Universidade do Estado do Rio de Janeiro

5 2
=
% ﬁ ;,": Centro de Tecnologia e Ciéncias
?“0UEHIFJ S Instituto de Quimica
T

Elizabeth Cristina Tavares Veloso

Producgao, caracterizagao e imobilizagao de lipase de
Aspergillus niger 11T53A14 em nanoparticulas magnéticas de

ferrita de niquel e carvao ativado

Rio de Janeiro
2024



Elizabeth Cristina Tavares Veloso

Producao, caracterizagao e imobilizacao de lipase de Aspergillus niger

11T53A14 em nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel e carvao

ativado

Orientadores: Profe. Dr2. Marta

Tese apresentada, como requisito
para obtencdo do titulo de Doutor,
ao Programa de Pds-graduagédo em
Engenharia Quimica, da
Universidade do Estado do Rio de
Janeiro. Area de concentracio:
Bioprocessos.

Antunes Pereira Langone

Profé. Dr2. Gizele Cardoso Fontes Sant’Ana

Prof?. Dr?. Marcia Monteiro Machado Gongalves

Rio de Janeiro

2024



CATALOGAGCAO NA FONTE
UERJ / REDE SIRIUS / BIBLIOTECA CTC/Q

V443 Veloso, Elizabeth Cristina Tavares.

Producgao, caracterizagcao e imobilizagao de lipase de Aspergillus niger
11T53A14 em nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel e carvéao
ativado. — 2024.

1551.

Orientador (a): Marta Antunes Pereira Langone
Gizele Cardoso Fontes Sant’Ana
Marcia Monteiro Machado Gongalves

Tese (Doutorado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Instituto de Quimica.

1. Lipase — Teses. 2. Ferritas — Teses. 3. Carvao ativado — Teses. |.
Langone, Marta Antunes Pereira. Il. Sant’Ana, Gizele Cardoso Fontes. lll.
Gongalves, Marcia Monteiro Machado. IV. Universidade do Estado do Rio
de Janeiro. Instituto de Quimica. V. Titulo.

CDU 577.15

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducéo total
ou parcial desta dissertagao, desde que citada a fonte.

CF Qg\*{ﬁ E(bj n&f“'\ﬂ)\u oTH UQI.J‘JC 29 de setembro de 2024

Assinatura Data




Elizabeth Cristina Tavares Veloso

Producao, caracterizagao e imobilizacao de lipase de Aspergillus niger

11T53A14 em nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel e carvao

ativado

Tese apresentada, como requisito
para obtencido do titulo de Doutor,
ao Programa de Pds-graduacao em
Engenharia Quimica, da
Universidade do Estado do Rio de
Janeiro. Area de concentracéo:
Bioprocessos.

Aprovado em 26 de junho de 2024

Banca examinadora:

bdlalla

Dra. Marta Anttines Pereira Langone (Orientadora)
Instituto de Quimica - UERJ.

Qs

Dra. GizgJe Cardoso Fontes Sant’Ana (Coorientadora)
Instituto de Quimica - UERJ.

FJJ&# (e P Mastininto
Dr. Felipe Valle do Nascimento. Instituto de Quimica -
UERJ.

Dra Erika Cristina Gongalves Aguieiras - Universidade
Federal do Rio de Janeiro.

Shane P CpolaTT!

Dra. Eliane Pereira Cipolatti - Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro.

Kedudp Bradmanm

Dr. Rodrigo Brackmann - Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana.

2

Dra. Tamires Carvalho dos Santos - Synth Biotec.



DEDICATORIA

Primeiramente a Deus e de forma especial a minha mae Maria das Gragas
Tavares pelo amor, apoio e amizade; a minha avé Margarida Cardoso que € o
amor da minha vida; ao meu marido Johnny pela forca nos momentos dificeis;

aos meus tios, primos e amigos.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por cada oportunidade, por ter abengoado meus
caminhos, pela for¢ca e perseveranca.

Agradeco a minha amada e querida mae Maria das Gragas que sempre
me ensina através de atitudes e palavras. Pelos conselhos vindos de maneira
sabia e que me levam sempre a escolher o que € melhor para minha vida.

Aos meus avos Margarida Cardoso Tavares e Jodo Tavares Sobrinho (in
memorian) que sao os amores da minha vida e que vivem no meu coragao, que
desde sempre me incentivaram a dar o melhor de mim e com sua paciéncia e
bondade me ensinaram os principios que guiam minha vida.

Aos meus tios e primos pelo carinho, atencédo, por todos os momentos
vividos juntos em que me proporcionaram alegrias dando mais cor a minha
vida.

Agradeco também a meu marido Johnny Veloso pelo apoio, forga,
carinho, paciéncia, compreensao e principalmente por sempre me ajudar nos
momentos dificeis.

Agradeco as minhas orientadoras, Dr? Gizele Sant'’Ana, Dr? Marcia
Gongalves e Dr® Marta Langone pela sua orientagdo dedicada, pelo apoio,
oportunidades e sugestdes. Por tudo que aprendi e ainda tenho a aprender.

A todos os colegas de laboratério por sua amizade e companheirismo no
dia-a-dia. A Juliana e Thamires, aluna de iniciagdo pelo apoio técnico,
companheirismo e comprometimento. A Tamires Carvalho, Mariana Silva,
Michelle, Jodo Hampshire, Jodo Menezes e Nazaré por seus valiosos
conselhos, por todo apoio e amizade dentro e fora do laboratério.

Ao professor Dr Marcio Paredes por ceder seu laboratério para
realizacdo dos meus experimentos no uso de equipamento. Aos técnicos e
alunos do laboratério por me receberem sempre tao bem.

A Verbnica do Instituto Federal do Rio de Janeiro por ceder seu
laboratério para realizagdo de algumas analises e a técnica do laboratério
Rafaela por seu auxilio na realizagao de analises.

A Embrapa Agroindustria de Alimentos que gentiimente cedeu o

microrganismo utilizado nesse trabalho.



As professoras Eliane Cipolatti e Evelin Manoel do Laboratério de
Biotecnologia Microbiana de Farmacos da UFRJ pela parceria.

O meu muito obrigada aos professores Rodrigo Brackmann e Alexandre
Gaspar pela parceria e suporte.

A professora Priscilla Finotelli, ao Marcel Martins e toda sua equipe do
Laboratério de Nanotecnologia Biofuncional da UFRJ pela parceria e suporte
na funcionalizagao das nanoparticulas.

A Mayara Vidal e ao Centro de Pesquisa em Biologia Celular e Omicas
(BIO-IMICs) pelo apoio e parceria.

Ao programa de Pdés-Graduagcdo em Engenharia Quimica da UERJ e a

CAPES pelo apoio financeiro.



RESUMO

VELOSO, E. C. T. Producéo, caracterizacdo e imobilizagcdo de lipase de
Aspergillus niger 11T53A14 em nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel
e carvdo ativado. 2024. 155 f. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) —
Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2024.

Este trabalho teve como objetivo produzir e imobilizar a lipase de
Aspergillus niger 11T53A14. A producédo foi realizada por Cultivo em estado
sélido (CES) conduzido a 32°C por 40h, em meio contendo farelo de trigo
(96,48 % m/m) e a borra de café (3,52 % m/m) como indutor, enriquecido com
0,6 % de nitrogénio, 55% de umidade e inoculado com 107 conidios/g.
Primeiramente, foram avaliados o tipo de borra de café (tipo A, B -grédos 100%
arabica e C - arabical robusta/ conilon ou mistura deles) e, posteriormente, foi
avaliado o tipo de reator usado no CES (placa de petri e frasco erlenmeyer).
Adicionalmente, o CES foi realizado em reator de leito fixo (38,0 cm x 4,5 cm)
variando a taxa de aeragao com ar umedecido (0,2; 0,35; 0,5; 1,0; e 1,5 volume
de ar/volume de meio/ minuto - vvm). Amostras foram retiradas de trés regides
diferentes do biorreator: base (h= 10,5 cm), meio (h= 21 cm) e topo (h= 31,5
cm). A imobilizagado da lipase foi realizada por adsorcao fisica usando como
suporte ferrita de niquel e o carvao ativado. Os resultados obtidos revelaram
que a maior atividade lipasica (120 U/g) foi obtida com a borra de café A
(17,3% de lipidios). Em relacdo ao tipo de reator usado no CES, com o
erlenmeyer foi obtida maior producdo com 140,6 U/g. Com a borra de café A
selecionada, foi estudada a CES em reator de leito fixo sendo a maior atividade
lipasica (156,1 U/g) obtida com 0,5 vvm. A concentragao do extrato enzimatico
bruto (EEB) foi feita por precipitagdo com sulfato de aménio nas condi¢des de
saturagao (40, 50, 60, 70, 80 e 90%) e através de ultrafiltragdo com uso da
membrana Amicon®, onde foram testados os tamanhos de 10, 30, 50 e 100
kDa. A concentragdo EEB foi mais eficaz usando a membrana Amicon® com 50
kDa obtendo uma atividade 3,0 vezes maior do que a inicial. A lipase
apresentou atividade 6tima a pH 6,0 e a temperatura de 50 °C. Para os testes
de imobilizagao por adsorcao foi obtido que o melhor tempo de contato foi 120
min a 25°C. A imobilizacdo usando o carvao ativado alcangou uma eficiéncia
de imobilizagdo superior, atingindo 89 %, entretanto com a ferrita de niquel
(NiFe204), nas mesmas condi¢des, obteve cerca de 20 %. A fim de melhorar o
processo de imobilizacdo usando a NiFe204, foi realizada uma modificagao do
suporte com APTMS, seguida de uma ligagdo covalente utilizando
glutaraldeido como agente ligante. As condicbes da imobilizacdo covalente
foram: 24 h de tempo de contato e 5°C de temperatura. A imobilizacédo
covalente utilizando a NiFe204 modificada resultou em uma eficiéncia de 99 %.

Palavras-chave: cultivo em estado sdélido; imobilizagcao de lipase; Aspergillus
niger; biocatalise.



ABSTRACT

VELOSO, E. C. T Production, characterization and immobilization of lipase from
Aspergillus niger 11T53A14 on magnetic nickel ferrite nanoparticles and
activated carbon. 2024. 155 f. Thesis (DSc. in Chemical Engineering) — Instituto
de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

This work aimed to produce and immobilize lipase from Aspergillus niger
11T53A14. Production was carried out by Solid State Cultivation (CES)
conducted at 32°C for 40h, in a medium containing wheat bran (96.48% m/m)
and spent coffee grounds (3.52% m/m) as inducer, enriched with 0.6% nitrogen,
55% moisture and inoculated with 107 conidia.mL™". Firstly, the type of coffee
grounds was evaluated (type A, B - 100% Arabica beans and C - Arabica/
Robusta/ Conilon or a mixture thereof) and, subsequently, the type of reactor
used in the CES (Petri dish and Erlenmeyer flask). Additionally, the CES was
carried out in a fixed bed reactor (38.0 cm x 4.5 cm) varying the aeration rate
with humidified air (0.2; 0.35; 0.5; 1.0; and 1.5 volume of air/volume of
half/minute - vvm). Samples were taken from three different regions of the
bioreactor: base (h= 10.5 cm), middle (h= 21 cm), and top (h= 31.5 cm). Lipase
immobilization was carried out by physical adsorption using nickel ferrite and
activated carbon as support. The results revealed that the highest lipase activity
(120 U.g™") was obtained with coffee grounds A (17.3% lipids). About the type of
reactor used at CES, with the Erlenmeyer flask, a higher production was
obtained with 140.6 U.g'. With the selected coffee grounds A, CES was
studied in a fixed bed reactor, with the highest lipase activity (156.1 U.g™")
obtained at 0.5 vvm. The concentration of the crude enzyme extract (EEB) was
done by precipitation with ammonium sulfate under saturation conditions (40,
50, 60, 70, 80, and 90%) and through ultrafiltration using the Amicon®
membrane, where the sizes of 10, 30, 50 and 100 kDa. The EEB concentration
was more effective using the Amicon® membrane with 50 kDa, obtaining an
activity 3.0 times greater than the initial one. The lipase showed optimal activity
at pH 6.0 and a temperature of 50 °C. For the adsorption immobilization tests,
the best contact time was found to be 120 min at 25°C. Immobilization using
activated carbon achieved a higher immobilization efficiency, reaching 89%,
however with nickel ferrite (NiFe204), under the same conditions, it achieved
around 20%. To improve the immobilization process using NiFe204, a
modification of the support was carried out with APTMS, followed by a covalent
bond using glutaraldehyde as a binding agent. The covalent immobilization
conditions were: 24 h contact time and 5°C temperature. Covalent
immobilization using modified NiFe204 resulted in an efficiency of 99%.

Keywords: solid state fermentation; Aspergillus niger, immobilized lipase;
biocatalysis
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INTRODUGAO

As lipases movimentam um mercado mundial de bilhdes de dolares por
ano, estima-se um valor de US$ 448.78 milhdes em 2024, e deve atingir US$
645.18 milhdes até 2029, com 7.53 % CAGR (Compound Annual Growth Rate)
para o periodo 2024-2029. As lipases possuem um mercado com rapido
crescimento, isso se deve principalmente aos medicamentos, que utilizam essa
enzima para facilitar a digestdo das gorduras e regular os niveis de colesterol
no organismo atraveés do controle do apetite, e ao seu uso industrial, em varias
aplicagbes como aromatizantes, agentes de limpeza, nas industrias
alimenticias, entre outras (Lipase Market; Mordor Intelligence, 2024).

Lipases podem ser obtidas de origem animal, vegetal e microbiana, e
suas propriedades variam de acordo com a fonte de obtencio. Industrialmente
as mais utilizadas sdo de origem microbiana. Dentre os microrganismos
produtores de lipases, os fungos filamentosos, como o Aspergillus niger, se
destacam por produzirem lipases com propriedades cataliticas importantes
para varias aplicagdes comerciais. Além disso, a maioria dos fungos produz
lipases extracelulares, facilitando assim a extragdo da enzima do meio
fermentativo (Bharathi; Rajalakshmi, 2019).

A producéo de lipases por cultivo em estado sélido (CES) é um processo
no qual o crescimento dos microrganismos ocorre em um suporte solido em
valores mais baixos de atividade de agua (Hansen et al. 2015 e Nema et al.
2019). A CES apresenta-se como um processo mais vantajoso, pois requer
menor demanda de energia; apresenta maior produtividade; utiliza meios mais
simples e de baixo custo, tais como subprodutos da agroindustria; apresenta
semelhangas com o habitat dos fungos, possui menor risco de contaminagao
no processo; a aeragao € simplificada em virtude da porosidade do material e o
extrato bruto obtido geralmente é mais concentrado em comparagao com a CS,
o que facilita a sua recuperagdo do meio de cultura (Colla et al., 2010). A
utilizacdo de subprodutos da agroindustria como matéria-prima € uma das
vantagens desse processo, ja que estes possuem fontes de nutrientes para os

microrganismos, favorecendo seu crescimento (Reinehr et al., 2014). No Brasil,



18

a agroindustria e a industria alimenticia geram uma grande quantidade de
subprodutos, que s&o ricos em nutrientes. Entre os subprodutos gerados
destaca-se a borra de café, que € um subproduto proveniente da extragcéo
aquosa dos compostos soluveis do café torrado para produgao de café
instantaneo ou do preparo da bebida e é rico em proteinas, lipidios e agucares.
O farelo de trigo € um coproduto com potencial de aplicagcdo no CES, sendo
este proveniente da produgado de farinha de trigo, onde é rico em proteinas,
carboidratos e fibras (Duran et al., 2017).

Para producéo da lipase pelo processo de CES a escolha do biorreator &
de grande importancia para obtencao de bons resultados. Os biorreatores mais
empregados em CES sao do tipo bandeja, tambor rotatério, reatores de leito
fixo e de leito fluidizado (Robinson ; Nigam, 2003). O reator de leito fixo tem um
bom desempenho para a CES devido as caracteristicas de transferéncia de
massa e de calor. Nesse tipo de configuragao o ar é forcado através do leito
estatico, ajudando na reposi¢gao de O2 e na manutengdo da umidade, além de
remover calor e COz2 (Arora; Rani ; Ghosh, 2018a).

Apos a produgao da enzima, dependendo do tipo de aplicagao, o extrato
enzimatico bruto obtido precisa ser purificado. Diversas estratégias podem ser
utilizadas para purificagao/concentracao de lipases, podendo envolver um ou
mais meétodos, tais como métodos de precipitacdo; cromatografia de troca
ibnica, exclusdo por tamanho, cromatografia por afinidade; processo
envolvendo membranas e sistemas bifasicos. A escolha do método utilizado vai
depender da aplicagao e das caracteristicas da lipase (Show et al., 2015).

A aplicacdo da enzima na sua forma livre é dificultada pelas condi¢des
operacionais, pois muitas enzimas nao sido estaveis em tais condicdes,
podendo dessa forma perder sua atividade catalitica. Portanto, um dos
requisitos para utilizagcado desses biocatalisadores em processos industriais € a
sua imobilizagdo. O uso de enzimas imobilizadas apresenta varias vantagens,
tais como, o aumento da estabilidade térmica do biocatalisador, a facilidade de
recuperacao e a reutilizacdo do biocatalisador no final do processo. Além disso,
permite o emprego de reatores de leito fixo ou fluidizado em processos
continuos (Resende, 2017).

A escolha do método de imobilizacdo € de grande importancia. Nao

existe um método aplicavel a todas as enzimas, &€ necessario levar em
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consideragao as caracteristicas fisico-quimicas, as diferentes propriedades dos
substratos e produtos e a aplicagdo que se deseja. Os principais métodos de
imobilizacdo de enzimas sao: adsorgao, ligagao covalente ou ligagao idnica,
retencdo fisica ou encapsulacédo; e entrecruzamento ou ligagdo cruzada.
Dentre estes, a adsorcéo fisica proporciona uma rota simples e direta para
imobilizagdo de enzimas, na qual as enzimas sao ligadas ao suporte por
ligacbes fracas (interagdes hidrofébicas, ibnicas e forgas de Van der Waals)
(Resende; Rodrigo Ribeiro et al., 2017). Apesar da grande diversidade de
métodos desenvolvidos na imobilizacdo de enzimas, ndo ha um método
aplicavel para todas as lipases. Portanto, para cada aplicagdo € necessario
avaliar o procedimento e o suporte mais simples e mais barato e que resulte
em um derivado com boa retencdo de atividade e alta estabilidade operacional
(Mateo et al., 2007).

Outro fator importante no processo de imobilizagdo € a escolha do
suporte. O suporte ideal deve ter uma boa biocompatibilidade, propriedades
fisico-quimicas estaveis e proporcionar locais de ligagdo para a enzima.
Segundo Vaghari et al. 2016, as nanoparticulas magnéticas tém sido
reconhecidas como suportes atrativos para a imobilizagdo de enzimas, devido
a sua elevada area superficial e a facilidade de separacdo do meio reacional
sob a aplicagdo de um campo magnético externo. Além disso, possui
flexibilidade para a modificagdo da superficie com ligagdes que podem facilitar
e promover uma melhor e mais forte interagdo com a enzima, o que leva a um
aumento da estabilidade no processo.

O carvao ativado (AC) é um suporte poroso com caracteristicas
interessantes para imobilizacdo de enzimas, sendo destacado por possuir
elevada area superficial e resisténcia térmica, quimica e mecéanica (Gongalves
etal., 2021).

O Brasil € um dos maiores produtores de etanol do mundo. A principal
producao desse alcool no pais € proveniente da cana-de-agucar (Silveira et al.,
2020). A geragdo de palha de cana-de-agucar tem crescido devido a
substituicdo da colheita manual pela mecanizada, o que aumenta a quantidade
desse residuo (Alves et al., 2022). Além disso, tradicionalmente, a cana-de-
agucar é pré-queimada para retirar a palha e facilitar a colheita. Legislagdes

mais restritivas tém impedido essa pratica, levando a uma maior oferta de



20

palha. Assim, a palha de cana-de-acucar € uma matéria-prima alternativa para
a producado de AC. Poucos relatos utilizam a palha da cana-de-agucar como
precursor de carbono para a produgao de carvao ativado. A utilizacdo de CA de
subprodutos agroindustriais como suporte para a imobilizagdo de enzimas é
interessante, ndo s6 pelas caracteristicas fisico-quimicas desse material, como
também pelo seu menor custo, ja que este é obtido através da palha de cana
de agucar.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar a
producdo e a imobilizagdo da lipase de Aspergillus niger 11T53A14 por CES
em reator de leito fixo, visando dar continuidade aquele desenvolvido por
Tavares (2018) que vislumbrou o potencial do uso da borra de café e farelo de
trigo na producao de lipase de A. niger 11T53A14. Além disso, a imobilizagao
da enzima foi avaliada visando o potencial de um novo biocatalisador. O
processo de imobilizagao foi realizado utilizando dois suportes: carvao ativado
da palha de cana-de-agucar e nanoparticula magnética de ferrita de niquel. Foi
investigada a imobilizacdo de lipase por dois métodos: adsorgao fisica e

ligagdo covalente.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente trabalho objetivou a produgdo, caracterizagdo parcial da lipase
produzida pela linhagem mutante Aspergillus niger 11T53A14 por CES, em
reator de leito fixo, e imobilizagdo, utilizando nanoparticulas magnéticas de
ferrita de niquel e carvao ativado obtido da palha de cana-de-agucar, a fim de

obter um biocatalisador enzimatico promissor para aplicagdes industriais.
Objetivos especificos

e Estudar a producéao de lipase de Aspergillus niger 11T53A14 por cultivo
em estado soélido (CES) utilizando borra de café como indutor,
verificando o efeito do tipo de borra de café usada;

e Estudar a configuracado do reator tipo bandeja utilizado na produgao da
lipase por CES, avaliando a manutengdo da umidade durante o
processo fermentativo;

e Produzir lipase utilizando reator de leito fixo, avaliando o efeito da taxa
de aeracéo e utilizando borra de café como indutor;

e Estudar a concentracdo do extrato enzimatico bruto (EEB) pela técnica
de precipitacdo com sulfato de aménio e também pela ultrafiltracdo
utilizando tubos de centrifuga Amicon® Ultra—15 Centrifugal Filter Units,
avaliando a eficiéncia das duas técnicas;

e Caracterizar a lipase presente no extrato enzimatico bruto concentrado
quanto a temperatura e ao pH 6timos, e estabilidade a estocagem;

e Estudar a imobilizagado da lipase presente no extrato bruto concentrado
utilizando duas técnicas: adsorgéo fisica e ligagao covalente;

e Avaliar dois suportes para imobilizacdo da lipase: nanoparticulas
magnéticas de ferrita de niquel e carvao ativado;

e Caracterizar  os suportes e biocatalisadores produzidos.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Lipase

Lipases sao enzimas classificadas como hidrolases (triacilglicerol acil-
hidrolases, EC 3.1.1.3). Sua fungc&o natural €& catalisar a hidrolise de

com liberagdo de acidos graxos livres, diglicerideos,

triglicerideos
monoglicerideos e glicerol (Figura 1), porém, em meio aquo-restrito séo
capazes também de catalisar a reacado reversa de esterificacdo, bem como
reacdes de aciddlise, alcodlise, interesterificacdo e amindlise (Figura 1), o que
resulta na sua aplicagcdo em varias areas da biotecnologia, sendo uma das
enzimas mais utilizadas em processos industriais (Salgado; Santos; Vanetti,

2022).

