidade de
cultivo, pois a célula produtora se desenvolve homogeneamente dentro do meio
fermentativo sob agitagdo constante garantindo a uniformidade do meio e
possibilitando a transferéncia de calor, o que facilita 0 monitoramento de parametros

do processo, tais como, pH e temperatura (WOLSKI, 2008).
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3.3. UTILIZACAO DE LIPASES LIGADAS AO MICELIO

Quando produzidas por fermentacdo submersa, as lipases podem ser
extracelulares (normalmente as empregadas na industria), ou seja, que é secretada
no meio de cultivo, e intracelular ou presente em células inteiras, neste caso, a
enzima esta no interior da célula ou na parede celular (CANELA-GARAYOA et al.,
2014). Para os dois casos, a decisdo quanto ao tipo de biocatalisador a ser
empregado (enzima isolada ou célula inteira) e em forma (livre ou imobilizada,
purificada ou ndo) depende de fatores, tais como o tipo de reacao, se h& cofatores a
serem reciclados e a escala na qual a biotransformacdo sera realizada (FABER,
2004).

A utilizacdo de lipases ligadas ao micélio tem sido estudada desde 1979,
sendo esse termo aplicado a todas as enzimas excedentes nas células apés o
processo de separacao das células do meio de cultura, onde algumas enzimas estao
localizadas no micélio de fungos filamentosos. Sua utilizacdo vem ganhando
destaque frente as intracelulares, por poderem ser utilizadas sem a necessidade de
isolamento, purificagdo, imobilizacdo e recuperacdo da enzima, reduzindo assim a
perda da atividade enzimatica pelo privilégio do uso direto, aumentando o interesse
industrial por esse tipo de lipase, favorecendo a reducdo do custo global do
processo (MAROTTI, 2016).

Apesar dos primeiros relatos da utilizagcdo de células inteiras contendo
lipases terem ocorrido préximo ha quarenta anos, ainda ha poucos trabalhos sobre
lipases associadas ao micélio ou parede celular. Para estas lipases naturalmente
ligadas, a estrutura da célula pode atuar como uma matriz natural, semelhante ao
processo de imobilizacdo convencional onde é possivel a diminuicdo da perda de
atividade pela acdo do solvente e a manutencdo da atividade por mais tempo
(ROMERQO et al., 2007; WANG et al.,2007).

Com a finalidade de relatar o que a literatura tem descrito a respeito deste
tipo de preparacdo de lipases, alguns trabalhos, onde lipases ligadas ao miceélio
foram empregadas em biotransformacéo seréo apresentados no Quadro 1.

Canela-Garayoa et al, (2014) utilizou lipases ligadas ao micélio do fungo
Aspergillius flavus para a sintese do acetato de (R)-1-feniletila preparado a partir do

alcool quiral (R,S) 1-feniletanol. Para os melhores resultados, 0 excesso
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enantiomérico (e.e) foi de 94,6% e 99% para o éster (R) e para o (S)-1-feniletanol
respectivamente. Os mesmos autores prepararam laurato de etila com rendimento
de 96% (24 h).

Zanotto et al (2009) utilizou micélio contendo lipases oriundos de fungos
isolados das plantas Piper aduncum, Manihot esculenta, Astrocaryum aculeatum,
Bertholletia excelsa, Endopleura uchi e Theobroma cacao, todas da regido
amazonica, para esterificacdo do oleato de pentila e linoleato de dodecila e reacéo
de transesterificacdo entre o palmitato de p-nitrofenila e etanol (producéo do
palmitato de etila). Os melhores resultados foram obtidos para lipases ligadas ao
micélio do fungo codificado como UEA 115 (tipo: fitoterapico; hospedeiro: A,
aculeatum; lenco de papel: fruta) e UEA 007 (tipo: fitoterapico; hospedeiro: T Cacao;
lenco de papel: fruta), 91% de rendimento na sintese do oleato de pentila e 98% de
linoleato de dodecila, respectivamente (72 h). Para a reacdo de transesterificagcéo,
as lipases ligadas ao micélio do fungo UEA 007 apresentou melhor desempenho
(87%, 72 h).

Xu et al, (2002) utilizou lipases ligadas ao micélio do fungo Rhizopus
chinesis CCTCC M201021 para a sintese de ésteres de cadeia longa. Os melhores
resultados foram obtidos para a esterificacdo do hexanoato de etila 96,5% de
rendimento (72 h; 30°C). Os autores estudaram a reutilizacdo do micélio e
verificaram tempo de meia vida de 981 h.