Figura 1- Reagdes catalisadas por lipases
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Os substratos naturais das lipases sdo os triacilglicerois de acidos
graxos que sao preferencialmente de cadeias longas, com mais de 10
carbonos, porém, elas também podem catalisar a hidrolise de substratos de
acidos graxos de cadeias curtas e intermediarias (Salgado; Santos; Vanetti,
2022)

Diferentemente das esterases (hidrolases de ésteres carboxilicos, EC
3.1.1.1), as lipases possuem habilidade de catalisar a hidrolise de ésteres de
acidos graxos de cadeia longa que sdo insoluveis em meio aquoso. As
esterases apresentam maior especificidade por substratos de menor
hidrofobicidade e triglicerideos compostos por acidos graxos com cadeia
contendo menos do que seis atomos de carbono (Guncheva; Zhiryakova, 2011;

Macrae; Hammond, 1985).

1.1.1 Aspectos gerais das lipases

As lipases sdo enzimas que fazem parte do grupo das a/f hidrolases.
Sao carboxilesterases que atuam em triglicerideos de cadeia longa. Seu sitio
ativo é composto por uma triade catalitica de residuos de aminoacidos, que
consiste em um residuo nucleofilico (cisteina, serina ou aspartato), um residuo
catalitico acido (aspartato ou glutamato) e um residuo de histidina. A triade
mais comumente reportada é serina (Ser), histidina (His) e aspartato (Asp)
(Cortez; Castro ; Andrade, 2016; Melani; Tambourgi ; Silveira, 2020; Remonatto
et al., 2022).

O mecanismo catalitico (Figura 2) de hidrolise de éster catalisado por
lipase é composto pelas seguintes etapas: inicialmente ocorre a ligagdo éster
do lipideo a enzima e o ataque do residuo serina ao carbono carboxilico da
ligagdo éster, formando um intermediario tetraédrico (a). Esse intermediario,
por sua vez, é estabilizado por interagbes com dois grupos NH de peptideos
(b). Apos a estabilizagao, o intermediario tetraédrico é desfeito pelo retorno da

ligacdo C=0 e, consequentemente, a clivagem da ligagcao éster, liberando

assim um alcool, cujo oxigénio recebe um préton proveniente da histidina,

formando-se assim o complexo acil-enzima. Em seguida ocorre novamente um
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ataque nucledfilo por um ion hidroxila da agua, abrindo assim a ligagdo C=0,
formando um segundo intermediario (c). Por fim, o retorno da ligagdo C=0

desfaz o intermediario tetraédrico, e ocorre assim a liberagdo do acido graxo e
a enzima é regenerada (d) (Cortez; Castro ; Andrade, 2016; Dijkstra ; Reetz,
1999; Reis et al., 2009).

Figura 2 - Mecanismo Catalitico da Lipase de Hidrélise de Ester
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Fonte: Dijkstra ; Reetz, 1999

As reacgdes catalisadas pelas lipases ocorrem na interface agual/lipidio,
onde ocorrem alteragbes conformacionais na sua estrutura. Essas mudancgas
estruturais estdo associadas ao fendmeno cinético de ativagao interfacial, que
relaciona o aumento da atividade lipasica em fungado da presenca de substratos
insoluveis, que formam uma emulsdo em meio aquoso (Dijkstra ; Reetz 1999;
Jaeger ; Reetz 1998; Reis et al. 2009; Sharma; Chisti ; Banerjee 2001).

O sitio ativo da maioria das lipases em solugao é protegido por uma
superficie na forma de um laco, uma tampa, ou uma pequena a-hélice
(conformacgéo fechada). Quando ocorre a interagéo entre o substrato lipidico, a

lipase sofre alteragbes sequenciais na sua estrutura tridimensional, onde a
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tampa se adapta a uma nova conformagéao (conformacgéo aberta), de modo que
uma grande area hidrofdbica fica exposta, assim como o sitio ativo da lipase, o
que facilita a ligacdo da lipase a interface aguallipideo, como pode ser
observado na Figura 3 (Remonatto et al., 2022). A maioria das lipases
apresenta ativacao interfacial, porém existem excecodes, de forma que o que
melhor caracteriza as lipases é a sua capacidade de catalisar a hidrélise de
triglicerideos de cadeia longa (Cortez; Castro; Andrade, 2016; Rios et al.,
2018).

Figura 3- Ativagéo interfacial da lipase
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Fonte: Adaptado de Remonatto et al., 2022

As lipases sao enzimas que possuem especificidade por determinados
substratos, o que possibilita seu uso como biocatalisador em diversas
aplicagbes industriais (Salgado et al, 2022). Elas apresentam
regioespecificidade, sendo divididas em trés classes: (1) Lipases néo
especificas: catalisam a reagdo de quebra completa dos triglicerideos em
acidos graxos livres e glicerol, com mono- e diacilgliceréis como intermediarios,
removendo o acido graxo de qualquer posi¢ao do substrato. (2) Lipases 1,3
especificas: catalisam a hidrdlise e liberagao de acidos graxos das posicoes 1 e
3 do triglicerideos formando 2-monoglicerideo e 1,2 — ou 1,3- diglicerideos. (3)
Lipases acidos graxos especificas: esse grupo mostra seletividade por acidos
graxos especificos ou por um grupo deles, onde as lipases possuem
caracteristicas de catalisar a hidrolise de ésteres de acidos graxos de cadeia
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longa insaturada, com ligagédo dupla na posi¢éo cis entre C-9 e C-10 (Javed et
al., 2018).

A enantiosseletividade das lipases é outra caracteristica importante
dessas enzimas. Algumas discriminam moléculas quirais e atuam,
preferencialmente, em um dos isbmeros de uma mistura racémica (Cortez,
Castro, Andrade, 2016).

1.1.2 Aplicacio das Lipases

As lipases podem ser usadas em diversas aplicagdes industriais, devido
a sua versatilidade em catalisar diversos tipos de reacdes, aliada a sua
seletividade por diferentes tipos de substratos. As lipases sao utilizadas para o
desenvolvimento de aroma e sabores, melhoramento de produtos lacteos,
hidrolise de gorduras, transesterificagdo de gorduras e 6leos, sintese de
ésteres, produgdo de compostos orgéanicos quirais, produtos de limpeza e
varios processos de biorremediacao (Melani, Tambourgi e Silveira, 2020).

Na Tabela 1 estdo resumidas as principais aplicagdes das lipases em

diferentes seguimentos industriais.

Tabela 1- Exemplos de aplicagdes industriais das lipases.

Industria Aplicagées Produtos Referéncias

Alimentos Hidrélise de d6leo Esteres metilicos  (Elhussiny et
de acidos graxos  al., 2020)

Modificagao do Esteres metilicos  (Sorte et al.,
residuo do éleo de de acidos graxos  2019)
cozinha (EMAGS)
Combustiveis Transesterificagao biodiesel (Bose;
do dleo de Jatropha Keharia,
2013)
Detergentes Remocéo de Detergentes em (Bben Bacha
manchas de geral et al. 2018)

gorduras.
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Farmacéutica Hidrélise de ésteres  Compostos (Badgujar;
racémicos quirais Bhanage,
2016)

Fonte: O autor, 2024

Uma das principais aplicagdes das lipases na industria de alimentos € na
modificagao de 6leos e gorduras, onde esses processos requerem tecnologias
mais econémicas e verdes (Hasan; Shah ; Hameed, 2006).

A modificagdo de O6leos e gorduras pode ser realizada por via
enzimatica, sendo uma alternativa mais interessante para obtencao de
produtos mais especificos, com a geragao de menos subprodutos, condigdes
mais brandas de processamento e uma facil recuperac¢ao do produto (Salgado;
Santos; Vanetti, 2022).

A modificagdo de residuos de 6leos de frituras foi estudada por
(Elhussiny et al. 2020). Os autores selecionaram e isolaram dois fungos do
género Aspergillus capazes de produzir enzimas lipoliticas e transesterificar o
residuo de 6leo para a produgédo de ésteres metilicos de acidos graxos com
rendimentos relativamente altos.

Uma importante aplicagdo na industria de alimentos € a producao de
lipidios estruturados, que sdo uma mistura triglicerideos modificados, que tem
se mostrado importante em fungbes bioldégicas da saude humana,
apresentando baixo valor calérico e alto valor nutricional (Salgado; Santos;
Vanetti, 2022).

1.1.3 Caracterizacao de lipase

A caracterizagéo da lipase é de grande importancia para seu uso como
biocatalisador em varios setores industriais. O conhecimento das
caracteristicas bioquimicas da enzima fornece ferramentas para compreender
sua atuacao e alteragdes ocorridas. Caracteristicas como especificidade pelo

substrato, condicdes de pH e temperatura, estabilidade em solvente, atividade
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na presenca de ions metalicos e ndo toxicos, podem direcionar a aplicagdo do
biocatalisador (Kumar Sharma; Sharma; Saxena, 2016; Mehta; Bodh ; Gupta,
2017).

Estudos que abordam o mecanismo de acdo das lipases e sua
caracterizagao se destacam por auxiliarem o entendimento das reacoes,
principalmente aquelas de interesse industrial, e a produgdo de novos
compostos biotecnoldgicos. Sdo encontrados na literatura varios trabalhos que
buscam analisar as caracteristicas bioquimicas das lipases produzidas por
diferentes microrganismos e meios de obtencdo. Na Tabela 2 estdo

apresentados alguns desses trabalhos.

Tabela 2- pH e temperatura 6timos de lipases.

. oy Temperatura A
Lipase pH étimo 6tima (°C) Referéncias
Aspergillus terreus NCFT 6.0 50 (Sethi, Nanda ;
4269.10 ’ Sahoo, 2016)
Aspergillus niger AN0512 5,0 50 (Liu et al., 2015)
Aspergillus flavus PW2961 7,0 45 (KarZ‘%T;)” al,
. . (Santos et al.,
Aspergillus niger 5,0 55 2017)
. . (Mhetras,
Aspergllll,1ls2 g/7ger NCIM 25 50 Bastawde :
Gokhale, 2009)
Asperqillus japonicas 7,3 40 (Bharti et al., 2013)
. . (SHU, YANG ;
Aspergillus niger FO44 7,0 45 YAN, 2007)
. (Binhayeeding et
Candida rugosa 9,0 40 al.. 2020)
Bacillus methylotrophicus 70 55 (Sharma et al.,
PS3 ’ 2017)

Fonte: O autor, 2024

1.1.4 Fontes de lipases

As lipases podem ser produzidas por fontes animais, vegetais ou

microbiana, sendo as de origem microbiana as mais empregadas
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industrialmente, principalmente devido a suma disponibilidade na natureza,
altos rendimentos e versatilidade catalitica (Geoffry ; Achur, 2018).

Os microrganismos produtores de lipases incluem as bactérias,
leveduras e fungos filamentosos (Hasan; Shah; Hameed, 2006). As
propriedades de especificidade, facilidade de producdo, pH e temperatura
6tima, variam de acordo com a fonte de obtencao da lipase. Do ponto de vista
econdémico e industrial, as lipases de origem microbiana, obtidas por
bioprocessos, sdo preferencialmente utilizadas (Geoffry ; Achur, 2018).

Dentre os microrganismos produtores de lipases, pode-se citar bactérias,
destacando-se Pseudomonas prodigiosus, B. pyocyaneus e B. fluorescens
(Jaeger ; Reetz, 1998; Javed et al., 2018). As leveduras Candida rugosa,
Candida tropicalis, Candida antarctica, Candida cylindracea, Candida
parapsilopsis, Candida deformans, Candida curvata, Candida valida, Yarrowia
lipolytica, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula pilimornae, Pichia bispora, Pichia
mexicana, Pichia sivicola, Pichia xylosa, Pichia burtonii, Saccharomycopsis
cratagenesis, Torulaspora globosa e Trichosporon asteroids também se
destacam como produtoras de lipases (Vakhlu ; Kour, 2006). Dentre os fungos,
destacam-se Aspergillus sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., Fusarium sp.,
Geotrichum sp., Trichoderma sp., and Mucor sp., Rhizopus oryzae R1,
Stemphylium lycopersici, Sordida sp., Aspergillus niger 13 F, Fusarium solani 7
F, spergillus flavus , Aspergillus terreus AH-F2 e Thermomyces lanuginosus
(Kumar et al., 2023).

A obtencdo dos microrganismos de interesse industrial, produtores de
lipases, pode ser realizada através de isolamento a partir de recursos naturais,
pela compra em colecbes de cultura ou ainda através de mutagdes por

engenharia genética (Borzani et al., 2001).

1.2 Produgao de lipases

As lipases podem ser produzidas por um processo, onde o0s

microrganismos crescem e metabolizam os substratos, decompondo-os em
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compostos mais simples e produzindo lipases e outros subprodutos (Fasim,
More ; More, 2021). Portanto, elas podem ser produzidas por Cultivo Submerso
(CS) ou Cultivo em estado solido (CES).

1.2.1 Cultivo Submerso (CS)

A técnica de cultivo submersa é preferida industrialmente para a
producdo de enzimas, pois € possivel ter um melhor controle dos parametros
operacionais (Hansen et al., 2015). Esse tipo de processo esta associado ao
crescimento microbiano em meio liquido e as possiveis variagdes da
composi¢ao e das condigbes de cultivo. O CS em escala industrial geralmente
€ realizado em biorreatores equipados com sistemas de agitagdo, dispositivos
de aeragdo e controle da temperatura, em processos continuos ou
descontinuos (Orlandelli ; Felber, 2012).

CS se destaca por apresentar como vantagens a facilidade de controle
de temperatura, do pH e do oxigénio dissolvido no meio, facilitando dessa
forma o monitoramento do sistema. O controle desses parametros se torna
importante, pois eles influenciam no rendimento do produto de interesse. Outra
vantagem desse processo € o teor de agua presente no meio reacional,
facilitando assim no controle da temperatura do meio de cultivo (Castro; Pereira
2010; Hansen et al., 2015). Entre as desvantagens temos: uma maior
dificuldade de transferéncia de oxigénio do meio para os microrganismos, que
ocorre devido a baixa solubilidade do oxigénio na agua; grande volume de
efluentes (Durand, 2003).

O CS apresenta alguns desafios, como a utilizagdo de fungos
filamentosos, que sdo considerados bons produtores de lipase, mas que se
desenvolvem melhor em meios que contém baixa atividade de agua. Além
disso, a produtividade pode ser afetada pelas transferéncias de massa e de
oxigénio. Nesse caso, se o teor de oxigénio ficar muito limitado, afeta o
metabolismo dos fungos e, consequentemente, a quantidade de enzimas

produzidas (Hansen et al., 2015).
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1.2.2 Cultivo em Estado Sdlido (CES)

Essa forma de processo € também denominado de “Fermentagdo em
estado sdélido (FES)”, “fermentacdo em substrato sélido (FSS), “fermentacgéo
em meio semi-solido (FMS) ou simplesmente “fermentacéo semi-sélida (FSS)”
(Schmidell et al., 2001).

O cultivo em estado soélido (CES) é definido como um processo que
envolve o crescimento e metabolismo de um microrganismo na presenca de
baixa atividade de agua entre as particulas de um substrato sélido insoluvel
(Lizardi-Jiménez ; Hernandez-Martinez, 2017). O substrato deve possuir
umidade suficiente para que ocorra o crescimento e a atividade metabdlica dos
microrganismos (Costa et al., 2018). O CES envolve o crescimento de
microrganismos sobre as particulas solidas umidas, em ocasides em que 0s
espacos entre as particulas contém uma fase gasosa continua e um minimo de
agua aparente. A maior parte do espago entre as particulas sélidas é ocupada
pela fase gasosa, mesmo com a possibilidade de ter peliculas finas de agua na
superficie das particulas, sendo a fase aquosa inter-particulas descontinua. A
maior parte da agua no sistema é absorvida pelas particulas sélidas umidas
(Figura 4) (Mitchell; Kriege ; Berovic, 2006).

Figura 4 — Demonstracao da definicao da CES

Goticulas de agua no
espacos interparticulas

Nt / R
ase gasosa Biofilm
continua ,'0,| €
umido

Agua e nutrientes
flngicas absorvidos dentro da’
particula

Particula

Fonte: Mitchell; Krieger; Berovic, 2006)
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O CES tem grande potencial de aplicagcdo na area de bioprocessos
industriais, sendo utilizado na bioconversao de subprodutos agroindustriais em
biocombustiveis, producdo de enzimas, entre outros (Pandey, 2003). O
processo de CES vem se destacando principalmente, devido a fatores, como
maior estabilidade do produto final, ja que as enzimas produzidas por CES sao
menos susceptiveis a problemas de inibigdo pelo produto, menor repressao
catabolica, menor necessidade de energia associada a maiores rendimentos do
produto e utilizagdo de subprodutos agroindustriais como matéria-prima
(Geoffry ; Achur, 2018).

O uso de subprodutos sélidos da agroindustria como materia-prima tem
como vantagem a rica composi¢ado de nutrientes, os quais sevem como fonte
de substrato, indutor ou apenas como suporte solido para adesao microbiana,
convertendo em varios produtos de importancia industrial, como as enzimas, o
que facilita a gestdo de subprodutos e torna o processo mais ecoldgico (Fasim
et al. 2021).

Como ja mencionado, as melhores matéria-prima para o processo de
cultivo em estado sélido sdo os subprodutos agroindustriais, pois possuem
menor custo e maior disponibilidade. A escolha da matéria-prima deve levar em
consideragdo sua composicdo quimica, pois por vezes a composicdo da
mateéria-prima nao corresponde a demanda do microrganismo escolhido, assim
como pode haver dificuldade de acessibilidade dos nutrientes a serem
assimilados pelo microrganismo. Esses fatores devem ser estudados e
otimizados para o melhor desempenho do processo (Costa et al., 2018).

Existem varios fatores que interferem no cultivo em estado sdlido, e
como o cultivo é feito com baixa atividade de agua, torna-se dificil o controle
das variaveis fisico-quimicas do processo (pH, umidade, temperatura etc.),
selegcdo a selegdo do microrganismo e a selegao do substrato e a purificagéo
dos produtos desejados. Os fungos filamentosos e as leveduras sao os
microrganismos mais utilizados nesse tipo de processo. Devido aos baixos
niveis de agua no sistema, os fungos filamentosos tém recebido a maioria das
atencdes nas pesquisas, pois apresentam melhor capacidade de crescimento
nestas condicbes. Mas existem alguns trabalhos que mostram que culturas
bacterianas também podem ser utilizadas no processo de CES (Geoffry ;
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Achur, 2018). A escolha do microrganismo no CES deve levar em consideracao
a fisiologia do microrganismo e os fatores fisico-quimicos necessarios para seu
crescimento, tais como, temperatura, pH, aeragdo, umidade, entre outros.
Salientando que o desenvolvimento dos microrganismos ocorre na natureza em
sua maior parte no ambiente terrestre com substratos solidos, o CES simula o
habitat natural de grande parte destes microrganismos, logo fornece um meio
de cultivo mais proximo possivel do seu ambiente natural (Barrios-Gonzalez,
2012).

1.2.3 Producio de lipase por cultivo em estado solido (CES)

As lipases microbianas, como ja foi mencionado, podem ser produzidas
tanto por CS como por CES, sendo a CES uma alternativa estudada devido ao
seu baixo custo e simplicidade do processo (Fasim; More, 2021). A producéo
de lipase por CES pode ser influenciada pela composicao do meio de cultivo e
a sua selecao € primordial para este processo. Dentre os fatores que devem
ser levados em consideracdo destacam-se as fontes de carbono (C) e de
nitrogénio (N), a presencga de indutores, a temperatura, o pH, o teor de umidade
e a aeracao (Oliveira et al., 2017).