Fukuda et al, (2002) utilizaram lipases de células inteiras (micélio)
provenientes do fungo Rhizopus oryzae IFO 4697 para produzir biodiesel. O melhor
rendimento, 83% foi obtido em 2,5 h com 50 células. Du et al (2010) utilizaram
lipases ligadas ao micélio do mesmo fungo em sistemas de terc-butanol, hexano e
sem solvente para producdo de biodiesel obtendo o melhor rendimento com hexano
proximo a 67% (24 h).



Quadro 1 — Aplicacdes de lipases ligadas ao micélio. (*) Produtividade em éster.

18

Microrganismo

Tipo de reacao

Condicoes

Resultados principais

Referéncias

25 mg de enzima; 0,5 mmol (R,S)-1-feniletanol;

e.e 94,6% (R)-1-
feniletila

- : : 1 14 Solarte et.
Aspergillius flavus .~ | 1,0 mmol de acetato de isopropenila; 1 mL de | 788 umol h'*g™(éster)*
Transesterificacao tolueno: 24 h, 40°C. ee 99% (S)-1- al (2014)
feniletanol
0,5 mL solucdo (0,125 mmol mL™ &cido laurico;
Aspergillius flavus 0,250 mmol.mL™ etanol em hexano), 20 mg de 96% Solarte et.
e : _ o
Esterificacao lipase; 24 h; 40°C. 125 pumol h'ig™ (ésten)* al (2014)
10 g de trioleina, 10 g de hexano, 3 g de
Rhizopus oryzae Transesterificacio solucdo tampdo fosfato (pH 6,8), 0,55 g de 67% Du et al
IFO 4697 ¢ metanol; 8% de micélio com base no peso do | 1,2 umol h*g™ (éster)* (2010)
0leo; 35°C e 24h
0
(1) oleato de pentila: 6,66 mmol de acido oléico (1) 91% a1
1680 pupmol h7g
(1) Esterificacio e n-pentanol, 30 mL hexano (ésten*
(1) UEA_115 ¢ (2) linoleato de dodecila utilizou-se 0,5 mmols
e de acido linoleico e dodecanol em 10 mL n- 0
(2) UEA_007 (2) Esterificagao hexano 136 (Z)m%?/o gt Zanotto et.
3) (3) 1,25.102 mmols de palmitato de p-nitrofenila (éster)*“ 9 al (2009)
(3) UEA_007 Transesterificacio e 5.102mols de etanol; 10 mL n-hexano
Para todas: 50 mg lipase; 28°C; 200 rpm; 72 h (3) 87%
3 umol h*g™? (éster)*

. L e 0,5 M de &cido hexanoico e etanol; 6 g.L” de 96,5% Xu et. al
Rhizopus chinesis Esterificagao enzima; 15 mL de heptano; 150 rpm; 30°C; 72 h | 1,15 pmol h'*g™ (éster)* (2002)
RhiZODUS  Orvzae 9,65 g de oleo de soja, 1,5 mL de uma solugéo Fukuda et.
IEO 4297 y Transesterificacdo | tampao fosfato (pH 6,8) 0,1 M, 0,35 g de 80% al

metanol e 50 células; 35°C; 2,5 h (2002)

Fonte: Autoria prépria (2018).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. MICRORGANISMOS, CULTIVO E PRODUCAO DE LIPASES

As lipases ligadas ao micélio utilizadas neste trabalho foram provenientes do
fungo Botryosphaeria ribis EC-01 (GenBank Accession Number DQ852308). Para
manutencdo, o microrganismo foi mantido em meio BDA (batata, dextrose e agar)
inclinado a 4°C e repicados trimestralmente. Antes da fermentacdo submersa, B.
ribis EC-01 foi transferido do meio de manutencdo para placas de Petri contendo
meio minimo de Vogel (1956, Quadro 2), glucose 1% (m/v), como fonte de carbono,
e agar 2% (m/v) incubadas a 28°C por 5 dias. A producao de lipases foi realizada
segundo Andrade (2013), em fermentacdo submersa contendo 25 mL de solucao
aguosa com 0,6% (m/v) torta de soja, 2,8% (v/v) de glicerol PA em erlenmeyers de
125 mL (180 rpm, 28°C). O cultivo foi interrompido apos 5 dias (maxima atividade

lipolitica) sendo as células (micélio) separadas do extrato bruto por filtracao.

Quadro 2 — Meio minimo de sais de Vogel concentrado 50 vezes

Sais Quantidade
Solucdo de biotina 0,1 mg.mL™ 2,5 mL
Agua destila gsp. 1000 mL
Solucéo de elementos-tracos 5mL
Acido citrico. 1 H,O 5g
ZnS0O, 7 H,0 59
Fe(NH,) 6 H,O lg
CuS0O4 5 H,0 0,259
MnSO,4 1 H,0 0,05¢g
H3;BO3 anidro 0,05¢g
Na,MoO4 2 H,O 0,05 g
Agua destilada gsp. 100 mL
Citrato de sédio 5 %2 H,0 150 g
KH,PO, anidro 250 g
CaC|2, 2 H.O 5 g

Fonte: Adaptado de Andrade (2013).
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4.2. PREPARACAO DO MICELIO

O micélio foi coletado do meio de cultura (Figura 3a) por filtragcdo simples,
lavado com &gua destilada e seco por 48 h (liofilizador). Em seguida foi triturado a
p6é e armazenado em freezer (-4°C) (Figura 3b). As lipases ligadas ao micélio foram
analisadas quanto a atividade de hidrolise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) e
esterificacdo do oleato de etila.

Figura 3 — Micélio ap6s coleta do meio de cultura (a) e apés secagem e trituragao (b).

@ o (b)

Fonte: Autoria Propria (2018).

4.3. REACOES DE HIDROLISE UTILIZANDO LIPASES LIGADAS AO MICELIO

A hidrolise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) é um método
espectrofotométrico inicialmente descrito por Winkler e Stukmann (1979) que pode
ser catalisada por lipases. Baseia-se na hidrolise do pNPP pela enzima (Figura 4),
em meio aguoso contendo como surfactantes o Triton X-100. A liberacdo do p-
nitrofenol, de coloracdo amarela é seguida por analise em comprimento de onda de
410 nm.

Misturou-se 1 mL da solucdo A contendo palmitato de p-nitrofenila (Sigma)
em isopropanol (3 mg mL™) com 9 mL da solucdo B (2 g de Triton X-100, em 450 mL
de tampao fosfato 0,05 mol L™ pH 8,0), lentamente e sob continua agitacdo. A
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mistura foi feita imediatamente antes da determinagéo da atividade, pois o substrato
é instavel quando em meio aquoso. Desta solucdo foram colocados 1 mL em cubeta
estabilizada na temperatura a 55°C para a leitura do branco.

Para as rea¢fes de hidrélise do pNPP catalisada pelas lipases ligadas ao
micélio, 5 mL de meio reacional (A+B) foram adicionados em erlenmeyers de 25 mL
climatizados em banho termostatizado (55°C). A reacéo iniciou-se com a adicao de 1
mg de micélio. A cinética das reacdes foram seguidas em diferentes intervalos de
tempo (1 a 5 min) transferindo-se aliquotas de 1 mL para uma cubeta e simultanea

leitura das absorbancias em comprimento de onda de 410 nm.

Figura 4 — Representacdo esquemética da reagéo de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila
catalisada por lipases.

OCOC5H3; OH
+ hHo P +  CysHg,COOH
NOZ N02
palmitato agua p-nitrofenol acido palmitico

de p-nitrofenila

[

o

+ H3O

NO,
p-nitrofenolato

Fonte: Autoria prépria (2018).

Para o célculo da atividade de hidrolise, a Equacédo 1 foi empregada, sendo
uma unidade de atividade enzimatica (U) definida como a liberacdo de 1 umol de p-
nitrofenol (pNP) por minuto. O coeficiente de extingdo molar do pNPP, em pH 8,0,

(15x10° L mol™* cm™) foi utilizado para relacionar a concentracdo do produto com a
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absorbancia obtida na leitura. A unidade final da atividade de hidrélise é U mg™ (U
por mg de micélio). As reacdes foram feitas em triplicata.

Cang .V

A= (1)

&£.Xenz

Sendo:

Cang: coeficiente angular obtido da cinética de reagdo (absorbancia x tempo em
minutos);

V: volume do meio reacional;

€. coeficiente de extingdo molar do pNPP a pH 8,0;

Xenz: massa do micélio (mg)/ volume (mL) para o extrato bruto.