Como fonte de carbono para producéao de lipase por CES pode-se citar o
azeite de oliva e de palma, Tween 20 e 40, trioleina e tripalmitina, 6leos de
soja, de girassol, de algodao e de milho (Sharma; Chisti; Banerjee, 2001a).
Baloch et al. (2019) avaliaram diferentes fontes de carbono na producéo de
lipase de uma cepa de levedura, Dipodascus capitatus A4C, que incluiam 6leo
vegetal ndao comestivel (6leo de Jatropha curcas), glicerol bruto e melago.
Dentre as fontes de carbono estudadas, o 6leo de J. curcas a 2% foi a que
apresentou maior produgao de lipase extracelular (2.670 U/L) em 96 horas. Ja
Sumarsih et al., (2018) investigaram a otimizagdo da producgéo de lipase de
Micrococcus sp. com diferentes tipos de fontes de carbono (glicose, sacarose e
glicerol). O melhor resultado de atividade lipasica (70.857 U/mL) foi obtido
utilizando glicose a 1% como fonte de carbono.
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Alguns subprodutos agroindustriais sao utilizados como suporte e fonte
de carbono para produgao da lipase, como o farelo de trigo, que possui alto
teor de carboidratos e proteinas. Mala et al. (2007) produziram lipase de
Aspergillus niger MTCC 2594 usando uma mistura de farelo de trigo e torta do
oleo de gengibre (3:1 m/m) e obtiveram um aumento da atividade da lipase de
36,0 % (a atividade foi de 384,3 £ 4,5 U/g, a 30 ° C e 72 h), mostrando que os
subprodutos estudados sao matérias-primas com potencial de producédo de
enzimas.

De acordo com a literatura, as fontes de nitrogénio mais utilizadas na
produgao de lipase sdo peptona, uréia, extrato de levedura, sais de amoénio
(sulfatos, fosfatos, cloretos), nitratos, nitritos, agua de maceragdo de milho,
farinha de soja e aminoacidos (Sharma; Chisti; Banerjee, 2001b). Varios
trabalhos mostram a importancia da fonte de nitrogénio (orgénico ou
inorganico) na produgao da lipase microbiana por CES. Oliveira et al., (2017)
investigaram a producao de lipase de Aspergillus ibericus por CES avaliando
diferentes fontes de nitrogénio (uréia, nitrato de sdédio, cloreto de aménio e
sulfato de amdnio), cada uma a 2% (m/m) e como fonte carbono utilizaram
bagaco de azeitona e farelo de trigo. Os autores observaram maior atividade
lipasica (151 7 U/g) com o uso do sulfato de amoénio. Falony et al., (2006)
realizaram um estudo sobre a producédo de lipase por A. niger por CES
utilizando farelo de trigo e um meio de cultura mineral, verificaram a atividade
maxima por CES foi de 9,14 U/g utilizando um meio suplementado com 0,75 %
de sulfato de aménio e 0,34 % de uréia.

A maioria das lipases sao normalmente produzidas em meios de cultura
que contenham uma fonte lipidica, pois essas enzimas sdo induziveis, ou seja,
0s microrganismos na presencga de seu indutor (lipidios) aumentam a sintese
da enzima. Os indutores comumente mencionados em trabalhos de producéao
de lipase microbiana sdo os 6leos vegetais, como 6leos de semente de soja, de
milho, de girassol, de azeitona e de palma (Sethi; Nanda; Sahoo, 2016). Falony
et al. (2006) utilizaram o Aspergillus niger para produzir lipase por CES e
encontraram um efeito positivo na adi¢gdo de 1,5 % de azeite de oliva ao farelo
de trigo, obtendo 9,1 U/g de atividade lipasica.

A producao de lipase também é bastante influenciada pela temperatura,

pH e umidade do meio fermentativo. O pH 6étimo de cultivo depende da fonte
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microbiana. O pH alcalino ou neutro € mais adequado para producgao de lipases
por bactérias, ja o pH acido é indicado para producédo das lipases fungicas
(Bharathi; Rajalakshmi, 2019).

A umidade é um fator importante no processo fermentativo, pois este é
responsavel pela difusdo de solutos, gases e metabdlitos. Na CES deve ser
observado se o substrato possui umidade suficiente para o crescimento do
microrganismo. Oliveira et al., (2016) investigaram a producéo de lipase pelo
fungo Aspergillus O-4 utilizando como matéria-prima farelo de soja (85%) e
casca de soja (15%), oleo de soja como indutor e a umidade foi ajustada com
agua destilada estéril. Os autores estudaram a influéncia da umidade e da
concentracéo do indutor no processo de cultivo em estado solido e obtiveram a
maior atividade hidrolitica da lipase (25 U/g) utilizando 65% de umidade e 2%
de indutor.

A aeracdo no processo da CES tem a funcdo de manter as condi¢oes
aerobicas, remover dioxido de carbono gerado, regular a temperatura do meio
e regular o nivel de umidade do meio. Portanto, a vazao volumétrica adequada
em reatores de leito fixo, deve ser investigada ja que esta pode afetar o
crescimento celular e a producao da enzima de interesse (Farinas et al., 2014).
Oliveira, Salgado, et al. (2017) avaliaram diferentes vazdes volumétricas (0,05;
0,1 e 0,2 L/min) na producéo de lipase de Aspergillus ibericus em reator de leito
fixo utilizando bagago de azeitona e farelo de trigo, onde a melhor produgao
ocorreu com menores vazoes, de 0,05 e 0,1 L/min, com atividades proximas a
140 U/g.

1.2.3.1 Fungos filamentosos utilizados para produgao de lipase por CES

Os fungos constituem um grupo de microrganismos que sao potenciais
produtores de lipases por cultivo em estado sodlido, produzindo lipases com
propriedades cataliticas importantes para varios tipos de aplicagdes industriais
(Bharathi; Rajalakshmi, 2019).
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Os fungos filamentosos sao preferencialmente utilizados para produgao
de lipases por CES, pois estes possuem seu modo de crescimento por meio de
hifas. A penetragcdo de hifas no interior das particulas permite uma maior
acessibilidade aos nutrientes do que no caso dos microrganismos unicelulares,
reduzindo a distancia em que os processos de difusdo devem ocorrer. Isso é
de grande importancia, principalmente nos estagios finais da fermentacao,
quando os nutrientes da superficie se encontram exauridos (Mitchell; Krieger;
Berovic, 2006). Adicionalmente, sdo capazes de crescer em meios com baixa
atividade de agua e baixo pH, e produzem enzimas extracelulares hidroliticas
para degradar as macromoléculas presentes no substrato solido, favorecendo
assim o seu uso em CES. (Geoffry; Achur, 2018).

O processo que ocorre em microescala durante o cultivo de fungos
filamentosos em estado sélido (CES) é ilustrado na Figura 5. Os fungos se
desenvolvem formando uma camada de micélio sobre as particulas do
substrato solido. As hifas aéreas se estendem pelos espagos gasosos e
penetram nos poros, concentrando suas atividades metabdlicas principalmente
perto da superficie do substrato e dentro dos poros. Entretanto, o micélio aéreo
também pode realizar atividades metabdlicas, e ha um transporte de
substancias através das hifas aéreas que penetram nos poros. Os fungos tém
a capacidade de decompor moléculas grandes em componentes menores que
sdo absorvidos pelo micélio, servindo como nutrientes, enquanto produzem
enzimas hidroliticas que se espalham pela matriz sélida. Durante o cultivo, ha
consumo de oxigénio e producao de didéxido de carbono, agua, outros produtos
bioquimicos e calor. Isso cria gradientes dentro do biofilme, impulsionando, por
exemplo, a difusdo de oxigénio da fase gasosa para as regides mais profundas
do biofilme e de dioxido de carbono das regides mais internas para a fase
gasosa. A geragao de calor (Q) resulta em um rapido aumento de temperatura
(T), o que representa um desafio técnico crucial durante a CES. O calor (Q) é
dissipado do substrato através de conducdo e evaporagdo, processos
complexos que afetam o equilibrio de agua no sistema. Esse equilibrio inclui a
absorcdo de agua pelo micélio durante o crescimento, o consumo de agua
durante as reacgdes de hidrolise e a producado de agua através da respiragao.
Além disso, a liberagado de acidos organicos e amoénia pode afetar o pH local.

Os produtos bioquimicos de interesse sao liberados na matriz sélida e nos
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espacos preenchidos com liquido durante a fermentacdo, podendo necessitar

de extragao ao final do processo de CES (Holker; Lenz, 2005).

Figura 5 — Esquema do processo em microescala que ocorre durante o CES.
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Fonte: Holker; Lenz, 2005).

Entre os géneros de fungos filamentosos produtores de lipase com
aplicagdes industriais, destacam-se os Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e
Rhizomucor (Bharathi; Rajalakshmi, 2019).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para definir condi¢gdes 6timas
para producdo de lipases utilizando a fermentagcdo em estado solido com
diferentes fungos filamentosos, buscando avaliar os fungos que sdo melhores
produtores de lipase. Oliveira et al., (2016) estudaram a produgéo de lipase
utilizando bagaco de azeitona por CES avaliando diferentes cepas do género
Aspergillus: A. ibericus MUM 03.49, A. niger MUM 03.58 e A. tubingensis MUM
06.152. Dentre os fungos testados, o melhor produtor de lipase foi o A. ibericus
MUM 03.49, com maxima atividade lipasica de 90,5 +1,5 U/g, a 30 °C por 7
dias. Ja Lanka; Trinkle (2017) realizaram um estudo de triagem e isolamento de
fungos produtores de lipase de agua marinha coletada na praia de
Manginapudi em Machilipatham, distrito de Krishna, AP india. Os autores
isolaram cerca de 15 espécies e dentre elas escolheram 5 para o estudo, que

foram Penicillium sp., Fusarium sp., Engyodonitum sp., Trichophyton sp. e
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Aspergillus sp. O fungo que apresentou maior atividade lipasica (7,2 U/mL) foi o

Engyodonitum sp.

O A. niger ¢ um fungo filamentoso importante nos processos
biotecnolégicos, ele é reconhecido principalmente pela produgdo de acido
citrico e enzimas extracelulares (Baker, 2006).

Segundo Gautam (2011), a utilizagdo desse fungo apresenta vantagens
para sua aplicagdo quando comparado com outras espécies, pois ele possui
uma boa facilidade de manipulacdo e habilidade de utilizar matéria-prima de
baixo custo, como os subprodutos agroindustriais, o que mostra que esta
espécie apresenta uma grande versatilidade metabdlica e flexibilidade
nutricional. De acordo com Schuster et al. (2002), o A. niger é considerado
seguro para a utilizagdo industrial, em relacdo a patogenicidade e baixa
toxicidade, ja que é considerado GRAS (Generally Regarded as Safe) conferido
pela Food and Drug Administration (FDA), o que aumenta o interesse para o
seu uso industrial.

Aspergillus niger € um fungo de género anamorfo, sdo fungos mais
abundantes em todo mundo compreendendo entre 260 e 837 espécies, podem
crescer em ampla faixa de temperatura (6 - 55°C) e com teor de umidade
relativamente baixo. Ele possui conidiéforos longos, paredes lisas e hialinas,
apresentam coloragéo escura na regido proxima a vesicula, como mostrado na
Figura 6 (Krijgsheld et al. 2013).
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Figura 6 - Aspecto microscopico do A. niger

Fonte: Krijgsheld et al., 2013

Na literatura sado reportados varios estudos de produgdo de enzimas
com aplicagdo biotecnoldgica produzidas pela espécie A. niger. Putri et al.
(2020) estudaram a otimizagdo da producédo de lipase de A. niger por CES
utilizando subprodutos agroindustriais. Os autores testaram diferentes
matérias-primas (torta de farelo de arroz e sementes de pinhao), diferentes
indutores (azeite, 6leo de gergelim e 6leo de pinhao) nas concentragoes de 1 e
2% (m/m) de substrato. A maior produgéo de lipase encontrada pelos autores
foi com o farelo de arroz suplementado com 1% m/m de azeite como indutor,
produzindo 182 U/mL de atividade. Prabaningtyas et al. (2018) avaliaram a
producao da lipase de A. niger por CES utilizando subprodutos agroindustriais
(torta da semente da palma, farelo de soja e carogo do coco) suplementados
com azeite como indutor em varias concentragdes (2, 4 e 8% m/m) e obtiveram
maior atividade de 163,33 U/g usando o farelo de soja suplementado com 4%

m/m de azeite.
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1.2.3.2 Matéria-prima para CES

A atividade de todos os setores produtivos apresenta geragdo de
subprodutos, que tem como grande desafio equilibrar a producédo de bens e
servigos, crescimento econdmico e sustentabilidade ambiental (Tacin et al.,
2019).

Os subprodutos provenientes da industria agricola e alimentar, em
particular, sdo gerados em grandes quantidades. A destinagdo final deles
muitas vezes € a utilizagcdo como ragao animal, para adubo ou esse material é
enviado para aterros sanitarios. Muitos desses subprodutos sao ricos em
compostos com valor nutricional (fontes de carbono, nitrogénio e minerais) que
tém grande potencial de uso em processos biotecnolégicos, além do baixo
custo (Tacin et al., 2019). A utilizagdo destes vem ganhando destaque no
desenvolvimento de métodos novos e sustentaveis para produgao de produtos
de valor agregado, incluindo as enzimas de interesse industrial (Sodhi et al.,
2022).

O Brasil se destaca por ser um grande produtor da agroindustria, logo ha
uma grande geracado de subprodutos que podem ser usados como matéria-
prima barata para varios processos biotecnoldgicos (Sadh et al. 2018).

O CES se apresenta como uma tecnologia que propde caminhos
alternativos para a valorizagdo de subprodutos, além de contribuir para o
desenvolvimento sustentavel ao considerar a preocupacado ambiental presente
na sociedade atual (Sodhi et al., 2022). Os subprodutos geralmente séo graos
de cereais (arroz, trigo, cevada e milho), matérias fibrosas (bagagos, farelos,
cascas e subprodutos do processamento de frutas), tortas de 6leos e varios
subprodutos da industria de 6leo vegetal (Sadh et al., 2018).

Os subprodutos da industria agricola e alimenticia podem auxiliar na
sintese da lipase, sendo utilizados como indutores, onde tem a funcao de
estimular a produgdo da enzima (Roveda et al. 2010). Varios subprodutos

agroindustriais tém sido relatados para produgéo de lipase (Tabela 3).
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Tabela 3- Cultivo em estado solido para produgdo de lipases usando fungos

filamentosos e subprodutos agroindustriais.

Atividade
Microrganismo Matéria-prima lipasica maxima| Referéncias
(U/g)
Casca de arroz, torta
Aspergillus niger de semente de 28 2 Nema et al.,
MTCC 872 algodao, cascas de ’ 2019
ervilha
. . , Prabaningtyas
Asperqgillus niger Farelo de soja 163,3 et al.. 2018
. 0 Bagaco de azeitona e Oliveira et al.
Aspergillus ibericus farelo de trigo 223,0 20172
) . Farelo de trigo e Pitol et al.,
Rhizopus microsporus bagaco de cana 265,0 2017
Aspergillus niger Farelo de arroz 19,8 Cosztg 1e7t al.,
Farelo de soja e casca Oliveira
Aspergillus niger O-4 d J: 25,0 Reinehr et al.,
e soja 2016
Aspergillus niger AS- " Salihu et al.
02 Torta de karité 49,4 2016

Fonte: O autor, 2024

Borra de café

O café é uma das bebidas mais consumidas mundialmente, depois da

agua, € a segunda bebida mais popular (Atabani et al., 2019). Ele foi

descoberto ha cerca de 1000 anos e pertence a familia Rubiaceae. O género

Coffea possui 103 espécies, que sao divididas nos subgéneros Coffea e

Baracoffea. As espécies do subgénero Coffea (café arabica e café robusta) sao

as mais usadas na producao do café, sendo o café arabica responsavel por

cerca de 70 a 80% da produgdo mundial de café (Atabani et al., 2019).
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Na produgdo e processamento do café sdo geradas grandes
quantidades de subprodutos sdlidos, tais como as cascas, a polpa do fruto, os
graos defeituosos e a borra de café (Rajesh et al., 2020). Esses subprodutos
provenientes do processamento do café sédo ricos em fontes de carbono,
proteinas, taninos, pectinas e compostos bioativos. Por serem subprodutos da
agroindustria, se tornam uma fonte renovavel de baixo custo que deve ser
explorada de maneira adequada (Atabani et al., 2019).

Dentre os subprodutos do processamento do café, a borra de café € um
residuo solido proveniente da extracao dos compostos soluveis do café torrado
apo6s a preparacao da bebida ou da producao do café soluvel. A borra de café
possui compostos organicos, tais como proteinas, lipidios, carboidratos, fibras,
cafeina, nitrogénio ndo proteico, aminoacidos, entre outros (Atabani et al.,
2019).

As aplicagdes relatadas na literatura do uso da borra de café em
processos biotecnoldégicos s&o principalmente para produgdo de
biocombustiveis, incluindo hidrogénio, biobutanol, biodiesel, bio-gas e
bioetanol. Isso se deve principalmente ao teor de 6leo, que varia de10 a 20 %.
Além disso, a borra de café também pode ser utilizada na produgédo de outros
produtos com valor agregado, tais como compostos bioativos para alimentos,
para a industria cosmética e quimica, compostagem, biopolimeros, entre outros
(Rajesh et al., 2020).

Murthy; Naidu; Srinivas (2009) avaliaram a produgdao de a-amilase
utilizando o cultivo em estado sélido e como fonte de carbono e empregaram a
mistura dos subprodutos da industria do café (polpa de café, casca e borra de
café) utilizando Neurospora crassa CFR 308. A atividade de a-amilase, apos
otimizacao dos parametros, foi de 4.981 e 4.324 U/g usando pasta de café e a
mistura dos subprodutos, respectivamente. Porém, a maxima atividade (7.084
U/g) foi obtida apds pré-tratamento do substrato por vaporizagao, tratado com
metanol (1,5 %), peroxido de hidrogénio (1%), hidrélise enzimatica e hidroxido
de sédio (1%). Os autores demostraram que os subprodutos do café utilizados
foram usados como substratos adequados para produgcdo de a-amilase por
CES, obtendo resultados promissores para utilizagdo em aplicagdes industriais.
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Farelo de Trigo

O farelo de trigo € um coproduto proveniente da producao de farinha de
trigo, com ampla aplicagdo no CES. Durante a produgdo dos gréaos de trigo,
apenas as cascas sao removidas, 0s graos sado processados posteriormente, e
a farinha de trigo € gerada através da moagem industrial desses graos
(Matano; Meiswinkel; Wendisch, 2014). Durante esse processo, uma
porcentagem de grdos néo é aproveitado, originado o farelo de trigo, este em
geral é destinado para alimentagdo animal e humana, mas considerando a sua
composicao e disponibilidade, se torna atraente para uso como matéria-prima

em processos biotecnoldgicos (Belobrajdic et al., 2011).

Esta matéria-prima se destaca no uso dos processos de CES
principalmente por ser considerado uma boa fonte de carbono e nitrogénio,
além disso seus teores de sais minerais sao importantes para o crescimento de

culturas fungicas (Mandels et al., 1981).

1.2.3.3 Biorreatores de CES

No processo de cultivo em estado sélido a escolha do biorreator é de
grande importancia para obtencdo de bons resultados. O biorreator tem duas
fungbes basicas: a primeira consiste em sustentar o leito de substrato,
fornecendo para este uma barreira a fim de impedir a liberacdo do
microrganismo para o ambiente, assim como a contaminagdo do meio
inoculado por outros microrganismos dispersos no ambiente; a segunda diz
respeito ao controle adequado das condi¢gdes oOtimas para o crescimento
microbiano e a formagao de produtos (Mitchell et al. 2005).

Os biorreatores utilizados para cultivo em estado sélido (CES) diferem
em muitos aspectos dos biorreatores utilizados no cultivo submerso (FS),

principalmente devido a natureza dos substratos e microrganismos, neste caso,
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geralmente apresentam mistura heterogénea do meio de cultivo para CES,
dificultando desta forma a transferéncia de calor e massa. Neste sentido, foram
estudados e projetados diferentes tipos de biorreatores para CES para
obtencdo de equipamentos cada vez mais eficientes (Ge; Vasco-Correa; Li,
2017).

Segundo Mitchell et al. (2006), os biorreatores sao classificados em
quatro grupos: com base no tipo de aeracdo (forcada ou nao forgada) e
sistema de agitagéo (infrequente ou ausente, ou continua) empregado, sendo
eles: Grupo 1: Aeragao nao-forgcada, sem mistura Grupo 2: Aeracado Forcada,
sem mistura, Grupo 3: Aeragao nao forgada, mistura continua ou intermitente e

Grupo 4: Aeragao Forgada, mistura continua ou intermitente .

v Grupo 1 - Biorreatores de bandeja: sdo biorreatores (bandejas que
podem ser de plastico, madeira ou metal) que possuem leito estatico ou
que sao movimentados com pouca frequéncia, em que o ar € circulado
ao redor dele naturalmente, sem uso de forgca externa. Segundo Doriya;
Kumar, (2018), esse tipo de reator tem como vantagem a facil utilizacéo
e por ser estatico evita gastos de energia. Soccol et al., (2017)
apresentam uma configuracdo em que os substratos sédo dispostos nas
bandejas, que podem ser feitas de madeira ou ago inoxidavel, estas sdo
projetadas de forma a ter perfuragbes para auxiliar na convecgao do ar.
Esse modelo de biorreator também ¢é de facil escala, porém possui
dificuldades de controle operacionais e de contaminacoes.

v Grupo 2 - Biorreatores de leito fixo ou colunas aeradas: nessa
configuracdo de biorreator s&o utilizadas colunas preenchidas com os
substratos ou o suporte solido onde aeracdo é forcada e o leito de
substrato ndo sofre mistura. Essas colunas possuem um sistema
fechado onde a aeragéo € forgada. A vantagem desse tipo de biorreator
€ a possibilidade de controle da taxa da aeracdo. O uso da conveccéao
forcada nesse tipo de configuracdo permite também a diminuigcdo de
gradientes de temperatura (Soccol et al., 2017).

v Grupo 3 - Biorreatores de tambor rotativo e tambores agitados: esse tipo
de configuracado consiste em cilindros horizontais, onde a mistura do

meio solido se da pelo movimento rotatério e que pode ser auxiliado pelo
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uso de chicanas nas paredes internas do equipamento. Sua agitagéo
pode ser por movimentos constantes ou de maneira intermitente (Soccol
et al., 2017).

v Grupo 4: Biorreator de mistura continua com circulagéo de ar forgado:
Os biorreatores deste grupo podem ser agrupados de acordo com a
forma que o leito é agitado. Eles podem ser semelhantes aos tambores
agitados, que utilizam misturadores mecéanicos, semelhantes aos
tambores rotativos, que realizam a rotacdo do corpo do biorreator, e
podem ser homogeneizados através do movimento do ar. Neste ultimo
caso, sao denominados biorreatores de leito fluidizado (Lima, 2009). Os
biorreatores de leito fluidizado possuem aeragdo e agitacdo forgada
através da passagem de ar. Esse tipo de configuragéo € constituido por
um recipiente vertical, no qual as particulas do meio (substrato e
microrganismo) sao fluidizadas pela passagem do ar (Ge; Vasco-Correa;
Li, 2017). Nesse tipo de biorreator a agitagdo também pode ocorrer de
duas formas, podendo ser continua ou de forma intermitente (Mitchell et
al. 2005).