4.4. ESTABILIDADE TERMICA

O micélio contendo lipases ligadas (10 mg) foi incubado nas temperaturas
40, 50 e 55°C por 3 h. A atividade residual de lipase foi realizada pelo método do

pPNPP (item 4.3). As reacdes foram feitas em triplicata.

4.5. REACOES DE ESTERIFICACAO DO OLEATO DE ETILA

4.5.1. Efeito da presenca do co-solvente no rendimento da reacao

Para verificar se as lipases ligadas ao micélio eram ativas em meio organico,
a reacdo modelo (sintese do oleato de etila via esterificacéo, Figura 5) foi realizada
em dois sistemas reacionais: contendo hexano (co-solvente) e o etanol (solvente

principal). Para o primeiro caso, utilizou-se erlenmeyers de 25 mL contendo 0,5 g
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de micélio, 10 mL de hexano, 240 pL de acido oléico, 130 pL de etanol (RM 1:3)
50°C, 120 rpm, (24 e 48 h). No caso da sintese utilizando o etanol como solvente,
o volume foi de 5 mL, 240 pL de &cido oléico e a reacéo foi realizada nas mesmas
condicdes citadas acima. O curso das reacdes foi seguido retirando-se aliquotas de
100 uL em intervalos de 24 e 48 h. A determinacdo do rendimento em éster (%) foi

feita pelo método de Lowry-Tinsley (item 4.6). As reacOes foram feitas em triplicata.

Figura 5 — Esquema da reacéo de esterificacdo (Quantificacdo por Lowry-Tinsley).
0 0

— + —_— —_—
“Ncha), \(CH&OH - o Ncha), (CH{}EO/\ *OHO

Acido Oleico Etanol Oleato de Etila Agua
Fonte: Autoria prépria (2018).

4.5.2. Otimizacao da reacdo de esterificacdo

Depois de selecionado o melhor meio reacional, isto €, o meio reacional
onde houve maior rendimento em éster, 0os seguintes parametros foram estudados
na conversao do éster: efeito da razdo molar 4cido: alcool; concentracdo da enzima
e temperatura através de um delineamento 2° com repeticdo no ponto central
(Tabela 1).

Os ensaios do delineamento fatorial foram feitos em Erlenmeyer de 25 mL em
agitador orbital, a 120 rpm, usando 10 mL de hexano como cossolvente e
quantidade suficiente de micélio contendo lipases para fornecer a concentracdo de
enzima requerida no planejamento. A reacao foi iniciada pela adigdo de acido oleico
(240 pL) ao meio reacional contendo alcool etilico (50, 90 e 140 uL), para os ensaios
com razao molar acido/alcool de 1:1, 1:2 e 1:3, respectivamente. Em intervalos de
24 e 48 h, amostras de 100 pL do meio reacional foram coletadas e analisadas pelo
método de Lowry-Tinsley (item 4.6). Uma curva padréo foi construida usando acido
oleico sob as mesmas condi¢Bes. O rendimento em éster foi calculado a partir do

consumo de acidos graxos livres.
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Para medir a influéncia de cada varidvel na reacdo, foi calculada a
contribuicdo de cada variavel na formacdo do éster. Para tal, empregou-se o
esquema de sinais da Tabela 1, atribuindo-se a cada valor de rendimento do éster o
sinal correspondente a cada uma das condi¢cdes estudadas. Em seguida, procedeu-
se a somatoria dos valores respeitando os sinais atribuidos e o resultado foi dividido

por quatro (b?), o que corresponde ao niimero de contrastes.
[y -y
EP =22—— )

Sendo:

EP = Efeitos principais;

y" = niveis dos parametros + (50°C; 1g; RM 1:3);
y = niveis dos parametros - (40°C; 0,5 g; RM 1:1);
b=2

Tabela 1 — Niveis maximos e minimos para o planejamento fatorial 2°.

Variaveis Niveis
-1 0 1
2((1:) - Temperatura (T, 40 45 | 50
X, - micélio (MM, g) 05075 | 1
X3 - RM? &cido:alcool 1:1 | 1:2 |13

Fonte: Autoria propria (2018).
#RM: raz&o molar

Para as reacdes onde os rendimentos foram maximos, fez-se o calculo da
produtividade em éster. Expressa por pmol de éster produzido por hora de reacado e

por grama de micélio.
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4.6. METODO DE LOWRY-TINSLEY

O método (LOWRY e TINSLEY, 1976) foi utilizado para quantificar
indiretamente o teor de ésteres formados, a partir do teor residual de acido oléico
produzido durante a sintese de ésteres catalisada pelas lipases de B. ribis ligadas ao
micélio. Trata-se de um método colorimétrico que mede a coloragcdo do complexo
azul-esverdeado, formado entre os fons Cu®* e os &cidos graxos livres soltveis em

fase organica, em comprimento de onda de 715 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ATIVIDADE LIPOLITICA DO MICELIO

Na Tabela 2 é possivel observar que a atividade total das lipases de B. ribis
do sobrenadante é aproximadamente igual a do micélio. Aliado a paridade da
atividade lipolitica e ao fato da massa por frasco fermentado ser demasiadamente
reduzida se comparada ao volume utilizado por frasco fermentado, o micélio ainda
apresenta vantagens pela sua utilizacdo direta evidenciando o aproveitamento da
biomassa em processos de biotransformacdo (ANDRADE; CORTEZ; CASTRO,
2017; FUKUDA et al., 2002 e SOLARTE et al., 2014). O resultado obtido na
atividade lipolitica do micélio liofilizado apresentou-se auspicioso podendo ser uma
alternativa para dobrar a atividade e dar um novo destino para o micélio que

atualmente é descartado ou utilizado como complemento de ragdes.

Tabela 2 — Comparagéo da atividade lipolitica do micélio (liofilizado) e da enzima presente no
sobrenadante (fermentacdo submersa) pelo pNPP aquoso.

Balanco da atividade lipolitica por frasco fermentado

Atividade do sobrenadante Atividade do micélio
(1) (U mL™Y) 47,6 +1,63 seco (2) (U mg™) 2,71 +0,27
V por frasco fermentado Massa por frasco
(1) (mL) 25 fermentado (2) (g) 0,4745+0,04
Atividade total (1) (U) 1190 Atividade total (2) (U) 1233,7

Fonte: Autoria prépria (2018).

5.2. DETERMINACAO DA ESTABILIDADE TERMICA

As lipases de B. ribis ligadas ao micélio apresentaram aproximadamente
20% de perda na atividade enzimatica para as trés temperaturas estudadas (40, 50

e 55°C) como observadas na Figura 6.
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Figura 6 — Estudo da estabilidade térmica de lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio
(liofilizado) nas temperaturas de 40, 50 e 55°C (3h) com controle a temperatura ambiente. Atividade
residual foi dosada através do método do pNPP aquoso.
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o
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Atividade Residual (%)
o
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1

. . . .
Controle 40°C 50°C 55°C

Fonte: Autoria prépria (2018).

Andrade (2013) estudou a estabilidade térmica de lipases de B. ribis
presentes no extrato bruto da fermentacdo submersa e na forma imobilizada, nas
mesmas condicbes experimentais. Para a enzima livre (presente no sobrenadante),
observou aproximadamente 10% de perda da atividade enzimética na temperatura
de 40°C e 20% de perda para as temperaturas de 50 e 55°C, resultados muito
proximos aos obtidos para a estabilidade das lipases de B. ribis ligadas ao micélio
(presente trabalho). Em se tratando de lipases de B. ribis imobilizadas, os seguintes
suportes foram estudados por Andrade (2013): CAC (carvao ativado de coco), CAC
com glutaraldeido (GA), funcionalizado com EDC (1-etil-
3(dimetilaminopropil)carbodiimida) e glutaraldeido (GA) (Tabela 3). A estabilidade foi
maior para o suporte CAC (97%, 40°C) e todas as demais condi¢bes estudadas

mostraram perda da atividade catalitica superior a 50%.
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Tabela 3 — Estabilidade térmica das lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 livre e imobilizada em
CAC, CAC com glutaraldeido (GA) e CAC com EDC e glutaraldeido (GA) (3 h)

Atividade
Lipase Residual
(%)
Livre 40°C 10
Livre 50°C 20
Livre 55°C 20
Imobilizada em CAC a 40°C 97
Imobilizada em CAC a 50°C 50
Imobilizada em CAC a 55°C 45
Imobilizada em CAC com GA a 40°C 20
Imobilizada em CAC com GA a 50°C 20
Imobilizada em CAC com GA a 55°C 8
Imobilizada em CAC funcionalizado 20
com EDC e GA a 40°C
Imobilizada em CAC funcionalizado 20
com EDC e GA a 50°C
Imobilizada em CAC funcionalizado 5
com EDC e GA a 55°C