Biorreator de leito fixo

Dentre os biorreatores descritos acima, o de leito fixo € o mais utilizado
no estudo de CES. Sua principal caracteristica, como ja mencionado acima, € a
aeracao forcada através do leito estatico, o que facilita o reabastecimento de
oxigénio e umidade, além de remover calor e CO2 (Arora et al., 2018).

Em escala de laboratério, esse biorreator consiste em uma coluna, no
qual possui um projeto simples e de baixo custo, além de apresentar baixas
exigéncias de manutencao (Durand, 2003). O design desse tipo de biorreator é
caracterizado por ser tipicamente cilindrico, as particulas constituidas de
substratos e microrganismo estdo dispostas no leito apoiado em uma base
perfurada, através da qual é aplicada a aeragdo forgada. Nesse tipo de

configuracdo o meio nao é misturado (Ge; Vasco-Correa; Li, 2017). Além das
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vantagens ja mencionadas, o uso desse tipo de biorreator permite também a
possibilidade de aumento de escala, ja que o uso da aeracao forgada permite
um controle mais efetivo dos parametros do processo, através da manipulagao
da taxa da aeragdo e da temperatura do ar (Arora et al., 2018). Segundo
Robinson; Nigam (2003), esses biorreatores geralmente tém sido utilizados nos
processos de produgdo de enzimas, acidos organicos e metabdlitos
secundarios. Ele é preferencialmente usado em processo utilizando CES, onde
a mistura do leito € indesejavel durante o processo de cultivo, evitando dessa
forma possiveis efeitos prejudiciais ao crescimento microbiano (Mitchell;
Krieger; Berovic, 2006). Isso torna o uso deste biorreator mais indicado para
processos que utilizam fungos filamentosos, uma vez que a agitacao pode

danificar a estrutura das hifas.

O principal problema associado a ampliagado de escala dos biorreatores
de leito empacotado € a remogéao do calor gerado pelas atividades metabdlicas
dos micro-organismos. As altas temperaturas nos processos fermentativos
podem comprometer o metabolismo microbiano e desnaturar enzimas, de
modo que o controle desta variavel € chave para ter um processo estavel e de

produtividade elevada (Rani et al., 2009).

Os fatores que podem interferir na atividade lipasica quando se utiliza o
biorreator de leito fixo estdo relacionados aos efeitos da vazédo volumétrica. O
efeito da aeracao forgada foi estudado na producéo de lipase de Aspergillus
ibericus por fermentacdo por estado sdlido utilizando como matéria-prima o
bagaco de azeitona e farelo de trigo (Oliveira; Salgado et al., 2017). A maior
producéo de lipase foi obtida com a vazao volumétrica de 0,05 e 0,1 L min-',
utilizando 25 g de substrato. Os autores realizaram um ensaio onde foi
empacotada a mesma quantidade de substrato sem aeragdo, e observaram
que o crescimento do fungo foi limitado pela auséncia de oxigénio,
demonstrando dessa forma a importancia do oxigénio no meio de fermentacao.
Por outro lado, eles também observaram que o aumento na taxa de oxigénio
pode levar a uma diminuicdo na atividade lipasica, que pode ocorrer devido a
mudanc¢as no metabolismo do fungo.

Melikoglu; Lin; Webb (2015) avaliaram o efeito da aeracao forgada sobre

a producgao de glicoamilase e protease durante a fermentacao de restos de pao
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por Aspergillus awamori. A vazao volumétrica considerada ideal para producao
foi 1,5 vvm), onde as atividades de glicoamilase e protease foram 130,8 U/g de
e 80,3 U/g, respectivamente. Salgado et al. (2015) obtiveram resultados
semelhantes estudando a produgéo de celulases de Aspergillus uvarum MUM
08.01 utilizando residuo de azeite e vinho. Na CES com vazao volumétrica de
0,2 L/min foi obtida atividade de 38,51 U/g.

1.3 Purificacao de lipase

O uso da lipase como biocatalisador sera direcionado para sua aplicagao
industrial dependendo do seu nivel de pureza, ou seja, as preparagdes
enzimaticas contendo lipases, dependo da sua aplicacao industrial, apos a sua
produgao por cultivo em estado solido, podem ser submetidas a um processo
de purificagao antes de serem utilizadas (Show et al., 2015).

Diversas estratégias podem ser utilizadas para purificacdo de lipases,
podendo envolver um ou mais métodos, tais como, concentragao,
cromatografica e sistemas aquosos bifasicos (Melani; Tambourgi; Silveira,
2020). A escolha do método utilizado vai depender da aplicacdo que sera
utilizada e das caracteristicas da lipase, tais como fonte de microrganismo
proveniente e tamanho de proteina (Bharathi; Rajalakshmi, 2019; Saxena;
Davidson, et al., 2003; Show et al., 2015).

As lipases microbianas em sua maior parte sao extracelulares, sendo
desta forma de facil extracdo. As técnicas convencionais de extragdo e
purificacdo incluem ultrafiltracdo, precipitagdo com sulfato de aménio e
extragdo com solventes organicos, como etanol frio e acetona (Melani;
Tambourgi; Silveira, 2020). A técnica mais utilizada é a concentragdo por
precipitacdo com sulfato de aménio ou por extracdo com solventes, sendo que
cerca de 60% dos processos utilizam a precipitacdo com sulfato de aménio e
35% com etanol, acetona ou acido (geralmente cloridrico). A precipitacdo do
extrato enzimatico bruto € uma das técnicas mais simples, econdbmica e é

geralmente utilizada como uma separagcdo de proteinas. Dependendo da
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aplicagao, esta técnica pode ser usada como uma etapa de pré-purificagao,
sendo necessaria a combinagdo dessa com outras técnicas (Saxena et al.
2003). O processo de precipitacdo € uma técnica que se baseia na solubilidade
da biomolécula-alvo e pode ser induzida pela adigdo de sais neutros, solventes
organicos, polimeros ndo idnicos, ligantes de afinidade e acidos ou bases
(ajuste de pH). Esse processo tem como vantagem ser uma técnica
relativamente de baixo custo, de facil manuseio sendo realizada em
equipamentos simples e o precipitado normalmente é estavel. A precipitacao
com sulfato de amdnio € usualmente empregada para concentracdo de
proteinas e se baseia no efeito salting out, que esta relacionado a diminui¢cao
da solubilidade das proteinas em altas concentragdes salinas, ocorrendo,
assim, a sua precipitagdo (Pringels et al., 2018). O salting out € geralmente
usado para concentrar proteinas que estao diluidas em solugao e, apds essa
etapa, € necessario realizar um processo de dialise para remog¢ao do sal (Berg;
Tymoczko; Stryer, 2004).

A cromatografia € uma técnica de purificagao tradicionalmente utilizada.
Dentre os métodos de cromatografia, destacam-se: cromatografia de troca
idbnica, cromatografia de filtracdo em gel e a cromatografia de afinidade. Nem
sempre se consegue a pureza desejada com uma unica etapa cromatografica,
podendo se fazer necessario a combinagao delas (Tan et al., 2015).

A cromatografia de troca ibnica baseia-se na fixagdo de substancias
carregadas a um suporte com carga oposta. Isso ocorre pelo fato das
interacbes eletrostaticas entre os grupos ser reversivel e dependente da
afinidade de cada uma das substancias pelo trocador. Esses trocadores
podem ser catibnicos (que possuem grupamento acido, como o carboximetil)
ou anidnicos (que possuem grupamento basico, como o dietilaminoetil (DEAE))
(Melani; Tambourgi; Silveira, 2020). A cromatografia de filtragdo em gel se
baseia na separagcdo das moléculas de acordo com seu peso molecular,
utilizando matrizes (ou géis) com porosidade definida. Por fim, o método
cromatografico por afinidade baseia-se na afinidade que o suporte apresenta
pela substancia a ser isolada, ela pode ser por interagcao hidrofébica ou por
adsorgao (Saxena; Sheoran et al., 2003). Para o aperfeigoamento dos métodos
cromatograficos € utilizado o sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE), que é um equipamento que faz uso de bombas de alta pressdo que
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aceleram o movimento das moléculas de proteinas ao percolar a coluna, além
de poder limitar a dispersdo por difusdo das bandas proteicas melhorando
dessa forma a resolugéo (Nelson; Cox, 2014).

Sethi et al. (2016) realizaram a purificagdo da lipase produzida por
Aspergillus terreus NCFT 4269.10. Os autores utilizaram duas técnicas de
purificagdo: a precipitagdo com sulfato de amdnio (80 %) e a cromatografia de
exclusao molecular utilizando o Sephadex G-100, que resultaram em um fator
de purificacao de 10,6 e rendimento de 18,84 % apds as duas técnicas.

A purificacdo da lipase de Aspergillus niger NCIM 1207 foi realizada
através da precipitacdo com sulfato de amdnio seguida por cromatografia em
gel de Fenil Sepharose e Sephacryl-100, que resultou em uma purificacdo de
149 vezes com uma recuperacgéao final de 54% (Mhetras; Bastawde; Gokhale,
2009).

T. Nakajima-Kambe et al. (2012) estudaram a purificacao da lipase de
Aspergillus niger MTCC 2594. A purificagcdo foi realizada pelo método de
cromatografia por interagdo hidrofobica, os autores utilizaram octil sepharose e
obtiveram uma purificacao de 53,8 vezes.

A lipase de Trichosporon sp. F1-2 foi purificada usando precipitagdo com
sulfato de amoénio (50% de saturagcdo) seguido de cromatografia DEAE-

Sepharose (Cao; Liao; Feng, 2020).

1.4 Imobilizagao de Enzimas

O crescente aumento com a preocupagdao ambiental nas ultimas
décadas levou a criagao do conceito de quimica verde e sustentabilidade, que
vem ganhando destaque nos processos industriais. A busca por produtos
biodegradaveis e nao toxicos a biosfera estd sendo uma alternativa mais
atrativa para os processos industriais, logo a tecnologia enzimatica se torna
interessante para ser empregada em diversas aplicagbes industriais. A

utilizagado das enzimas nos processos industriais vem crescendo cada vez mais
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e esse crescimento ocorre principalmente pelas vantagens que esses
biocatalisadores apresentam frente aos catalisadores quimicos convencionais,
tais como elevada atividade catalitica, aumento na velocidade da reacéo,
especificidade, ndo somente pela reagdo mas por determinado substrato, alta
eficiéncia em condigbes reacionais brandas (temperatura e pH) e diminuicdo da
geracdo de subprodutos (Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi, 2004; Hasan,
Shah; Hameed, 2006; Resende, Rodrigo et al., 2017).

O uso de enzimas na sua forma soluvel se torna uma desvantagem para
aplicacdo industrial, pois é limitada pela falta de estabilidade da estrutura
tridimensional da enzima, pela perda da atividade enzimatica devido as
condi¢cbes operacionais do processo e pela dificuldade de recuperar e reciclar o
biocatalisador. Mesmo quando a enzima é usada na forma de po, através da
liofilizacdo ou outros métodos, a enzima pode ficar aderida as paredes do
reator (Lopez-Gallego et al., 2005; Resende; Rodrigo et al., 2017).

A imobilizagdo de enzimas € uma estratégia interessante para o
biocatalisador industrialmente, desde que seja passivel de reuso e se obtenha
um processo economicamente viavel. As principais vantagens obtidas pelo
processo de imobilizagdo s&o: possibilidade de aumento da estabilidade
térmica do biocatalisador, a manutencao da atividade catalitica por mais tempo,
a aplicacdo em processos continuos, a facilidade de recuperacao e reutilizagcao
do biocatalisador no final do processo, e permitir a separagcao do produto e a
obtencao de efluentes livres do catalisador. Como desvantagens pode-se ter
uma alteracdo na conformacao nativa da enzima, a perda de atividade durante
o processo de imobilizagdo e o custo do suporte e do derivado imobilizado (
Mendes et al., 2011; Rodrigo; Resende et al., 2017; Rodrigues et al., 2013;
Sneha et al., 2019).

A utilizagdo de enzimas imobilizadas vem crescendo no setor industrial,
principalmente na industria farmacéutica, de alimentos, detergentes, couro e
panificacdo. Para que o emprego desse biocatalisador imobilizado seja
economicamente viavel, deve-se escolher bem o tipo de suporte e o método de
imobilizagado, que ira influenciar diretamente na atividade e no reuso. Portanto,
sao importantes o estudo e a escolha do procedimento mais simples e mais
barato e que resulte em um biocatalisador com boa retengao de atividade e

uma alta estabilidade operacional (Mendes et al., 2011b).
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1.4.1 Métodos de imobilizacdo de enzimas

Existe uma grande diversidade de métodos desenvolvidos para
imobilizar as enzimas em suportes, onde estes dependem das propriedades de
suas superficies, ou seja, ndo existe um método geral que pode ser aplicado
para qualquer processo, porém € essencial a selecdo do meétodo mais
adequado para o processo de imobilizagdo. Na literatura muitos métodos sao
descritos e utilizados para contornar os possiveis problemas de instabilidades
das enzimas e também otimizar as varias aplica¢des. Portanto, é de grande
importancia o estudo dos componentes presentes na superficie tanto da
enzima como do suporte. Em relagdo a superficie da enzima, alguns grupos
polares, apolares e acucares podem influenciar suas propriedades, e o suporte
deve ser selecionado e preparado de forma a combinar com as propriedades
presentes na superficie da enzima. O suporte também deve ser quimicamente
e mecanicamente estavel e ter uma grande area superficial (Hanefeld;
Gardossi; Magner, 2009; Sneha, Beulah; Murthy, 2019).

Todos os meétodos desenvolvidos e descritos na literatura apresentam
vantagens e limitagbes, portanto a maioria dos protocolos de imobilizagao
ocorrem de forma randémica, ou seja, na tentativa e erro, com a finalidade de
encontrar o melhor protocolo em que se obtenha uma maior retencdo da
atividade enzimatica, maior estabilidade e durabilidade no processo (Resende;
Rodrigo et al., 2017). Entre os métodos mais abordados estao: adsorgao fisica,
interagcdo ibnica, ligagcado covalente, ligagdo cruzada e aprisionamento em gel
ou capsula polimérica (Hanefeld, Gardossi; Magner, 2009). Dentre esses
meétodos, a adsorgdo tem sido considerada a metodologia mais simples e
econdmica para imobilizagdo de enzimas. A imobilizagao por adsorgao também
permite uma faixa mais ampla de aplicabilidade, pois ha pouca alteracdo na
estrutura nativa da enzima (Resende et al., 2017). Na Figura 7 esta
demonstrado um esquema com o0s principais métodos de imobilizacao

descritos na literatura.
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Figura 7- Esquema dos métodos de imobilizagdo enzimatica.
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1.4.1.1 Imobilizagao por adsorgao

Este método é considerado simples e barato, uma vez que nao é
necessaria a ativagdo do suporte e possibilita a regeneragdo da matriz
utilizada. Ele se baseia na imobilizagdo da enzima em um suporte sdlido por
meio de diferentes tipos de interagbes, que sado ligagbes tipo interagdes
hidrofébicas, forcas de Van der Waals, ligacbes de hidrogénio e ligagdes
iGnicas. Para reag¢des que sao conduzidas em meio organico nao € necessario
que haja forte interagdo entre a enzima e o suporte e o uso do método de
adsorcao pode ser interessante (Resende, 2017).

A adsorcéo fisica possui como vantagem a facilidade de operacéo do
método, o suporte ndo precisa de pré-tratamento ou modificagbes quimicas em
sua estrutura, também existe a possibilidade de usar preparacdes enzimaticas
brutas, a adsorgcdo ao suporte € reversivel possibilitando dessa forma a
reutilizagdo do suporte apés a inativagdo da enzima. Como desvantagem tem-
se que a enzima tende a se dessorver do suporte mais facilmente quando
utilizada em meio aquoso, ocorrendo assim a lixiviagdo (Fernandez-Lorente et
al., 2008; Hanefeld, Gardossi; Magner, 2009; Resende;Ribeiro et al., 2017).

A imobilizagdo por adsorgdo em suportes hidrofdbicos resulta em
melhorias na atividade enzimatica principalmente para as lipases, que tém

caracteristicas hidrolitica e hidrofébica na sua superficie. Algumas dessas



53

enzimas apresentam o fenbmeno de ativagao interfacial, onde a lipase possui
uma cadeia polipeptidica hidrofébica chamada de tampa (lid) que bloqueia o
contato entre o sitio ativo e o meio reacional, onde nesta conformacgao é
chamada de fechada ou inativa, porém quando a lipase entra em contato com
uma superficie hidrofébica (como gotas de oOleo que sdo seus substratos
naturais) passa para a conformagcdo chamada de aberta ou ativa, expondo
seus sitios ativos para o meio reacional. Por possuir esta caracteristica, as
lipases, quando imobilizadas por adsor¢gdo com suporte hidrofébico, simulam o
processo de ativagdo interfacial, deslocando sua conformagé&o para a forma
aberta, visto que a regidao dos seus sitios ativos interage com o suporte
hidrofébico, uma vez que estes suportes sdo similares aos seus substratos
naturais, como demonstrado na Figura 8. Portando, a lipase é imobilizada na
sua conformacao aberta e sob essas condicbes € mais ativa, neste sentido
muitos autores dizem que a enzima foi hiperativada (Hanefeld, Gardossi;
Magner, 2009; Resende; Ribeiro et al., 2017; Rodrigues et al., 2013).

Figura 8- Ativacao interfacial das lipases em suportes hidrofébicos

Suporte hidrofébico

4 - 4 (—"" 4

Conformagéo fechada Conformacéo aberta Adsorgdo da lipase

Fonte: Adaptado de Mateo et al., 2007

A eficiéncia no processo de imobilizagdo por adsor¢cao também esta
relacionada com a escolha do suporte. Assim, sao descritos na literatura
diversos suportes e sua escolha vai depender das suas propriedades, tais
como: hidrofébico ou hidrofilico, organico ou inorganico, presenga de cargas na
sua superficie, estabilidade quimica e mecanica, tamanho da area superficial,
porosidade, tamanho da particula e seu custo (Fernandez-Fernandez,
Sanroman; Moldes, 2013; Fernandez-Lorente et al., 2008; Hanefeld; Gardossi;
Magner, 2009).
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Feng et al. (2020) realizaram a imobilizagdo da lipase de Aspergillus
niger em seis resinas acrilicas macroporosas diferentes (sintetizadas pelos
autores com diferentes tamanhos de poros) a fim de avaliar o efeito das
propriedades de cada resina na estabilidade do biocatalisador e seu potencial
de aplicacdo. A resina com menor porosidade, maior densidade aparente e
hidrofobicidade média foi a que apresentou melhor desempenho, com 98,40%
de eficiéncia de imobilizacédo e foi possivel sua reutilizagdo continuamente por
15 ciclos na reagao de desacidificagdo do 6leo de residuo de molho de soja
com alto teor acido.

A adsor¢cdo em suportes hidrofébicos tem sido estudada na literatura
para obtencao de lipases com maior especificidade, atividade e estabilidade.
(Almeida et al, 2018) realizaram a imobilizagdo da lipase de Candida
viswanathii em suporte hidrofébico de octil-agarose. Inicialmente os autores
realizaram a purificacdo da enzima por cromatografia de interagdo hidrofébica
em octil-sepharose, obtendo um rendimento de 78,4% e a enzima foi 8,7 vezes
purificada. O processo de imobilizacdo desta enzima apresentou rendimento de
72,5 % e um derivado com 101% de atividade (109,2 U/g), indicando que a
enzima foi hiperativada com 101% de eficiéncia de imobilizagéo.

Quilles Junior et al. (2016) estudaram a imobilizagdo da lipase obtida do
fungo filamentoso Acremonium-like ROG2.1.9 por adsorcao hidrofébica em
meio iénico, o suporte foi o octil- e fenil-sepharose, obtendo uma atividade
recuperada de 25 e 140% para o octil-sepharose e fenil-sepharose,
respectivamente. Além disso, os autores demonstraram que além de servir
para imobilizar a lipase, as resinas estudadas também podem ser utilizadas
para purificar a lipase.

Zhou et al. (2012) avaliaram a imobilizagao da lipase de Thermomyces
lanuginosus em diferentes suportes de organosilicas mesoporosas (PMOs)
contendo grupos etano e benzeno com grandes poros (LP bezeno, LP silica,
LP etano). Os autores verificaram que as propriedades estruturais do suporte
influenciam muito na capacidade de adsorcdo e seus resultados mostraram
que a lipase imobilizada no material mais hidrofébico (LP benzeno) apresentou
um melhor desempenho catalitico. De acordo com os autores, a enzima

apresentou ativacdo interfacial no processo de imobilizacdo e,
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consequentemente, hiperativacdo da enzima, pela interagdo entre a lipase e a

superficie hidrofébica do material.

1.4.1.2 Imobilizacdo por ligagdo covalente

A imobilizac&o por ligagao covalente € um dos métodos mais estudados
e a selecdo das condigdes de imobilizacdo é mais dificil do que os demais
meétodos. Este método consiste na ligacdo da enzima a um suporte ativado
através de residuos de aminoacidos ativos localizados na superficie da enzima
(A) e as funcionalidades ativas ligadas a superficie do suporte (B), como pode
ser visualizado na Figura 9. Os residuos de aminoacidos podem ser grupos
aminos (ao-NHz2 da cadeia terminal, e-NH2 da lisina e/ou NH2 proveniente de
aminagdo quimica), grupos carboxilatos de moléculas de aspartato e
glutamato, grupo fendlico da tirosina, grupo sulfidrico da cisteina, grupo
hidroxilico da serina, treonina e tirosina, grupo imidazol da histidina e grupo
indol do triptofano. Dentre os grupos dos aminodacidos citados o mais utilizado
para imobilizagdo covalente € o grupo amino, ja que este esta presente na
maioria das proteinas. Para ativacdo dos suportes geralmente € utilizado o
glutaraldeido, que reage com a superficie do suporte e a enzima, formando um
braco espagador, e as enzimas se ligam covalentemente no suporte através da
reacao com seus grupos, geralmente amino, ligando-se aos grupos aldeidos no
suporte e formando as bases de Schiff. Este método geralmente é realizado em
trés etapas sucessivas: a ativagao inicial do suporte, seguido por modificacéo
do suporte ativado e, finalmente, ligagdo da enzima com o suporte (Bukhari et
al. 2014; Liu; Chen; Shi, 2018, Resende, 2017, Cao, 2005).
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Figura 9 — Esquema mostrando o processo de imobilizagdo covalente, onde (A)
residuo de aminoacido ativo; (B) funcionalidade de ligacdo do suporte; (C)

suporte e (D) espacgador.

Fonte: Adaptado de Cao, 2005

A ligagdo covalente ndo € um método tdo simples como a adsorgéo,
porém ela tem como vantagem evitar o fendbmeno de dessorcado, ja que a
enzima é fixada covalentemente no suporte, portanto, esse tipo de imobilizagcédo
deve ser escolhido quando se precisa trabalhar em meio aquoso e quando
existem fatores de desnaturagéo, tais como presenga de grande concentracéo
de solventes, presenca de inibicdo enzimatica, efeitos de particao, entre outros.
Por outro lado, € um método complicado e caro, podendo levar a mudangas na
conformagdo nativa da enzima apds a imobilizagdo. A enzima quando €
firmemente ligada ao suporte por ligagdo covalente tem sua flexibilidade
conformacional reduzida e as vibragdes térmicas também sao diminuidas,
conferindo ao biocatalisador uma maior estabilidade e impedindo, dessa forma,
o desdobramento da estrutura nativa das proteinas e, consequentemente, a
sua desnaturagao. Por outro lado, como as interacbes entre a enzima e o
suporte sao fortes, tem-se como desvantagem a modificagdo na estrutura
conformacional da enzima e alteragdo no sitio ativo, e, consequentemente,
perda de atividade catalitica. Portanto, a escolha do suporte é de grande
importancia. Logo, deve-se considerar para a escolha do suporte alguns fatores
como: natureza fisica (tamanho do poro/particula, porosidade, forma); natureza
quimica (composi¢cao quimica, funcionalidade ativa e outras funcionalidades
nao ativas), natureza da ligagdo, conformagédo da enzima no momento a ser
imobilizada e também apds a imobilizacdo, a orientacdo em que a enzima esta
sendo imobilizada, a natureza e o comprimento do espacgador, 0 numero de

ligagdes formadas entre a enzima e o suporte e a distribuicdo das enzimas
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dentro do suporte (Cao, 2005; Hanefeld; Gardossi; Magner, 2009; Lonappan et
al., 2018; Sneha; Beulah; Murthy, 2019).

1.4.2 Suportes para imobilizacdo

No processo de imobilizagdo ndo ha um método ou um suporte que seja
aplicavel para todas as enzimas, logo a sua selecdo dependera da reagao na
qual o derivado imobilizado sera aplicado e dos custos que estdo envolvidos
nesse processo (Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi, 2004). A escolha correta do
suporte é de grande importancia, pois o desempenho da enzima depende
muito da sua interagdo com o suporte. Existe uma diversidade de materiais que
podem ser utilizados, mas a sua escolha vai depender muito das
caracteristicas da enzima a ser imobilizada e das interacbes que serao
realizadas entre a enzima e o suporte (Resende; Rodrigo R et al., 2017).

As caracteristicas do suporte sdo importantes na determinacdo do
desempenho do sistema enzimatico imobilizado. Portanto deve-se levar em
consideragao na escolha do suporte a area superficial, a permeabilidade, a
estabilidade quimica e mecanica, a insolubilidade, a capacidade de
regeneracao, a morfologia e composigéo, a natureza hidrofébica ou hidrofilica,
a resisténcia ao ataque microbiano, as cargas dos grupos reativos presentes
na superficie, a porosidade, o tamanho da particula, a natureza organica ou
inorganica e a disponibilidade a baixo custo. Eles podem ser classificados de
acordo com a sua origem: organico e inorganico, e de acordo com a sua
morfologia como materiais porosos, ndo porosos e de estrutura de gel
(Hanefeld; Gardossi; Magner, 2009; Mateo et al., 2007; Mendes; Adriano et al.,
2011; Resende et al., 2017).

A vantagem do uso de materiais porosos é devido a grande area
superficial que esse material oferece para imobilizacido de enzimas, de forma
que a enzima fica protegida dentro dos poros das condi¢cdes adversas do meio
externo. Ja a desvantagens do uso desse tipo de material estdo relacionadas
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aos efeitos difusionais, ja que o substrato deve se difundir do meio para a
superficie externa, depois para o interior dos poros do suporte e por fim chegar
até as enzimas localizadas no interior dos poros (Dalla-Vecchia; Nascimento;
Soldi, 2004; Resende et al., 2017).

Varios trabalhos sdo encontrados na literatura que tratam de diferentes
técnicas de imobilizagcdo em diferentes tipos de suportes. Um exemplo é a
lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em esferas de fibroina-alginato
(FA-LPf) pelo método de encapsulamento no trabalho realizado por (Ferreira et
al., 2017). Os autores usaram a lipase imobilizada para catalisar a
transesterificagdo do 6leo de soja para producao de biodiesel (ésteres etilicos
de acidos graxos) e obtiveram rendimento de 63% apo6s 96 horas a 32 °C e 40
rom na condigdo de 30% (v/v) de hexano, utilizando 20% (m/m) da lipase
imobilizada. (Binhayeeding et al., 2020) realizaram a imobilizagédo da lipase
pela combinagao de dois processos de imobilizagdo, onde primeiro, a lipase de
Candida rugosa foi adsorvida em particulas de polihidroxibutirato (PHB),
seguida de reticulagdo com glutaraldeido. Eles obtiveram para esse processo
de imobilizacdo um rendimento 92%, onde a enzima imobilizada proporcionou
uma melhoria na estabilidade térmica, na estabilidade ao armazenamento e na
reutilizagdo. A enzima imobilizada foi aplicada na produgcdo de monoacilglicerol
(MAG) obtendo um rendimento de 48% de MAG produzido.

Mosayebi et al. (2020) estudaram a produ¢do de um novo suporte para
imobilizagdo da lipase de Candida rugosa tipo VII (CRL7), onde foi utilizado
como suporte um nanocompodsito de oxido de grafeno magnético
funcionalizado covalentemente com octil (GO-Fes3Os4) e obtiveram bons
resultados em comparacdo com a enzima livre. A lipase imobilizada
demonstrou 94,7% de atividade em relagdo a enzima livre (34,5 U/mg) e foi
obtido um rendimento de transesterificacdo de 89% com 63% da atividade
retida apos 10 ciclos com a enzima imobilizada. Os autores mostraram que o
novo suporte (nanocomposito de oxido de grafeno magnético funionalizado
com octil) teve um desempenho melhor do que o 6xido de grafeno (GO),
aumentando a quantidade de enzima imobilizada no suporte, resultando em

uma maior atividade especifica e maior estabilidade térmica.
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1.4.3 Nanoparticulas magnéticas como suporte para imobilizacdo

O uso das nanoparticulas magnéticas (NPMs) surgiu como uma
ferramenta versatil para obtengao de suportes para imobilizagdo de enzimas
com objetivo de melhorar a estabilidade, a atividade e a quantidade final de
enzima imobilizada.

As nanoparticulas magnéticas sdo compostos que podem ser
manipulados usando um campo magnético e possuem tamanho muito pequeno
na faixa de 10-1000 nm (Arsalan; Younus, 2018).

Para imobilizagdo de enzimas, as nanoparticulas magnéticas atuam
como um suporte eficiente, pois possuem caracteristicas bastante atrativas a
esses processos, visto que um dos desafios dos processos de imobilizagéo ¢é a
separacao dos biocatalisadores da mistura de reacdo enzimatica ao final do
processo. Neste sentido, uma das principais caracteristicas das nanoparticulas
magnéticas € a facilidade de extragdo do meio reacional, utilizando apenas um
campo magnético. Destacam-se também por possuir grande area superficial e
a presengca de grupos hidroxilas em sua superficie, o que facilita a
funcionalizacéo e a ligagcao da molécula enzimatica, resisténcia a transferéncia
de massa, estabilidade térmica e baixa toxicidade (Arsalan; Younus, 2018; Bilal
et al., 2018; Thangaraj; Solomon, 2019; Vaghari et al., 2016).

As NPMs se destacam por possuirem propriedades magnéticas, onde o
termo magnetismo esta associado ao fendmeno de atragdo e repulsdo. As
propriedades dos materiais com caracteristicas magnéticas baseiam-se na sua
suscetibilidade magnética (razdo da magnetizagdo induzida ao campo
magnético aplicado). Os materiais magnéticos sao classificados de acordo com
seu comportamento magnético e sdo conhecidos como diamagnético,
paramagnético, ferromagnético, antiferromagnético e ferrimagnético. O prefixo
refere-se a natureza da interagao da ligagao entre os dipolos dentro do material
(Cullit; Graham, 2009; Vaghari et al., 2016).

As pesquisas de NPMs como suporte para imobilizacdo de enzimas vem
crescendo na area da biotecnologia. Na Figura 10 é apresentada uma viséo
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geral de varios tipos de estruturas de nanoparticulas magnéticas em diferentes

tipos de arranjo nucleo-casca (core-shell).

Figura 10- Tipos gerais de arranjos de nanoparticulas magnéticas com

polimeros, moléculas e nanoparticulas inorganicas.
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Fonte: Adaptada de Hola et al., 2015.

Na literatura é possivel encontrar varios trabalhos apresentando as
vantagens das nanoparticulas para imobilizagao de lipase. Ashjari et al. (2020)
relataram os resultados obtidos usando nanoparticulas magnéticas (FesO4
@SiO2) de silica e funcionalizadas com grupos aldeidos, usadas para a
imobilizagdo das lipases de Rhizomucor miehei (RML) e da Thermomyces
lanuginosa (TLL). Os resultados mostraram que houve uma rapida imobilizacéo
em ambas as enzimas (1,5 a 12 horas) com altos rendimentos de imobilizagéo
(81-100%). Os autores determinaram a carga do suporte e a estabilidade
térmica, obtendo valores de 81 mg para a RML e 97 mg para a TLL e em
relacédo a estabilidade térmica das duas enzimas imobilizadas observou-se uma
retencao da atividade de 54 e 97% a 65 °C, respectivamente.

Pashangeh et al. (2017) usaram nanoparticulas magnéticas amino-
funcionalizadas (Fe4O3) para imobilizar lipases de Rhizopus oryzae. Os
resultados obtidos mostraram que foi possivel imobilizar 7 mg de proteina/g de
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nanoparticula sintetizada. O pH 6timo da enzima imobilizada foi de 8,0 a 40 °C.
Os autores verificaram que houve uma rapida separagao da lipase imobilizada
da mistura da reagdo com uso de um suporte magneticamente ativo, além de
ser termicamente estavel e possivel de reutilizacdo, mantendo 64% da

atividade ap6s 10 ciclos.

Osuna, et al. (2015) realizaram a imobilizagdo da lipase de Aspergillus
niger em nanoparticulas magnéticas revestidas com quitosana (CNMP) usando
dois métodos de ligagado covalente, empregando glutaraldeido ou glicidol. Foi
verificado que a imobilizacdo melhorou a estabilidade da enzima frente a
temperatura e ao pH. Apés incubagao de 4h nos pHs 7, 8 e 9, a enzima perdeu
10% da atividade com o derivado obtido com glutaraldeido e 20% com o
derivado obtido do glicidol. Os resultados de estabilidade térmica foram
realizados em trés temperaturas (30, 40 e 50 °C) e, comparados com a enzima
livre, mostraram maior estabilidade. A estabilidade ao armazenamento da
enzima livre e imobilizada foi estudada por 50 dias a 4 °C, e os resultados
mostraram que a enzima imobilizada com glutaraldeido e glicidol manteve 85 e
95 % da atividade, respectivamente, enquanto a enzima livre manteve 75% da
atividade. Além da maior estabilidade ao armazenamento, foi possivel reutilizar
a enzima imobilizada por 15 ciclos (reacdo de hidrolise do p-nitrofenil

propionato-p-NPP) com retengédo de 80% da atividade inicial.

Ferrita de niquel (NiFe204)

Ferritas sdo compostos do tipo espinélio com férmula AB204, onde A € o
metal divalente (ou seja, Ni?*, Mn?*, Zn?*, Fe?*, Co?*, Cu?**) e B é o metal
trivalente (ou seja, Fe?*, Mn?*). Dentre esses materiais a ferrita de niquel vem
ganhando ateng¢ao devido a suas propriedades fisico-quimicas, alta resisténcia
mecanica, durabilidade térmica e estabilidade quimica (Ashjari et al., 2020;
Dumitrescu et al., 2013).

A ferrita de niquel € um material ferrimagnético que tem estrutura de

espinélio inverso do tipo A2*B2%*04. Nessa estrutura os ions Fe3* se localizam
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nos sitios tetraédricos e os ions Ni?* nos sitios octaédricos. A distribuicdo de
cations entre os locais A e B influenciam a energia e as propriedades
magnéticas de compostos do tipo espinélio. O comportamento ferrimagnético
na ferrita de niquel ocorre devido ao momento magnético dos spins
antiparalelos entre os ions Fe®* em sitios tetraédricos e Ni?* em sitios
octaédricos (Zheng et al., 2015). Na Figura 11 podemos observar o tipo de

estrutura cubica cristalina da ferrita.

Figura 11- Estrutura cubica cristalina da ferrita
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Fonte: Adaptado de Cullit; Graham, 2009

As ferritas de niquel de espinélio inverso sdo atraentes devidos as suas
propriedades de magnetizacao de saturacéo, baixa coercividade, dureza e alta
estabilidade eletroquimica. Esse material pode ser sintetizado por diferentes
rotas, tais como método sol-gel, coprecipitagdo, reagdo por combustdo, entre
outras. Algumas das aplicacdes da ferrita de niquel sdo como fluido magnético,
sensor de gas, dispositivo micro-ondas, removedor de corante por separacao
magnética, adsorvente, em fotocatdlise, catalisador e em materiais

fotomagnéticos (Ozgelik et al., 2020).
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Pesquisas vém sendo desenvolvidas em busca da sintese e projeto de
nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel. (Atacan et al., 2019) utilizaram
nanoparticulas magnéticas de NiFe204 para imobilizagdo da enzima glicose
oxidase e observaram que a enzima imobilizada neste suporte foi mais estavel
do que a enzima livre em relacdo ao pH, temperatura e a estabilidade ao
armazenamento. Os testes de reutilizagdo mostraram que a enzima manteve
50% da sua atividade inicial apos 10 ciclos. Leal et al., (2018) também
avaliaram a obtencdo de nanoparticulas magnéticas para imobilizacdo da
glicose oxidase. Os autores obtiveram um hibrido de NiFe204@SiOz2 a partir da
modificagdo da superficie da ferrita de niquel com 3-aminopropiltrietoxissilano
com o objetivo de avaliar a formagcdo e suas propriedades estruturais,
magnéticas e morfologicas. Como resultados, os autores constataram que a
funcionalizagdo da ferrita NiFe204, com a impregnagédo do agente silano na
superficie das suas particulas, tornou possivel a obtengdo do hibrido
NiFe204@SiO2. Em relagédo a imobilizagado por ligagdo covalente da enzima,
eles observaram um bom comportamento da NiFe204, 0 mesmo nao foi
observado para o suporte NiFe204@SiO2. Porém, a modificagdo proporcionou
uma maior area superficial e melhoramento no comportamento magnético,
indicando que este suporte pode ser testado para outras aplicagdes.

A papaina foi imobilizada por ligagdo covalente por Guy (2018) em
MNPs de NiFe204 funcionalizada com acido galico. Como resultado obteve-se
uma maior atividade da papaina imobilizada do que na forma livre. A enzima
imobilizada reteve 75,5% da sua atividade inicial apés 8 semanas de

armazenamento e 51% de sua atividade inicial apds 10 ciclos de reutilizagao.

1.4.4 Carvao ativado proveniente da palha de cana-de-acuicar

O carvao ativado (CA) € um material carbonaceo poroso, caracterizado
por possuir elevada area superficial e resisténcia térmica, quimica e mecanica
(Gongalves et al., 2021). Esse material tem sua adsor¢cao determinada
principalmente pela sua porosidade interna, area superficial, distribuicdo de
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tamanho de poro e pela presenga de grupos funcionais em sua superficie.
Devido a estas caracteristicas o carvao ativado tem sido amplamente utilizado,
principalmente como adsorvente, em diversas aplicagbes, tais como,
purificacdo de agua, adsorgdo de metais pesados, adsor¢do de corantes e
imobilizagdo de enzimas (Nguyen et al. 2021; Sharma et al. 2022a).

A producdo do CA é realizada basicamente pela carbonizacédo e
ativagao do seu precursor. O precursor e o0 método de preparagao sao fatores
que influenciam a caracteristica final do material. Levando em consideracéo a
crescente busca por novos materiais sustentaveis, a utilizagdo de subprodutos
agroindustriais como precursores para produgao de carvao ativado vem
ganhando bastante destaque nas pesquisas. A cana-de-agucar € uma
biomassa utilizada como importante fonte de energia renovavel, além de ser
uma boa alternativa para a substituicdo de combustiveis fésseis. A principal
fonte de produgdo de etanol no Brasil vem dessa biomassa (Silveira et al.,
2020), o que gera grande quantidade de subprodutos. Em razdo disto e
pensando no reuso do residuo gerado, temos a utilizagdo da palha cana-de-
acucar como matéria-prima para produgao de carvao ativado.

A utilizacdo do carvao ativado como suporte para imobilizacado de
enzimas com fins de aplicagdo industrial € uma estratégia promissora. Neste
sentindo, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas com foco em diversos
subprodutos agricolas utilizados como precursores para obtengdo do CA e
aplicacao na imobilizagao de enzimas. Veeramalai et al., (2022) estudaram a
imobilizacdo da lipase em carvao ativado produzido a partir de subprodutos de
abacaxi, obtendo eficiéncia de imobilizagdo de 92,99%. Zhao et al., (2022)
investigaram a imobilizagdo da lipase de Bacillus licheniformis utilizando o
carvao ativado mesoporoso que foi adicionado a nanoparticulas magnéticas e
funcionalizado com polidopamina, por ligacdo covalente. Os autores
encontraram maximo de rendimento, eficiéncia e quantidade de lipase
imobilizada de 45%, 54% e 36,9 mg/g, respectivamente. Gongalves et al.,
(2021) avaliaram a imobilizacdo da lipase pancreatica de porco utilizando o
carvao ativado, obtendo uma maxima atividade hidrolitica de 239,6 U/g na
presenca de 0,6 mM do surfactante Triton-X. O biocatalisador estudado foi
aplicado na esterificagdo do butirato de butila, obtendo cerca de 82% de

rendimento. A imobilizacdo da lipase utilizando carvao ativado foi estudada por
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Brito et al., (2020). Os autores obtiveram o CA a partir de palmito de pupunha e
os resultados de imobilizagdo se mostraram promissores com capacidade de
imobilizagdo de 576 mg/g e maximo de atividade hidrolitica de 4,727 U/mg.
Com base nesses estudos os autores concluiram que o carvao ativado € um
suporte promissor no uso de imobilizacdo de enzimas, por ser um suporte

barato e renovavel.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo das matérias-primas

As matérias primas (Figura 12) utilizadas para produgédo de lipase em
CES foram farelo de trigo (Arma Zen®), adquirido em mercado local (Rio de
Janeiro-RJ), e borra de café. Trés tipos de borras de café foram avaliados
como possiveis indutores da sintese de lipase. As duas borras de café
provenientes de grdos 100% arabica (Coffea arabica) foram gentilmente
cedidas pela cafeteria Casa do PZo de Queijo® (Norte Shopping- Rio de
Janeiro), denominada de borra A, e pela Kopenhagen® (Norte Shopping- Rio de
Janeiro), denominada de borra B. A terceira borra testada foi proveniente do
Café Melitta® tradicional, denominado de borra C. O café Melitta® (café
tradicional) é constituido de cafés arabica, robusta/conilon (Coffea canefora) ou

uma mistura deles.

Figura 12 — Matérias-primas da CES: (a) Farelo de trigo, (b) borra de café

Fonte: O autor, 2024

As borras de café, apds coletadas, foram secas em estufa a 105 °C por

6 horas e armazenadas em congelador a - 4°C.