Fonte: Adaptado de Andrade (2013)

Diferentemente das lipases extracelulares, geralmente utilizadas
industrialmente, as lipases ligadas ao micélio podem ser utilizadas de modo direto,
ou seja, sem a necessidade dos processos de isolamento, purificacdo, imobilizacéo
e recuperacdo das enzimas, pois estas enzimas estdo ligadas naturalmente a
estrutura da célula, levando a diminuicdo da perda enzimatica ao longo de todos os
processos mencionados. Consequentemente, a utilizacdo das lipases ligadas ao
micélio reduz o custo global de producdo de enzimas sendo este um aspecto
significativo para a sua aplicacdo em larga escala (ANDRADE; CORTEZ; CASTRO,
2017; MAROTTI, 2016).
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5.3 REACOES DE ESTERIFICACAO

5.3.1 Efeito da presenca de co-solvente no rendimento da reacéo

O efeito do co-solvente (hexano) na sintese do oleato de etila pelas lipases de
B. ribis EC-01 ligadas ao micélio apresentou rendimento superior ao sistema
reacional sem co-solvente como apresenta a Figura 7. Essa melhora no rendimento
pode ser explicada pelo fato de que enzimas desnaturam-se na presenca de um
meio com excesso de alcool.

Analisando-se os tempos de rendimento em éster utilizados, o rendimento em
éster em 24 h é praticamente o mesmo para ambos 0s meios reacionais, enquanto
que, no tempo de 48 h houve um aumento extremamente significante se comparado
com o tempo de 24 h bem e comparando os rendimentos entre dos meios
reacionais, o meio com hexano (co-solvente) apresentou rendimento mais
consideravel se comparado com o0 meio sem solvente dado que as lipases ficaram
mais tempo em contato com 0 meio reacional produzindo maior porcentagem de
éster do que em 24 h aliado ao fato de ndo haver um excesso de alcool que pudesse

desnatura-la ou diminuir a sua atividade catalitica.

Figura 7 — Efeito do co-solvente na sintese do oleato de etila catalisada pelas lipases de
Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio. Condi¢cdes para a reacdo com co-solvente: 10 mL
hexano, 240 uL de acido oleico e 130 pL de etanol (RM 1:3 &cido: alcool); sem co-solvente: 5 mL de
etanol (240 pL de acido oleico); 0,5 g de micélio; 50°C; 120 rpm.

70
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Fonte: Autoria prépria (2018).
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Este resultado ja era esperado, pois a utilizacdo de solventes polares pode
diminuir a atividade catalitica da enzima devido a interacdo solvente-enzima, que
altera a conformacdo nativa da proteina pela ruptura das ligacfes de hidrogénio.
Além disso, pode ocorrer ainda a interagcdo direta com a agua essencial em torno da
molécula da enzima, pois solventes polares sdo capazes de absorver agua e retirar
a camada de hidratacdo da enzima, provocando a perda das propriedades
cataliticas por inativacdo ou desnaturacéo (MIAO et al., 2018; VERDASCO-MARTIN
et al., 2016). Baseado nos resultados acima, os proximos experimentos foram

realizados em presenca de co-solvente (hexano).

5.3.2. Otimizacgao da reacao de esterificacéo

Depois de realizados os estudos prévios de sintese do oleato de etila, foram
testados os efeitos dos parametros temperatura, concentracdo da enzima e razéo
molar acido/alcool na reacdo de sintese do éster, através de um delineamento
fatorial 2°.

A Tabela 4 apresenta os resultados experimentais do delineamento fatorial
aplicado no estudo da sintese do oleato de etila, bem como, as variaveis e niveis
estudados.

Com base nos resultados obtidos para o ponto central (Tabela 4,
experimento 5 realizado em triplicata), foi possivel calcular o desvio padrdo para a
conversao de éster, que foi de +4 (24 h) e +1,3 (48 h), que também sé&o validos para
as demais respostas do delineamento. Um efeito sera tanto ou mais significativo,
guanto maior for a diferenca entre o desvio-padrao obtido e o valor encontrado para
o efeito.

A Tabela 5 e a Figura 8 apresentam os efeitos das variaveis, calculados a
partir dos resultados experimentais da Tabela 4 e da Equacédo 2. Os resultados do

delineamento foram interpretados em funcéo da conversédo em éster (24 e 48 h).
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Tabela 4 — Resultados experimentais do delineamento fatorial 2° aplicado no estudo da sintese do

oleato de etila, utilizando-se lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio.

Niveis
Variaveis
Inferior (-1) Médio (0) Superior (+1)
X3 — Temperatura (T, °C) 40 45 50
X2 — Micélio (MM, g) 0,5 0,75 1
X3 — RM acido/alcool 1:1 1:2 1:3
o Rendimento | Rendimento

. Temperatura | Micélio RMm? ] ]

Experimento o apos 24 h apos 48 h
(°C) (9) Acido/alcool
(%) (%)

1 40 1g 1.3 79 97

2 40 05¢9 1:3 54 82

3 50 lg 1:1 84 89

4 50 059 1:1 75 93

5P 45 0,75 g 1:2 78 + 4 95 +1,3

6 50 lg 1:3 68 94

7 40 05¢9 1:1 70 89

8 50 0,59 1:3 15 57

9 40 1lg 1:1 90 92

a) RM =razéo molar. A concentracao do &cido oleico em cada experimento foi de 95 mmol/L

b) Experimento 5 realizado em triplicata. O desvio padrao relativo para este experimento foi de + 4
(24 h) e 1,3 (48 h).

Fonte: Autoria prépria (2018).

De acordo com os valores calculados dos efeitos das variaveis principais
(Tabela 5) é possivel observar que as trés varidveis analisadas (Temperatura,
Unidades Totais e Razdo Molar Acido/Alcool) apresentaram influéncia nas respostas
monitoradas, pois o0s valores dos efeitos foram superiores ao desvio-padréo
caracteristico das correspondentes variaveis-resposta. O efeito individual mais
significativo foi a quantidade de micélio (g), que representa a quantidade de
catalisador (lipase). Quando a quantidade de micélio é alterada do nivel menos (0,5

g) para o nivel mais (1 g), o sistema apresenta um aumento de 27(24 h) e 13 (48 h)
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pontos percentuais no rendimento, como esperado, pois o0 aumento do catalisador
tende a diminuir o tempo de reacéo requerido. No entanto, muitas vezes por razdes
econbmicas, nem sempre a maior concentracao possivel deve ser usada (CRUZ et
al., 2018). Desta forma, para maximizar a resposta, levando-se em consideracao

apenas o parametro quantidade de enzima, valores elevados sado recomendados.

Tabela 5 — Valores calculados dos efeitos das variaveis principais e secundarias do delineamento
fatorial 23 com repeticdo no ponto central em relagdo aos rendimentos da sintese do oleato de etila
catalisada pela lipase de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio.

Variaveis Efeitos

24 h 48 h

Temperatura (°C) -13 -7
Micélio (MM, g) +27 +13

RM? acido:alcool -26 -9
Temperatura (°C) x MM +4 3,7
Temperatura x RM acido/alcool -12 -7
MM x RM acido/alcool +12 +13

T RN dcidoléleool +10 "

*RM: razdo molar
Fonte: Autoria prépria (2018).

O segundo efeito individual mais significativo foi o parametro da Razao molar
acido/alcool, que representa a quantidade de etanol utilizado em relacdo a
concentracdo do acido. Para este fator foi verificado uma queda de -26 e -9 pontos
percentuais no rendimento da reagdo para os tempos de 24 e 48 horas, como ja era
previsto, pois quantidades muito elevadas de &lcool tendem a inibir ou até mesmo
desnaturar a enzima (RATHOD; KHAN; JADHAYV, 2015), reduzindo sua eficiéncia
catalitica. Sendo assim, o efeito da Razdo Molar acido/alcool apresentou efeito
negativo sobre o rendimento da esterificagao.

Assim como o efeito individual do parametro da Raz&o Molar acido/alcool, o
parametro da Temperatura também apresentou declinio no rendimento da reagéo,
sendo verificada uma queda de -13 e -7 pontos percentuais. Este resultado é comum
em reacOes catalisadas por enzimas uma vez que 0 aumento da temperatura pode
provocar a desnaturacdo da enzima, acarretando na diminuicdo do rendimento e da
atividade enzimatica (LIU et al., 2018; ABDULLAH et al., 2009). Sendo assim, o
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efeito da temperatura também apresentou efeito negativo sobre o rendimento da

esterificacao.