2.2 Caracterizagao fisico-quimica das matérias-primas
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Para caracterizagdo das matérias-primas (farelo de trigo e borra de
café), foram realizadas anadlises de determinagcdo do teor de umidade, cinzas,
lipidios, nitrogénio total e carboidratos. A metodologia das analises foi realizada
segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005). As analises de
lipidios e nitrogénio total foram realizadas no Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), as demais analises foram

realizadas na UERJ.

2.2.1 Determinacio de Residuo Mineral (Cinzas Totais)

A determinagdo do teor de cinzas totais foi realizada pelo método
gravimétrico, baseado na perda de massa da amostra apos o processo de
incineracdo. Para esta analise, um cadinho de porcelana foi previamente
incinerado, resfriado em dessecador e tarado. Foram pesados dois gramas das
amostras no cadinho, essas amostras foram incineradas com auxilio do bico de
Bunsen, procurando aquecer de maneira uniforme todo o cadinho, até
completa carbonizagdo da amostra. Em seguida, o sistema foi levado a mufla,
previamente aquecida entre 500 - 550°C, para incineragdo completa da

amostra, até eliminagao completa do carvao e obtencao de cinzas claras.

, 1
Cinzas (%)= Moiess ¥ 100 (1)

amostra

onde: Mcinzas = massa de cinzas apos carbonizagao da amostra (g)

Mamostra = Massa inicial da amostra (g)
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2.2.2 Determinacao de Nitrogénio Total

O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método Kjeldhal. A analise
foi realizada em trés etapas: digestéo, destilagéo e titulagéo.

Na etapa de digestdo, a matéria organica existente na amostra foi
digerida com acido sulfurico e uma mistura catalitica (Na2SeOs, CuS0O4.5H20,
Na2S04). Nessa etapa foram pesados 0,5 g da amostra em papel celofane que
foi fechado cuidadosamente e transferido para o tubo de Kjeldhal. Da mesma
forma, foram pesados 1 g da mistura catalitica em papel celofane, que foi
fechado e colocado no mesmo tubo da amostra. Em seguida, foram
adicionados ao tubo de Kjeldhal, 20 mL de acido sulfurico e o sistema foi
transferido ao digestor Buchi K-437 até sua completa digestéo.

ApOs a etapa de digestao, procedeu-se a etapa de destilagdo, onde os
tubos de Kjeldhal foram retirados do digestor, adicionados 30 mL de agua
destilada para seu resfriamento, sendo em seguida acoplado o tubo de Kjeldhal
com a amostra digerida ao destilador de nitrogénio BUCHI-350. A amostra foi
destilada com hidréoxido de sodio (40% m/v) e condensada em solugéo de acido
borico, contendo indicador misto (fenolftaleina e 1 g de zinco em pd). Ao
adicionar hidroxido de sodio, a solugcédo apresentou uma cor castanha e durante
a destilacao a solugao receptora ficou azul.

Por fim, na etapa de titulagdo ocorreu a titulagcido do destilado com uma
solugdo de acido sulfurico 0,1 N. O teor de nitrogénio total foi calculado de

acordo com a equacgao 2.

Vx Nx f x meq N x 100 (2)
m

Nitrogénio (%) =

onde:

V = volume de acido sulfurico gasto na titulagéo
N = normalidade do &cido sulfurico

f = fator de correcao do acido

m = massa da amostra em gramas
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meq N= miliequivalente grama do Nitrogénio

2.2.3 Determinacao de Lipidios totais

O teor de lipidios totais foi determinado pelo método do Soxhlet, que se
baseia na extragdo continua dos lipidios das amostras através do uso de
solventes organicos. Foram pesados 3 g de amostra em um cartucho de papel
de filtro qualitativo, transferiu-se o cartucho para o extrator de Soxhlet. Os
baldes de fundo chato foram secos em estufa a 105 °C, resfriados em
dessecador e tarados. A extragao ocorreu utilizando a solucéo éter etilico/éter
de petréleo (1:1 v/v) continuamente, totalizando 5 horas de extragdo. O
solvente foi recuperado e os balbes com lipidios foram secos em estufa 105 °C
por 1 hora, resfriados e aferidos. Esse procedimento foi repetido até obter peso
constante. O teor de lipidios foi calculado pela diferenca da massa do baldo
com lipidios e do baldo vazio. A analise foi realizada em duplicata e o teor de
lipidios foi calculado pela equacéo 3.

Lipidios (%) = v

onde:
A = massa do baldo
B = massa do balao + lipidios

M = massa da amostra

2.2.4 Umidade

As analises do teor de umidade foram realizadas com amostras de 3 g,
em triplicata, que foram analisadas em Analisador de Umidade Mettler Toledo,
modelo HB43S.



70

2.2.5 Carboidratos

Os teores de carboidratos foram determinados por diferenca, subtraindo
de 100 a soma dos valores obtidos de umidade, cinzas, proteinas totais e

lipidios totais, conforme as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005).

2.3 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi uma linhagem mutante do
fungo filamentoso Aspergillus niger 11T53A14, cedida da colecdo da Embrapa

Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro, Brasil.

2.4 Estocagem e ativagao do microrganismo.

Os conidios de A. niger 11T53A14 foram estocados em solo estéreo a -
4 °C. O fungo foi ativado a 32°C (estufa B.O.D 411D) em tubos de ensaio
contendo gelose inclinada com o meio basico SOCAREAN (Tabela 5). Para a
ativagao do fungo foram realizados repiques sucessivos. Os conidios ativados
foram utilizados para a inoculagdo do meio de sabugo de milho (Couri; Farias,
1995).

Tabela 4- Composi¢ao do meio basico SOCAREAN

Nutriente/Reagentes Concentragao (g/L)
Agar-agar 30,00
Cloreto de potassio (KCI) 0,50

Fosfato dibasico de potassio (K2HPOa4) 1,00
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Nitrato de Sodio (NaNOs3) 3,00
Sulfato de ferro (FeSO4 .7H20) 0,01
Sulfato de magnésio (MgS04.7H20) 0,50

Fonte: Couri; Farias, 1995

2.5 Meio de manutencao do microrganismo

O Aspergillus niger 11T53A14 foi mantido a 4 °C apds 7 dias de
crescimento em tubo de ensaio contendo o meio basico descrito por (Couri;
Farias, 1995), denominado SOCAREAN, apresentado na Tabela 5. Todos os
nutrientes/reagentes foram pesados em balanga analitica Mettler Toledo,
modelo AL204.

2.6 Meio de sabugo de milho

O meio de sabugo de milho tem como objetivo a propagacao de conidios
do fungo A. niger 11T53A14. O meio de sabugo de milho foi preparado
segundo a metodologia descrita por (C.A.O. Gomes, 1995), que utiliza 4,6 g de
sabugo de milho (seco, triturado e peneirado) enriquecido com 6 mL da solugao
C (Tabela 6). O meio, contido em frasco erlenmeyer de 125 mL, foi
devidamente homogeneizado, tampado com rolha de algoddo cardado e

esterilizado a 1 atm (120 °C) por uma hora.

Tabela 5- Solugbes para preparo do meio de sabugo de milho

Solugao A: Solugao B: Solugao C:
Preparo de 100 mL Preparo de 100 mL Preparo de 50 mL
KH2PO4= 20g ZnS04=3,96 g Peptona =2,80 g
H20 destilada FeS04-7H20 =4,60 g HCI 2N = 1 gota
MnSO4=0,01g Solugédo A =0,19 mL
H2S04= 0,5 mL Solugao B = 0,025 mL
H20 destilada H20 destilada

Fonte: O autor, 2024
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2.7 Producao de conidios

Para inoculaggo do meio do sabugo de milho, adicionou-se
aproximadamente 10 mL de solucédo 0,3% v/v de Tween 80 ao tubo contendo
gelose inclinada (item 2.5) para o desprendimento dos conidios. Em seguida,
esta suspenséo foi transferida para um tubo de ensaio estéril. Com auxilio de
pipeta estéril, 1 mL da suspenséao foi adicionado ao meio de sabugo de milho
contido em frasco erlenmeyer. Em seguida, a suspensao foi homogeneizada e
incubada em estufa (B.O.D 411D) por 5 dias a 32°C.

2.8 Preparo do in6culo para cultivo em estado sélido

ApoOs os 5 dias de incubagéo dos conidios no meio de sabugo de milho,
foram adicionados 20 mL de solugéo 0,3 % v/v de Tween 80 em cada frasco
erlenmeyer. A mistura foi agitada e filtrada em gaze estéril para a obtencao da
suspensao de conidios. Esta suspensao foi diluida e o nimero de conidios/mL
foi determinado através de contagem em camara de Neubauer em microscopio
(Nikon Eclipse, modelo E100). O volume de inéculo a ser empregado no CES
foi calculado visando permitir uma concentragédo final de 107 conidios/g de meio

de cultivo.

2.9 Meio de cultivo para a producao de lipase por CES

Os meios de cultivo para producao de lipase por CES foram preparados
em frascos erlenmeyer de 250 mL e de 500 mL, contendo 15 g e 40 g de meio
de cultivo, respectivamente, para os ensaios em erlenmeyer e em biorreator de
leito fixo. O meio de cultivo era constituido por farelo de trigo (96,48 %, m/m),
borra de café (3,52 %, m/m) e foi suplementado com sulfato de aménio (0,6 %,

m/m) e solugédo de acido cloridrico 0,1 mol L' (110 mL para 100 g de meio)
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(Veloso et al, 2019). Os meios de cultivos foram homogeneizados e
esterilizados a 121°C, 1 atm por 15 minutos. Posteriormente, os meios foram

inoculados com uma suspenséo de 1x107 conidios/g.

2.10 Avaliacao do tipo de borra de café usado na CES

As trés borras de café (A, B e C), descritas no item 2.1, foram avaliadas
como indutores da producgao de lipase por FES. Os ensaios foram conduzidos
em frascos erlenmeyers de 250 mL contendo 15 g de meio de cultivo (item 2.9),
em incubadora (B.O.D 411D) (32°C por 40 horas). O ensaio controle foi
realizado com o meio de cultivo (100% m/m de farelo de trigo, enriquecido com
0,6% de nitrogénio (sulfato de aménio) e 55% de umidade (110 mL para 100 g
de meio- solugdo de HCI 0,1 mol.L-") e inoculado com uma suspenséo de 10’

conidios/mL), sem a presencga do indutor (borra de café).

2.11 Avaliacao do reator de bancada usado na CES

Ensaios preliminares foram realizados para avaliar a producao de lipase
por CES em dois reatores tipo bandeja com configuragcbes diferentes. Para esse
estudo, 20 g do meio de cultivo (item 2.9) foram colocados em frasco erlenmeyer
de 8,5 cm de diametro e 56,7 cm? de area superficial (reator 1) e em placa de petri
de 9,9 cm de diametro e 77 cm? de area superficial (reator 2), perfazendo um leito
de 1,5 cm de altura, em ambos. O frasco erlenmeyer foi tampado com uma rolha de
algodao e a placa de petri com um filtro de papel contendo alguns furos para
passagem do ar. Os reatores foram esterilizados em autoclave a 121 °C, 1 atm por
15 minutos.. O teor de umidade foi determinado no meio de cultivo antes da
inoculagao e depois do cultivo (Preparado Enzimatico Solido- PES). As analises
foram realizadas com uma massa de 3 g de amostra utilizando o Analisador de
Umidade Mettler Toledo, modelo HB43-S.
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2.12 Avaliagcao da aeracao na CES para producao de lipase em reator de

leito fixo

A producao de lipase foi realizada em reator de leito fixo (38,0 cm x 4,5
cm), perfazendo uma altura de leito de 31,5 cm. O meio de cultivo utilizado foi o
mesmo descrito no item 2.9. Foi empregada aeracgao forgada variando a vazéo
especifica de ar (0,2; 0,35; 0,5; 1,0 e 1,5 volume de ar/ volume de meio/ minuto
— vvm) regulados por um rotémetro ligado a linha de ar comprimido. O ar foi
esterilizado utilizando um filtro com membrana de abertura 0,2 um e umedecido
em agua para evitar o ressecamento do leito. O CES foi conduzido em estufa a
32 °C (B.O.D 411D) por 40 horas. Amostras foram retiradas de trés regides do
reator com diferentes alturas: base (h = 10,5 cm), meio (h = 21 cm) e topo (h =

31,5 cm) como mostra a Figura 13.

Figura 13 — Esquema do aparato experimental usado na producgao de lipase

por CES: (1) compressor de ar, (2) rotdmetro, (3) umidificador, (4) biorreator de

leito fixo e (5) estufa.

—Topo

— Meio

‘ . Base

Fonte: O autor, 2024
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2.13 Obtenc¢ao do extrato enzimatico

Apods o cultivo e produgdo da enzima, foi feita a extragdo enzimatica de
acordo com o método descrito por (Couri et al., 2000), através da adi¢cdo de
2,5 mL de tampéo citrato de sodio 0,1 mol/L pH 6,0 por grama de meio de
cultivo inicial. Os meios fermentados com o tampao foram agitados a 170 rpm,
por 1 h, em incubadora rotatéria (shaker Tecnal, modelo TE-420) a 32 °C.
Posteriormente, os meios fermentados foram prensados com auxilio de gaze
e espremedor e, em seguida, microfiltrados em kitassato usando membrana
de nanocelulose (Millipore®) de 47 mm de didmetro e poro de 0,45 uym. O

filtrado obtido foi denominado extrato enzimatico bruto (EEB).

2.14 Concentragao do extrato enzimatico bruto da lipase

2.14.1 Precipitacao proteica com sulfato de amoénio

O extrato enzimatico bruto foi concentrado pela precipitacdo das
proteinas com sulfato de aménio utilizando as seguintes condigbes de
saturacao: 40, 50, 60, 70, 80 e 90 %.

Para o processo de concentracdo por sulfato de aménio, foram
adicionadas, lentamente, quantidades determinadas de sulfato de aménio,
sob agitacdo e em banho de gelo, até obter a saturagdo desejada 40, 50, 60,
70, 80 e 90 %, a 40 mL do EEB (Muruci, 2012). Em seguida, as amostras
foram mantidas em geladeira (6°C) (over night). Decorrido este tempo, a
suspensao foi centrifugada a 5580 g (5500 rpm) (Thermo Scientific Sorvall
ST16R), a 4°C, por uma hora. O sobrenadante foi removido e o precipitado
ressuspendido em 15 mL de tampao citrato de sodio 0,1 mol/L (pH 6,0). As

amostras (precipitado e sobrenadante) foram, entdo, acondicionadas em
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membrana de dialise (Sigma-Aldrich), que foi suspensa em 2L de tampéao
citrato de sédio 0,1 mol/L, contidos em béquer de 2000 mL. O sistema de
didlise foi mantido sob refrigeragcdo por 24 horas com trocas sucessivas do
tampao citrato de sodio 0,1 mol/L.

Para determinar a eficiéncia do processo de precipitacdo com sulfato de
amoénio foram avaliados o rendimento e o grau de purificagdo, calculados
pelas equagdes 4 e 5 (Muruci, 2012).

Rendimento: Este parametro é a medida da atividade mantida apds cada
etapa de purificagdo, na forma de percentagem da atividade total no extrato
bruto. A quantidade total de atividade no extrato inicial é considerada como
100% (Equacéo 4).

atividade enzimitica total do concentrado

Rendimento (%) = x 100 (4)

atividade enzimatica total do amostra

Grau de Purificagdo: Este parametro € uma medida do aumento de
pureza e é obtido dividindo-se a atividade especifica, calculada apés cada

etapa de purificagéo, pela atividade especifica do extrato inicial (Equacao 5).

atividadeespecifica do concentrado (5)

Graude purificagdo = — -
atividadeespecifica da amostra

2.14.2 Concentracao por ultrafiltracio

Os extratos enzimaticos produzidos no CES foram concentrados através
do sistema de ultrafiltragdo molecular em tubos de centrifuga Amicon® Ultra—
15. Membranas com diferentes tamanho de poros (10, 30, 50 e 100 NMWL
(Nominal Molecular Weight Limit, kDa)) foram avaliadas. Para a concentracéo,
foram adicionados 15 mL do EEB no tubo do sistema de filtracdo e
centrifugados a 4000 g por 15 min a 4 °C em centrifuga (Thermo® ST16R).
Aliquotas das porgdes filtrada e retida pelo sistema de ultrafiltracdo foram

recolhidas para posteriores analises de atividade enzimatica.
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2.15 Determinagoes analiticas

2.15.1 Determinacio da atividade lipasica

A atividade lipasica do EEB ou da solugdo enzimatica obtida apods
concentragdo com sulfato de amédnio foi determinada pelo método titulométrico
de acordo com o procedimento descrito por Pereira et al. (2001), com
pequenas modificagdes.

Para determinacdo da atividade foi preparada primeiramente uma
emuls&o constituida por goma arabica (VETEC®), agua e azeite de oliva extra-
virgem (Andorinha®) na proporgcdo 1:1 (48 mL de agua destilada, 48 mL de
azeite de oliva extra virgem e 7 g de goma arabica). Em seguida, foi feita uma
mistura reacional em frascos plasticos, contendo 5 mL da emulsdo, 4 mL de
tampao citrato de sédio 0,1 mol L' pH 6,0 e 1 mL da solugdo enzimatica. O
meio reacional foi mantido em banho-maria (Quimis, Q215) a 30 °C e sob
agitacao, durante 10 minutos. A reacado enzimatica foi interrompida apds esse
tempo pela adicdo de 25 mL de uma solugdo acetona/etanol/agua na
proporcao de 1:1:1.

Os acidos graxos formados pela hidrélise enzimatica dos triacilglicerdis
presentes na emulsdo foram quantificados através da volumetria de
neutralizacdo, empregando titulador automatico (Mettler Toledo, modelo T50) e
solugdo de NaOH 0,05 mol/L (até pH final de 11,0). A analise foi realizada em
triplicata. O ensaio em branco foi realizado nas mesmas condi¢des, exceto pelo
fato de que o volume da solugéo enzimatica (1 mL) foi adicionado apds a
adicdo de 25 mL da solugao acetonal/etanol/agua, no momento da titulagdo. O
ensaio em branco foi realizado em duplicata. Uma unidade de atividade lipasica
foi definida como a quantidade de enzima que produz 1 ymol de acidos graxos
por minuto, sob as condi¢cdes de ensaio padrdo. O valor da atividade da enzima

em U/g foi calculado conforme a equacao 6.
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(¥, = V,)xM x1000

A
t Vxt

(6)

onde:

AL = atividade lipasica (U/mL)

Va = média do volume de solugcdo de NaOH 0,05 mol/L, de fator de correg¢ao
conhecido, gasto para titular os acidos graxos produzidos na reagao enzimatica
(mL).

Vb = média do volume de solugdo de NaOH 0,05 mol/L, de fator de correg¢ao
conhecido, gasto para titular o ensaio em branco.

M = Concentragao (mol/L) da solugao de NaOH (0,05 mol/L).

V = volume do extrato enzimatico usado na reagao (mL) =1 mL.

T = tempo de reagdo (minutos) = 10 min.

A partir do célculo da atividade lipasica em U/mL, foi feito calculo da

atividade lipasica em U/g do meio de cultivo a partir da equacao 7:

A,x7V,

tampdo

Ulg) — 0 fo (7)
me_( 100 ]

A

onde:

A (uig) = atividade em U/g

AL = atividade lipasica em U/mL

Qmf = quantidade de massa (g) usada no cultivo

Vtampao = Volume da solugdo tampé&o usada na extracdo do EEB (mL)

U = umidade inicial do meio de cultivo

Como a atividade enzimatica € determinada a partir da velocidade inicial
da reacao, a cinética da reacado de hidrolise enzimatica do 6leo de oliva foi
acompanhada durante 25 minutos, conforme apresentado Apéndice.
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2.15.2 Atividade especifica aparente

A atividade lipasica especifica aparente (U/g de proteina) foi calculada

pela razdo entre os resultados de atividade lipasica U/mL e concentracao de

proteinas g/mL (Equacéo 8).

. . . tividad imatica (U/'mL
Atividadeespecifica = ————— -2l fmL) (8)

concentracio de proteina (g/mL)

2.15.3 Determinacio do teor de proteina

A determinagcdo do teor de proteinas no EEB e nas amostras do
processo de concentracdo com sulfato de amdnio foi realizada de acordo com
o método descrito por Bradford (Bradford, 1976).

Primeiramente foi preparado o reagente de Bradford, dissolvendo-se o
pigmento azul brilhante (0,1 g) em 50 mL etanol (95%) e agitando-se com
auxilio de uma placa de agitagdo por 10 minutos para total dissolugdo, em
seguida, adicionou-se 100 mL do acido orto-fosférico (85%) e homogeneizou-
se. Transferiu-se a solugado para um baldo volumétrico de um litro, embrulhado
com papel aluminio, e avolumou-se com agua Mili-Q. A solugcao foi
homogeneizada e mantida em repouso por cerca de uma hora. Em seguida, a
solugédo foi filtrada com papel de filtragdo média, com auxilio de um kitassato e
uma bomba a vacuo, e armazenada em frasco ambar.

Para determinagao do teor proteico das amostras, 3 mL do reagente de
Bradford foram adicionados a 0,3 mL da amostra em tubo de ensaio, a mistura
foi agitada com auxilio de um 79rimet e, ap6s 5 minutos de reagdo, foi
realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro (HACH, modelo DR
5000) a 595 nm. O ensaio em branco foi utilizado para zerar o

espectrofotdmetro e foi realizado substituindo o volume da amostra por agua
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destilada. A concentracdo de proteinas foi calculada a partir da curva de

calibracédo (Apéndice), obtida com o padrao de albumina sérica bovina (BSA).

2.16 Caracterizacao da lipase obtida no cultivo

Os ensaios de caracterizagao da lipase foram realizados com o extrato
enzimatico concentrado (EEBC) obtido apds precipitagdo com sulfato de

amoénio a 90% de saturacao, conforme descrito no item 2.14.1.

Efeito do pH e da temperatura na atividade lipasica

Para os experimentos do efeito do pH e da temperatura na atividade
lipolitica, o extrato enzimatico concentrado obtido apds precipitagcdo com
sulfato de amdnio a 90%, foi previamente diluido em tampé&o citrato de sddio
0,1 mol/L na proporcao 1:2 e a reagao de hidrélise de 6leo de oliva foi
conduzida de acordo com item 2.15.1.

A atividade enzimatica foi determinada em diferentes valores de pH (5,
6, 7 e 8). Para os pHs 5,0 e 6,0 foi utilizada solugado tampao citrato de sddio
0,1 mol/L, enquanto para as reacdes em pH 7,0 e 8,0, foi utilizada a solugao
tampao fosfato de sddio 0,1 mol/L. A reagcao de hidrolise de 6leo de oliva foi
conduzida durante 10 minutos a 30 °C.

O efeito da temperatura foi avaliado na determinacdo da atividade
lipasica, na hidrélise de 6leo de oliva, nas temperaturas de 30, 40, 50 e 60 °C.
Para determinacdo da atividade lipasica foi utilizada a solugcdo de tampao
citrato de sodio 0,1 mol/L (pH 6,0), com tempo de reagdo de 10 minutos,

seguindo protocolo descrito no item 2.15.1.

Estabilidade a estocagem
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Para os testes de estabilidade a estocagem (6 °C), amostras do extrato
enzimatico concentrado obtido apds precipitagdo com sulfato de amonio a 90%
foram acondicionadas em tubo Eppendorf de 15 mL e mantidas em geladeira
(6°C). Amostras do extrato enzimatico foram retiradas periodicamente (em
tempos determinados) para determinagao da atividade hidrolitica residual
empregando o0 método titulométrico, conforme metodologia descrita

anteriormente item 2.15.1.

2.17 Imobilizacao da lipase

O processo de imobilizacdo foi realizado utilizando dois tipos de
meétodos: adsorgdo fisica e ligacdo covalente. Dois suportes foram
selecionados para o estudo, sendo o carvao ativado utilizado na adsorcao
fisica e a nanoparticula de ferrita de niquel utilizada tanto para imobilizacdo por
adsor¢do como por ligagdo covalente. A imobilizacdo foi realizada com o
extrato enzimatico concentrado obtido pelo método de ultrafiltracdo com a
membrana de corte de 50 kDa. Foi utilizada também a enzima comercial CalB
(enzima livre de Candida antarctica da Novozymes) em alguns ensaios a fim de

comparagao.

2.17.1 Suportes
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2.17.1.1 Ferrita de niquel

As nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel (NiFe204) foram
cedidas gentilmente pelo laboratério de Matérias da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana- Campos Pato Branco.

O método do precursor polimérico foi empregado para obtengdo das
nanoparticulas de NiFe204. Solugbes aquosas de Fe(NOs3)3.9H20 (Sigma-
Aldrich, 98,8%) 1 mol L' e Ni(NO3)2.6H20 (Neon, 99,5%) 0,5 mol L' foram
misturadas em temperatura ambiente para obtengdo da estequiometria molar
de Ni:Fe (1:2). A esta solugdo foi adicionada, sob agitagcdo vigorosa, uma
solugédo aquosa de acido citrico anidro (CA) (Neon, 99,5%) 1,6 mol L' para
obter uma proporcao CA:cations metalicos de 3:1. O pH do meio reacional foi
ajustado para 4,0 pelo uso de NH4OH (Neon). A mistura foi entdo aquecida a
60 °C sob agitacao constante e mantida nesta condigao por 30 min. Apds esse
periodo, as temperaturas foram elevadas para 90 °C, e etilenoglicol (EG)
(Neon, 99,9%) foi adicionado a solugao para obter uma propor¢cdo massica de
CA:EG de 3:2. A mistura foi mantida sob agitacdo constante a 90 °C até a
formagdo de uma resina polimérica. O polimero formado foi entdo seco em
estufa a 110 °C durante a noite, pré-calcinado a 400 °C por 2,5 horas a uma
taxa de aquecimento de 1 °C min-! e calcinado a 800 °C por 3 h (taxa de

aquecimento de 5 °C min).

2.17.1.2 Carvao ativado

O carvao ativado (CA) foi gentilmente cedido pelo Laboratério de Diviséo
de Catalise e Processos Quimicos (INT). Esse material foi obtido através da
palha-de-agucar utilizando acido fosférico (HsPO4) como precursor. A palha de
cana-de-agucar foi tratada em moinho de bolas e peneirada, gerando fragbes

em torno de 1 mm. O percursor foi impregnado com H3sPOs4 (85% m/m) a
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temperatura ambiente e seco em rotovaporizador por 24 h, a 60 °C. A amostra
foi lavada e filtrada com agua destilada (60 °C) até pH neutro. Apds secagem a
100 °C por 72 h, a ativagao foi realizada em reator tubular convencional, sob
fluxo de N2 (60 mL/min), a 500 °C, por 2 h, com taxa de aquecimento de 10 °C
min-'(Alves et al., 2022).

2.17.2 Imobilizacido da lipase no Carvao Ativado

A imobilizacdo da lipase no carvao ativado foi realizada utilizando o
método de adsorgao fisica e foi realizado utilizando a lipase de Aspergillus
niger 11T53A14 e a lipase comercial CalB.

O suporte (0,15 g) foi misturado com diferentes quantidades da lipase
(CalB ou A.niger) em 15 mL de solucéao tampao fosfato de sodio 25 mmol/L (pH
7,0), concentragdao de proteina de 0,1 mg/mL, sob leve agitacdo, usando
agitador de rolos a 251 °C por 180 min. Periodicamente, as amostras de
sobrenadante foram retiradas e analisadas quanto a concentracdo de proteina
2.15.3 e determinagao da atividade enzimatica. A lipase imobilizada no carvao
ativado foi recuperada por filtracdo a vacuo, lavada com o tampao fosfato de
sdédio 25 mmol/L (pH 7,0) e seca durante a noite a 25°C. A atividade da lipase
foi determinada conforme item 2.15.1, no inicio e no final da imobilizagdo e a
eficiéncia de imobilizacdo foi calculada conforme a equagao 9, Silva et al.
(2012).

A. _
1Y,y = ———-x100 9)

ti

onde, Ai é a atividade lipasica (U/mL) inicial antes da imobilizagao e Ar é

atividade final do sobrenadante apd6s a imobilizagéo.
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2.17.2.1 Efeito da quantidade de proteina no processo de imobilizagdo do

carvao ativado e isoterma de adsor¢cao de Langmuir

O efeito da concentragdo de proteina na eficiéncia da imobilizagao foi
estudado usando uma solucdo de lipase diluida em tampao fosfato de sédio
(25 mmol /L) em pH 7,0, sob agitacdo suave, usando um agitador de rolo a 25
1+ 1 °C por 120 min. CalB foi imobilizada em carvao ativado para testar o efeito
da quantidade de proteina nas concentragdes de proteina de 0,08; 0,1; 0,15;
0,2; 0,3 e 0,4 mg/ mL. As concentragdes da lipase de A. niger de 0,08; 0,1;
0,15; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg/ mL foram testadas na imobilizagdo do carvao
ativado. O isoterma de Langmuir foi ajustado aos dados experimentais e é
descrita como mostrado na Equacdo 10, onde Q ¢ € a concentragao de
equilibrio de proteina adsorvida no suporte (mg/g), K € a constante de
equilibrio de adsorgéo (mL/mg), Q m é a massa maxima adsorvida de proteina
no suporte (mg/g), e C ¢ € a concentragdo de equilibrio de proteina livre em

solugao (mg/mL).

C xKx
Qe_ e Qm

= 10
1+ KxC, (19)

O modelo de isoterma de Langmuir para adsor¢gdao admite que a
adsorgao ocorreria em locais ativos na area de superficie de suporte. Também
estabelece que a superficie seria homogénea e, portanto, a energia de
adsorcdo de cada adsorvato seria idéntica. Devido a quantidade limitada de
sitios ativos por g de suporte, o adsorbato estaria limitado a adsorvido em uma
massa de suporte especifica denominada Qm.

Os parametros desse modelo ndo linear foram estimados
numericamente com base no algoritmo de Levenberg-Marquardt usando o

software Origin 9.0.
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2.17.3 Imobilizacio da lipase em nanoparticulas de NiFe204

O processo de imobilizacdo da lipase utilizando como suporte
nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel foi realizado utilizando dois
métodos: adsorgao fisica e a ligacao covalente (com suporte funcionalizado).

As nanoparticulas de ferrita de niquel foram revestidas com APTMS ((3-
aminopropil)85rimetoxisilano) seguindo um procedimento baseado em Santos
et al. (2018). Nanoparticulas magnéticas de NiFe204 (100 mg) foram dispersas
em 100 mL de etanol e 100 mL de agua deionizada através de ultrassom por 5
min. Neste procedimento, 10 mL de APTMS foram adicionados as particulas
dispersas. O meio reacional foi homogeneizado em um frasco lacrado e, entéo,
mantido em agitacdo a 150 rpm em agitador durante a noite a 60 °C. As
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas obtidas (NiFe204-APTMS) foram
coletadas por um campo magnético externo e lavadas com agua deionizada e

etanol para remover os reagentes de organossilanos n&o reagidos.

2.17.3.1 Procedimento de imobilizagao

A lipase de Aspergillus niger 11T53A14 foi imobilizada em
nanoparticulas de ferrita de niquel (NiFe204) por adsorcao fisica e ligagéo
covalente. Para a adsorcéo fisica, 0,1 g de nanoparticulas de ferrita de niquel
foram adicionados a 10 mL da solucdo enzimatica, usando tampéo fosfato de
sédio (25 mM, pH 7) como diluente da solugéo, e a suspensao foi mantida sob
agitacado constante por 180 min a 25 °C. Para a ligacao covalente, os grupos
amino-terminais do NiFe204+~APTMS foram ativados com glutaraldeido
(NiFe204—APTMS—-GLU) para promover a ligagao covalente entre a enzima e o
suporte. Neste procedimento, foi utilizada solu¢cdo (1mL) de glutaraldeido (2,5
% viv) e 0.1 mL (0,25 v/v), que foi colocada em contato direto com 0,1 g de

suporte previamente seco, e adicionada a solugdo enzimatica (9 mL) e (9,9 mL)
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respectivamente, diluida em tampé&o fosfato de sodio (25 mM, pH 7). O sistema
foi mantido sob agitacdo constante por 24 horas, a 8 °C. Uma solugao
enzimatica idéntica foi mantida nas condigdes, porém na auséncia de suporte,
como referéncia. Nao foi observada diminuicdo da atividade da solucéo
enzimatica de referéncia. Finalmente, a lipase imobilizada foi separada da
solugcao por decantagcdo magnética. A quantidade de enzima imobilizada no
suporte foi determinada medindo-se a atividade inicial e final no sobrenadante
da suspensdo de imobilizagdo e a eficiéncia de imobilizacdo (Y, %) foi
determinada pela Eq. (9) (Silva et al., 2012). A Figura 14 ilustra o esquema de

imobilizacdo covalente da enzima.

Figura 14- Esquema da imobilizagéo de lipase na superficie de NiFe204

funcionalizado.
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Fonte: O autor, 2024

2.17.4 Caracterizacdo dos suportes e do biocatalisador

2.17.4.1 Analise de difracao de raios X (DRX)
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As analises de DRX dos suportes foram realizadas em um difratdmetro
de raios X Rigaku Miniflex Il que opera com radiagdo CuKa (30 kV e 15 mA) e
um monocromador de grafite. A analise foi feita variando o angulo 26 de 5 a
90°, com passo de 0,05° e tempo de contagem de 1 segundo por passo.

Para a ferrita de niquel o tamanho do cristalito foi calculado pela

equacao de Scherrer (Eq.11), usando o pico mais intenso, centrado em 35,6°.

X_S=(k A)/(B cos (8)) (11)

onde Xs —Tamanho médio do cristalito;

k — Constante que depende da forma das particulas (para esfera, k = 0,94);
A — comprimento de onda dos raios X (para Cu ka, A = 1,5488 A);
B — Largura do pico a meia altura em radianos;

8 — Angulo de difragao.

2.17.4.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Espectros de FTIR foram usados para verificar a funcionalizagdo da
ferrita de niquel com APTMS e a imobilizacdo da enzima nos suportes
utilizados. Para a analise, foi utilizado um espectrofotbmetro da marca
Shimadzu, modelo PRESTIGE-21. As amostras foram preparadas pela diluicao
de 3% m/m do pé em KBr (agente dispersivo). A faixa de frequéncia utilizada

foi 400-3000 cm™' com resolugéo espectral de 1 cm™.

2.17.4.3 Analise por microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para observar
aspectos morfolégicos dos suportes antes e apos a imobilizagcdo da lipase. As
amostras foram colocadas em fita de carbono para melhorar o contraste das
imagens e inseridas na camera do microscoépio, na qual foi realizado vacuo. O

equipamento utilizado foi um microscépio Hitachi, modelo TM-3030, com
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filamento de tungsténio. A voltagem de aceleragéo foi de 15kV, e os detectores

avaliaram elétrons secundarios e retroespalhados.

2.17.4.4 Dessorgao de amdnia com temperatura programada (TPD-NH3)

O TPD-NHs foi usado para determinagao da acidez do suporte. Antes da
adsor¢cao da amoénia, aproximadamente 150 mg do suporte foram pesados,
colocados em um reator de quartzo e secos a 150 °C por 30 minutos sob fluxo
de hélio de 30 mL/min dentro de uma estufa aquecida. As amostras foram
resfriadas até a temperatura de 70 °C, na qual foi realizada adsorcao de
amonia por 30 minutos, utilizando 30 mL/min de uma mistura de 4% NHs/He.

Apos a adsorgdo da amonia, foi realizada uma purga com fluxo de hélio
(30 mL/min) por 1h para remover a amoénia fisiossorvida na superficie. Em
seguida, a dessor¢ao de amoénia quimisorvida foi realizada por aquecimento até
800 °C com uma taxa de aquecimento de 20 °C min-'. Um espectrémetro de

massa QMG-220 monitorou o sinal de aménia (m/z = 15) de Pfe

2.17.4.5 Magnetometria de amostra vibratéria (VSM)

As propriedades de magnetizagao da ferrita de niquel foram medidas por
VSM a 300 K. O equipamento utilizado foi um magnetdmetro de amostra
vibratéria modelo VersalLab da Quantum Design.

As amostras foram pesadas, envoltas em teflon e colocadas em um
bastdo longo, que foi inserido no equipamento no centro das bobinas. As
medi¢des foram realizadas no modo de campo persistente, no qual o campo
aplicado é mantido constante em cada etapa de coleta de dados. A faixa de
campo magnético aplicada variou de -20000 a 20000 Oe, com passo de 20e/s
na regido de -2000 a 2000 Oe, e passo de 50e/s na regido de campos

magnéticos maiores.
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3 ESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacgao fisico-quimica das matérias-primas

Varios subprodutos da industria agricola e de alimentos vém sendo
investigados como matéria-prima para produgcdo de lipase por cultivo em
estado solido. Dentre eles, neste trabalho, destacam-se o farelo de trigo, como
principal fonte de carbono e suporte, e a borra de café, como indutor na sintese
de lipase. Os resultados da caracterizagédo do farelo de trigo e das trés borras
de café que foram avaliados no CES para producdo de lipases estédo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 6 - Caracterizacao fisico-quimica da matéria-prima usadas na CES

Matéria-
prima Cinzas Umidade Lipidios Proteina Carboidrato
(%) (%) (%) (%) (%)

Farelo de

Trigo 5,140,0 9,49+0,1 4,3x0,0 7,7+1,4 73,4+0,4
Borra de

café A* 1,240,6 4,840,5 17,3x1,4 12,1+1,2 64,7+0,9
Borra de

café B* 1,5+0,0 2,9+0,1 16,3+1,3 14,111 65,310,4
Borra de

café C** 1,0x0,0 2,6%0,1 159+1,3 12,93+0,1 67,5104
*A e B — borras de café com graos 100% arabica e **C- borra de café
tradicional, constituido de cafés arabica, robusta/conilon ou uma mistura
deles.
Fonte: O autor, 2024

Dentre as matérias-primas avaliadas, o farelo se destaca por conter um
maior teor de carboidratos (73,4%), um importante componente na sintese da
lipase, pois o carboidrato € uma das fontes de energia, assim como as
proteinas (7,7%) para o crescimento do microrganismo. Em relagcdo ao teor de

lipidios, o farelo de trigo apresentou o teor de 4,3%, valor aproximado ao
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encontrado na literatura, que variou de 5,2 a 1% (Azis; Araujo; 2007; Rui
Wesendonck et al., 2013; Silveira; Furlong, 2007).

Um dos indutores utilizados para sintese de lipases sé&o os lipidios.
Segundo Cortez; Castro; Andrade (2017), o mecanismo de sintese das lipases
varia de acordo com o fungo produtor. As lipases podem ser produzidas de
forma constitutiva e ndo depender de uma fonte lipidica, mas a presenga dessa
fonte pode aumentar a atividade lipolitica. A maioria das lipases normalmente é
produzida em meios de cultivos que possuem uma fonte lipidica, ou seja, por
inducao. Neste trabalho, foi investigado o uso de borra de café como indutor da
sintese de lipases. Em relagdo a composig¢ao das borras de café estudadas (A,
B e C), os valores do teor de cinzas, lipidios, carboidratos e proteinas foram
semelhantes para os trés tipos de borras de café. O teor de lipidios encontrado
ficou entre 15,9 a 17,3%, bem superior ao do farelo de trigo. Al-Hamamre et al.,
(2012) investigaram a extracdo de lipidios da borra de café pelo método de
extragcao Soxhlet utilizando diferentes solventes e obtiveram teores entre 11 e
15% de lipidios, valores estes similares ao obtido nesse trabalho. Duran et al.,
(2017) estudaram o café e o aproveitamento dos seus subprodutos com o
objetivo de acrescentar valor agregado aos subprodutos do café e encontraram
para a borra de café valores de proteina entre 11,2 e 13,6% e de lipidios de 9 a

24%. Estes valores estao de acordo com os apresentados na Tabela 7.

3.2 Estudo da producao de lipase por CES

3.2.1 Avaliacio de diferentes tipos de borra de café para producao de lipase

Com o intuito de avaliar o potencial de diferentes tipos de borra de café
na indugédo da produgdo da lipase, foram realizadas CES utilizando trés
diferentes tipos de borras de café. As borras de café do tipo A e B séao
provenientes de graos de café 100% arabica; enquanto a borra do tipo C é

proveniente de café tradicional, ou seja, constituida de cafés arabica e



91

robusta/conilon ou uma mistura de ambos. O cultivo foi realizado com 3,5%
m/m de borra de café e 96,5% m/m de farelo de trigo, com 55% de umidade
inicial. foram as melhores condi¢cdes obtidas por Veloso et al., (2019). O CES
na auséncia de indutor também foi realizado (ensaio controle).

Verificou-se que os trés tipos de borras de café utilizados induziram a
producao da lipase quando comparada com o CES na auséncia de indutor,
como pode ser observado na Figura 15. Esses resultados mostram o potencial

que a borra de café apresenta como indutor na sintese da lipase.

Figura 15- Efeito de diferentes tipos de borra de café na producgéo de lipase.
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Controle: sem presenga do indutor (borra de café), 100% farelo de trigo; os
tipos A e B séo borras de café com graos 100% arabica e o tipo C € a borra de
café tradicional, constituida de cafés arabica, robusta/conilon ou blindados.
Condic¢des: a CES foi realizada com 96,48 % de farelo de trigo e 3,52% de
borra, sendo conduzida em frasco erlenmeyer de 250 mL a 32 °C por 40 horas.
Fonte: O autor, 2024

A maior atividade lipasica (120,5 U/g) foi encontrada na CES
empregando a borra de café A, que apresentou um aumento de 115% em
relacéo ao controle (56 U/g) - CES sem adigéo de indutor. A borra apresenta 4
vezes mais lipidios que o farelo de trigo (Tabela 7), conforme discutido
anteriormente.

Na literatura existem poucos relatos sobre o uso da borra de café para

producdo de lipase. Dantas; Lins; Aquino (2010) estudaram o potencial de
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varios subprodutos agroindustriais, dentre eles a borra de café, na produgao de
lipase por CES por A. niger e obtiveram atividade enzimatica maxima de 25 U/g
quando utilizaram torta de babacu e 20 U/g utilizando a borra de café, ou seja,
6 vezes inferior ao obtido neste trabalho.

Outros subprodutos oleosos sdo encontrados na literatura como indutor
da sintese de lipase. Oliveira et al. (2017) utilizaram diferentes tortas de 6leo
(Andiroba, cupuagu, macauba, canola, soja, palmiste, farelo de soja e de café
verde) na producéo de lipase de Aspergillus ibericus MUM 03.49 por CES e
obtiveram maior producao da lipase com o uso de torta de palmiste, produzindo
12717 U/g de lipase (por massa de substrato seco). Putri et al. (2020)
avaliaram a producao de lipase de Aspergillus niger por CES utilizando farelo
de arroz e torta de semente de Jathropa e como indutores foram testados
azeite, Oleo de gergelim e 6leo de Jatropha. Os resultados da otimizagdo do
indutor mostraram que 1% de azeite foi a melhor condigdo, produzindo
atividade lipasica de 176 U/mL de enzima. Prabaningtyas et al. (2018)
produziram lipase de Aspergillus niger por CES utilizando como subprodutos
torta de palmiste, farelo de soja e carogo de coco e testaram propor¢des
diferentes de azeite como indutor (2, 4 e 8%). Os autores obtiveram melhor
resultado quando utilizaram o farelo de soja com 4% do indutor, apresentando
atividade lipasica de 163,33 U/g.