Figura 8 — Valores calculados dos efeitos das variaveis principais e secundarias do delineamento
fatorial 23 com repeticdo no ponto central em relagdo aos rendimentos da sintese do oleato de etila
catalisada pelas lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio.
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Fonte: Autoria prépria (2018).

Analisando-se os efeitos secundarios, ou seja, aqueles resultantes da
interacdo entre duas variaveis, verificam-se valores significativos para a interacdo T
X RM (-12/24 h e -7/48 h); MM x RM (+12/24 h e +13/48 h) e T x MM x RM (+10/24 h
e +7/48 h), ou seja, o efeito sinérgico foi relevante, pois sdo superiores ao desvio-
padrdo calculado apresentado na Tabela 4. Para facilitar a compreensao da analise,
uma figura geométrica do sistema envolvendo as variaveis e suas respostas séo

apresentadas na Figura 9a (24 h) e 9b (48 h).
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Figura 9 — Efeito da temperatura, 40°C(-1) e 50°C(+1); quantidade de Micélio (g), 0,5 g(-1) e 1 g(+1)
e razdo molar acido/alcool 1:1(-1) e 1:3(+1) no rendimento da sintese do oleato de etila catalisada
pelas lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio. (a) 24 h e (b) 48 h.
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Fonte: Autoria prépria (2018).

Avaliando-se a tendéncia das respostas, verifica-se no cubo da Figura 8a
ponto de maxima (vértice inferior direito da face de tras, rendimento de 90%),
atingido por uma temperatura de 40°C, quantidade de enzima de 1 g e RM 1:1.
Quando a sintese é realizada em um periodo de 48 h (8b), o ponto de maxima
(vértice inferior direito da face frontal, rendimento de 97%) é atingido nas condicdes

40°C, 1 g de micélio, porém com RM 1:3. Analisando a quantidade de energia
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elétrica, manutencéo da atividade catalitica da enzima, excesso de &lcool (RM 1:3) e
célculo da produtividade em éster (36 pmol h™* g*/24 h e 20 umol h* g%), a reacéo
por 24 h (Experimento 9) foi mais viavel.

A utilizacao de lipases ligadas ao micélio aplicadas em biocatéalise sédo pouco
relatadas na literatura, desse modo, algumas comparacoes seréo realizadas com o0s
trabalhos apresentados no Quadro 1 que mais assemelham-se as condi¢des
utilizadas no presente trabalho.

Xu et al (2002) obtiveram rendimento de 96,5% e produtividade de 1,15 pmol
h g* para a sintese do hexanoato de etila, ou seja, & produtividade foi inferior ao
resultado obtido neste trabalho (36 pmol h™* g*). Solarte et al (2014) e Zanotto et al
(2009) obtiveram nas reacfes de esterificacdo (laurato de etila e oleato de pentila
respectivamente) rendimento de 96% e 91% e produtividade em éster de 125 pumol
h g* e 1680 umol h™ g1, respectivamente, sendo portanto resultados superiores
ao valor obtido no trabalho exposto (36 umol h™* g). Vale salientar que o presente
trabalho esta utilizando pela primeira vez lipases de B. ribis ligadas ao micélio
liofiizado e os estudos realizados ndo estdo completamente otimizados,
experimentos de desejabilidade (complementando o planejamento experimental
realizado) podem ser utilizados futuramente para melhorar a produtividade em éster.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que lipases ligadas ao micélio do fungo B.
ribis EC-01 perdem aproximadamente 20% da atividade enzimética para as trés
temperaturas analisadas (40, 50 e 55°C). Na presenca do co-solvente hexano
apresentou melhor produtividade em éster sendo os melhores resultados obtidos
nas condi¢cdes de 40°C; 1g de micélio; RM 1:1 (24h) e 1:3 (48h) onde ao analisar a
quantidade de energia elétrica, manutencdo da atividade catalitica da enzima,
excesso de alcool (RM 1:3) e célculo da produtividade em éster (36 umol h™* g*/24 h
e 20 pmol h* g1), a reacdo por 24 h foi mais viavel.

Os resultados obtidos no presente trabalho podem ser considerados
promissores e contribuiram para o estudo da utilizacdo de lipases ligadas ao micélio
aplicadas em biocatalise e biotransformacéo.
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