Desta forma, a borra de café utilizada como indutor neste trabalho
demonstrou potencial na sintese da lipase no teor estudado (3,5%), similar ao
reportado por outros autores, apresentando maiores valores de atividade

lipasica em comparagéo com o ensaio controle (na auséncia de indutor).

3.2.2 Avaliacdo do reator de bancada usado na CES

A avaliagao do efeito do reator usado no CES na atividade lipolitica, foi
realizada através de ensaios com dois tipos diferentes: frasco erlenmeyer —
reator 1 (didmetro de 8,5 cm e area da superficie de 56,7 cm?) e placa de petri
— reator 2 (didmetro de 9,9 cm e area da superficie de 77 cm?), com a
finalidade de avaliar a importancia da manutengao do teor de umidade no CES,



93

sendo avaliado o teor de umidade final apds a cultivo. Os resultados desse

ensaio encontram-se na Figura 16.

Figura 16- Efeito do tipo de reator usado na producgao da lipase por CES

-

—
o O N
o O O

S
o

Atividade lipasica (
o)
o

N
o

.

Reator 1 Reator 2

o

Reator 1- frasco erlenmeyer e Reator 2 — placa de petri. Condigbes da CES: 20
g de meio de cultivo (3,5% de borra de café, 96,5% de farelo de trigo, 0,6% de
nitrogénio e 55% de umidade inicial) a temperatura de 32 °C por 40 horas.
Fonte: O autor, 2024

Pode-se observar na Figura 16 que a maior atividade lipasica (140,6
U/g) foi obtida no CES conduzida no reator 1 (frasco erlenmeyer). O valor de
atividade obtido nesse tipo de frasco (140,6 U/g) foi 7,3 vezes maior do que o
observado no reator 2 (placa de petri) (20,6 U/g). A diferenga da producéo de
lipase observada nos dois CES, conduzidos com a mesma quantidade de meio
fermentativo e indculo (20 g e 107 conidios/mL de indculo) provavelmente é
decorrente do teor de umidade do meio durante a cultivo. O teor de umidade
final do produto enzimatico solido (PES), apés 40 h de CES, no reator 1 (frasco
erlenmeyer) foi de 60,6%, enquanto a umidade do PES no CES conduzida no
reator 2 (placa de petri) foi de 14,3%. O frasco erlenmeyer € um recipiente
cbnico com boca estreita, dificultando a perda de umidade. Ja a placa de petri
tem uma area superficial exposta maior do que no frasco erlenmeyer, e,
consequentemente maior contato com o ar, o que pode ter contribuido para o
ressecamento do meio ao longo do processo fermentativo, diminuindo assim o
teor de umidade. Baixos teores de umidade reduzem a solubilidade dos

nutrientes presentes no meio de cultivo, dificultando dessa forma o crescimento
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microbiano (Oliveira; Souza, et al., 2017). O reator utilizado para o CES deve
proporcionar uma boa troca de oxigénio e a manutengao da umidade ao longo
do cultivo, uma vez que havera perda durante o processo ocasionada pelo
calor gerado pelo metabolismo dos microrganismos. Industrialmente e em
escala de laboratério, o CES é conduzida em camaras com temperatura
controlada e com circulagdo de ar umido. Neste estudo a camara n&o possui ar
umido, sendo necessario a utilizagcdo de uma bandeja com agua dentro da
incubadora a fim de propiciar a manutencédo da circulagdo do ar umedecido
durante o processo de cultivo.

O teor de umidade do PES é um parametro muito estudado por diversos
trabalhos na literatura, devido a sua importancia no crescimento microbiano e
no rendimento de bioprodutos produzidos por CES. Producao de lipase por
Aspergillus niger em diferentes subprodutos agroindustriais foi estudada por
Costa et al. (2017). Os autores avaliaram a composi¢cao e as condicdes do
meio de cultura para producao de lipase de A. niger, sendo avaliado o teor de
umidade no inicio e no final do cultivo. Os subprodutos estudados foram farelo
de trigo, farelo de arroz, farelo de soja e casca de arroz, suplementados com
1% de uma das seguintes fontes de carbono: glicose, glicerol ou éleo de soja.
Os ensaios foram realizados em frascos cilindricos de 500 mL com tampa
perfurada (2,54 cm de didmetro), cobertos com papel filtro, contendo 40 g do
meio de cultivo (85% farelo e 15% casca de arroz). Casca de arroz foi
adicionada para ajudar na porosidade e transferéncia de oxigénio. O cultivo
ocorreu por 7 dias, na temperatura de 28 °C e umidade inicial de 50%, sendo
avaliado o teor de umidade no inicio e ao final do processo. A maxima atividade
lipasica obtida foi de 19,84 U/g com a mistura de farelo de arroz e glicerol. O
teor de umidade do meio de cultivo permaneceu estavel até o final do cultivo
em tono de 50%0,02%. Com base nos resultados obtidos pelos autores, pode-
se notar que o frasco do tipo erlenmeyer foi capaz de manter a umidade
durante o processo do cultivo, resultado similar ao encontrado neste trabalho.

Martins; Kalil; Costa (2008) estudaram a produgao de lipase por cultivo
em estado solido utilizando os fungos filamentosos Aspergillus
fumigatus e Phialemonium sp. e testaram o meio de fermentagdo utilizando
casca e farelo de arroz como substratos e 6leo de soja e 6leo diesel como

indutor, avaliando o teor de umidade desse meio ao final da fermentacéao.
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Ensaios foram realizados com um meio contendo a mistura de casca e farelo
de arroz e outro apenas com a casca de arroz. O cultivo foi conduzido em
erlenmeyer de 1000 mL e em biorreatores de coluna (50 mm de diametro e 250
mm de altura) por 120 h, com umidade inicial de 50% e a 30 °C. Os autores
observaram que no CES conduzido com o meio contendo apenas a casca de
arroz, a umidade ao longo da fermentagdo diminuiu em torno de 20% para o
ensaio em reator de coluna. Porém na fermentagao em frasco erlenmeyer, nao
houve alteragao no valor da umidade. O reator de coluna com aeragao forgada
para esse meio de cultivo ndo foi adequado, ja que a diminuigdo da umidade

prejudicou a producéao da lipase.

3.2.3 Producdo de lipase em biorreator de leito fixo e avaliacdo da taxa de

aeracio na producio da lipase de A. niger 11T53A14

A utilizagdo de biorreatores de leito fixo na producéo de lipase por CES
pode proporcionar um maior controle de parametros operacionais (temperatura
e teor de umidade do leito) e o aumento de produtividade em relagdo ao
biorreator de bandeja.

Para o estudo da producao de lipase em biorreator de leito fixo (38,0 x
4,5 cm), o biorreator foi dividido em zonas de coleta do meio fermentado: topo
(31,5 cm de altura), meio (21 cm de altura) e base (10,5 cm de altura). Tal
procedimento teve por objetivo permitir uma melhor analise da atividade
enzimatica em todo o biorreator. Inicialmente, foi investigado o efeito da
aeracgéao (0,2; 0,35; 0,5; 1,0 e 1,5 vvm), onde o ar injetado foi borbulhado em
agua destilada e injetado na coluna. Os CES foram conduzidos em meio de
cultivo composto de farelo de trigo (96,5% m/m), borra de café A (3,5% m/m),
0,6 % m/m de nitrogénio do sulfato de amoénio e 55% de umidade, Ao término
do CES, o material (produto enzimatico sdlido - PES) contido no reator foi
coletado separadamente das trés amostras de acordo com a altura do leito do
biorreator de leito fixo. O teor de umidade (%) e a atividade lipasica (U/g) do
produto enzimatico solido (PES) foram determinados para cada amostra. Os
resultados obtidos neste experimento podem ser observados na Figura 17.
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Figura 17- Efeito da variagdo da vazao da aeragéo em biorreator de leito fixo na
atividade lipasica (U/g) (A) e na umidade do PES (B)
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Fonte: O autor, 2024

Na Figura 17a observa-se que a atividade lipasica (U/g), e, portanto, a
producao de lipase no CES, variou de acordo com a regido (topo, meio e base)
amostrada no biorreator com 0 aumento da aeragdo. As amostras retiradas da
base (h=10,5 cm) em menores aeragodes, 0,2 e 0,35 vvm, mostraram maiores
atividades lipasica, 153+2,6 e 148+3,0 U/g, respectivamente, do que das
camadas de meio e topo. Ja para aeragbes iguais ou maiores que 0,5 vvm,
observou-se maior atividade lipasica nas camadas superiores (meio e topo) e
menor atividade na base do biorreator. De acordo com os resultados obtidos
(Figura 17), a vazao da aeragao que obteve melhor desempenho no processo

de producao de lipase em biorreator de leito fixo em estudo foi 0,5 vvm com
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atividade lipasica de 170,5 £ 1,7 U/g no topo, 163,0 + 6,0 U/g no meio e 135 +
5,9 na base.

Em relacéo ao teor de umidade (%) do PES retirado das trés regides do
biorreator (topo, meio e base), conforme observado na Figura 18b, ndo houve
diferenga para as aeragdes 0,2; 0,35 e 0,5 vvm, e o valor de umidade ficou em
torno de 61%. Entretanto, com maiores aeragoées, 1,0 e 1,5 vvm, nota-se uma
reducdo do teor de umidade (em torno de 40 a 50%) para as amostras
retiradas da base do reator. Embora o ar injetado no biorreator de leito fixo seja
umedecido, este procedimento parece nao ter sido suficiente para evitar o
ressecamento no meio de cultivo na entrada do biorreator.

Este ressecamento do meio fermentativo na base do biorreator (1 e 1,5
vvm) foi observado visualmente, como mostrado na Figura 18 (pelas setas),
que consequentemente, acarretou a diminuicdo do teor de umidade e da
producdo da enzima. Segundo Avila et al. (2019), o teor de umidade no meio
de fermentacdo pode influenciar no processo de producédo da lipase, assim
como na atividade/estabilidade da enzima.

Na Figura 18a (1,5 vvm) percebe-se o meio seco e esfarelado ao ser
retirado da regido da base do biorreator. Na Figura 18b (1,0 vvm) nota-se um
escurecimento na base da coluna causado pelo ressecamento do meio de
cultivo, @ medida que aumenta a altura do leito (meio e topo) percebe-se o
meio todo branco, caracteristica do meio fermentado e da produgéo da enzima.
Esse ressecamento da base do biorreator de leito fixo ndo € observado nas
demais aeragdes 0,5 vvm (c), 0,35 vvm (d) e 0,2 vvm (e). Observa-se que nas
aeragdes de 0,35 vwvm e 0,2 vvm na altura do topo (como indicado na Figura
18d e 18e) nota-se uma parte do meio caracterizado pela cor marrom claro,
indicando que nao ocorreu crescimento do fungo. Esse nao crescimento do
fungo, também pode estar associado ao possivel aumento de temperatura
dentro do leito ao longo do cultivo (dados nao avaliados). A geragao de calor no
interior do leito € em fungdo do metabolismo dos microrganismos e o aumento
da temperatura ocorre devido a baixa condutividade térmica dos meios sdlidos.
Além disso, o crescimento microbiano, principalmente de fungos filamentosos,
causa agregacao e reducdo da porosidade do leito, diminuindo a dissipacéo do
calor. O aumento da temperatura dentro do leito ao longo da fermentagéo € um

dos principais problemas do CES. O aumento da vazdo de aeragdao é uma
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estratégia bastante utilizada para melhorar a transferéncia de massa e de calor,
removendo o calor simultaneamente por condugao e evaporagao. Que foi o
observado neste tranablho quando utilizada um aumento de vazao para iguais
ou acima de 0,5 vvm. Consequentemente, a falta de oxigénio limitou o
crescimento do fungo, o que pode ser comprovado pela menor atividade
lipasica determinada nas amostras retiradas da regido do topo do biorreator
nas CES conduzidas com aeragbes de 0,2 vvm (72+1,1 U/g) e 0,35 vvm
(85+1,4 U/g).

Figura 18- Biorreator de leito fixo apés CES variando a taxa de aeragao: (a) 1,5
; (b) 1,0; (c) 0,5; (d) 0,35 e (e) 0,2 vvm.

Fonte: O autor, 2024

Muruci et al. (2012) avaliaram a producao de lipase de Aspergillus niger
por CES utilizando farelo de trigo (residuo agroindustrial) e diferentes tipos de
indutores (borras de milho, de girassol e de canola). Os autores investigaram,
através de um planejamento fatorial completo 22, a influéncia da taxa da
aeracgao (0; 0,5 e 1,0 vwvm) e da adigdo de borra de milho (0; 0,5 e 1,0) em
biorreator de leito fixo (21,0cm x 2,2cm) com 17g de meio de cultivo e
obtiveram a maior producao de lipase (215,9 U/g) com 1,0 vvm de aeragao e
1% de borra de milho. Porém, elevada atividade lipasica (189,2 U/g) também
foi observada no ensaio sem adicado de borra e com 1 vwvm de aeracdo. Os
autores observaram que as maiores atividades lipasica foram obtidas com
maiores niveis de aeragdo. Esse comportamento foi diferente do observado

neste trabalho, onde a atividade foi menor com aeragdées maiores.
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A variagéo da aeragao (0,5; 1,0 e 1,5 vvm) e da umidade inicial do meio
de cultivo (40, 60 e 80%) (farelo de trigo, 0,1 % de nitrogénio do sulfato de
amoénio e borra de milho ou azeite como indutor), realizada em reator de leito
fixo com 15g de meio de cultivo a 32 °C por 48 horas de cultivo em estado
solido, para producéo de lipase de A. niger por CES foi investigada por Macedo
et al., (2009). Os autores utilizaram um planejamento experimental Plackett e
Burman e obtiveram a maior atividade lipasica (279,30 U/g) quando o CES foi
conduzido empregando taxa de aeragédo de 0,5 vwvm e 80% de umidade. Eles
constataram que a umidade foi estatisticamente significativa para o processo,
influenciando-o positivamente. No entanto, a aeragao influenciou de forma
negativa a producdo da lipase, indicando que, dentro da faixa de vazao
volumétrica (0,5, 1,0. e 1,5 vvm) avaliada, os melhores resultados de atividade
foram obtidos nos menores niveis de aeracdo. Os resultados obtidos pelos
autores mostraram assim como este trabalho, que menores areagdes
favorecem o cultivo, uma vez que em maior aeragao (1,5 vvm) foi obtida a
menor atividade lipasica (77,6 U/g).

Oliveira et al. (2017) avaliaram aeragdes (0,05; 0,1 e 0,2 L/min) em
reator de leito fixo (34 cm de altura x 3 cm de didmetro) para produgao de
lipase de Aspergillus ibericus MUM 03.49 por CES utilizando bagaco de
azeitona e farelo de trigo como substrato. Os autores obtiveram maior
producdo da lipase (136 U/g) com menores aeragdes (0,05 L/min). Com
aeragcdes maiores, eles observaram visualmente uma desidratacdo do
substrato no inicio da coluna, o mesmo comportamento foi observado neste
trabalho. Eles também realizaram um ensaio sem aeracao e verificaram que
nao houve crescimento do fungo e, consequentemente, ndo houve produgao
da lipase devido a falta de oxigénio.

Salgado et al. (2015) estudaram a producédo de celulases por CES
usando Aspergillus uvarum MUM 08.01 a partir de subprodutos do
processamento de azeite (bagaco de azeitona) e de vinho (bagago de vinho)
em biorreator de leito fixo (26,3 cm x 2,62 cm). As aeragdes testadas foram 0;
0,2; 0,4 e 0,6 L/min, também foi realizado um ensaio sem aeragéo. Eles
obtiveram a maior atividade da celulase (38,51+0,53 U/g") com 0,2 L/min. Os
autores verificaram que a alta taxa de aeracdo diminuiu a producido de

celulases, visto que a maior produgao ocorreu com aeragao mais baixa e foi
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18% superior a atividade obtida no ensaio sem aeracdo e 15% superior a
atividade obtida nos ensaios realizados em frascos erlenmeyer.

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, o uso do biorreator
de leito fixo aumentou a produgao de lipase de A. niger por CES. A condicao
ideal observada com o estudo da aeracdo foi de 0,5 vvm, com atividade
maxima alcangada na regidao do topo, meio e na base do biorreator de
170,5+1,6, 16316 e 1355 U/g, respectivamente, com média equivalente a
156,1+4,5 U/g. Este valor de atividade é aproximadamente 1,3 vezes maior do

que o resultado obtido no estudo em frasco erlenmeyer (12019 U/g).

3.3 Concentragao da lipase do extrato enzimatico obtido no CES

A purificagdo de uma enzima € utilizada para um melhor estudo de suas
caracteristicas bioquimicas e muitas vezes a obtencdo de um produto com
maior atividade para aplicagdes nos processos industriais. Quando se deseja
realizar um processo simples de purificagdo de enzima, a etapa de
concentragéo € realizada nos estagios iniciais do processo de recuperagao da
enzima e, geralmente, esta etapa tem rendimento maior em comparagdo com

as etapas cromatograficas (Tan et al., 2015).

3.3.1 Concentracao por precipitacdo com sulfato de amdnio

O extrato enzimatico bruto (EEB), obtido no CES em biorreator de leito
fixo (coluna toda, 0,5 vwvm de aeracédo, 3,5% m/m da borra de café A, 96,5%
m/m de farelo de trigo, 0,6% m/m de nitrogénio do sulfato de aménio e 55% de
umidade inicial), foi submetido a etapa de concentragao através da técnica de
precipitacdo com sulfato de aménio, avaliando diferentes condi¢cdes de
saturagdo de sulfato de amoénio (40, 50, 60, 70, 80 e 90% de saturagdo). Os

resultados obtidos apds a precipitacao estdo resumidos na Tabela 8.
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Tabela 7- Avaliagdo da concentracdo de lipase, presente no EBB obtido por

CES, apés precipitagdo com sulfato de aménio a 40, 50, 60, 70, 80 e 90% de

saturacao.
Volume Atividade
Proteina Atividade
da Atividade lipasica Rendimento  Grau de
Total especifica -
fragcdo (V) (U/mL) 1 (%)? purificagao3
(mg) (U/mg)
(mL)
EEB 40 44 .4 727,6 18,2 16,4 100,0 1
40% 15 1,6 39,8 2,6 241 55 1,5
50% 15 3,8 140,7 9,4 37,5 19,3 2,3
60% 15 9,9 357,6 21,6 36,1 49,2 2,2
70% 15 17,1 435,0 29,0 25,4 59,8 1,6
80% 15 26,1 456,2 30,4 17,5 62,7 1,1
90% 15 28,0 521,3 34,8 18,6 71,6 1,1

EEB — Extrato enzimatico bruto obtido apés CES

'Calculada dividindo-se a atividade total pela proteina total.

2Calculado pela atividade mantida apds cada etapa de precipitacdo, na forma de
percentagem da atividade total no extrato bruto. A quantidade total de atividade no
extrato inicial € considerada como 100%.

3Calculado pela razdo da atividade especifica em cada etapa de saturagdo pela
atividade especifica do extrato bruto.

Fonte: O autor, 2024

Analisando os resultados de atividade lipasica (U/mL), que é a atividade
presente nas amostras dos precipitados com sulfato de aménio (40, 50, 60, 70, 80
e 90% de saturagao), o maior valor (34,8 U/mL) foi obtido apds precipitagdo com
sulfato de amoénio a 90% de saturacao. Nesta condigdo também foi observado o
maior rendimento (%) no processo de concentragao (71,6 %) (Tabela 8 e Figura
19). Com 50% de saturagao, observou-se a maior atividade especifica (37,5 U/ mg
de proteina) e o maior grau de purificagao (2,3 vezes).

A Figura 19 ilustra o efeito da precipitagdo com sulfato de aménio em
diferentes saturacbes estudadas (40, 50, 60, 70, 80 e 90% de saturagdo) do

precipitado e do sobrenadante.
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Figura 19- Atividade lipasica (U/mL) no precipitado e no sobrenadante apés

precipitagdo com sulfato de amoénio a 40, 50, 60, 70, 80 e 90 % de saturagao.
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Fonte: O autor, 2024

Na Figura 20 estdo apresentados os resultados da atividade especifica
(U/mg de proteina) avaliado apds cada etapa de precipitagcdo com sulfato de
amonio para o precipitado e o sobrenadante em todas as condigbes estudadas
(40, 50, 60, 70, 80 e 90% de saturagéao).

Figura 20- Atividade especifica (U/mg de proteina) do precipitado e do
sobrenadante apds precipitagdo com sulfato de amédnio a 40, 50, 60, 70, 80 e

90% de saturagao.
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As Figuras 19 e 20 mostram que a precipitagdo com sulfato de amoénio
até 50% de saturagdo ndo é adequada para a concentracao da lipase, pois a
atividade especifica do sobrenadante foi maior do que a obtida a partir do
precipitado, obtendo um baixo rendimento (19,3%) (Tabela 8). No processo de
concentracdo da enzima deve-se considerar tanto os niveis de purificacao
quanto o rendimento da concentracdo da enzima, pois um alto grau de
purificacdo com baixo rendimento resulta numa massa de proteina pequena
para ser utilizada nos ensaios de caracterizacdo. Por outro lado, um alto
rendimento com baixo grau de purificagdo deixa muitos contaminantes na
fracdo (proteinas diferentes das de interesse) (Berg et al, 2004). Desta forma,
para a concentracdo da lipase, foi escolhida a precipitagcdo com sulfato de
amoénio a 70% de saturacdo, pois verificou-se uma purificacdo de 1,6 e um
rendimento de 59,8 %.

Sethi; Nanda; Sahoo, (2016) caracterizaram a lipase extracelular de
Aspergillus terreus NCFT42 69.10 apds concentracdo da enzima por
precipitagdo com sulfato de aménio e cromatografia. Os autores realizaram a
precipitagdo com sulfato de aménio a 80% de saturagcdo e, em seguida, a
cromatografia em coluna de exclusdo por tamanho usando SephadexG-100.
Eles conseguiram um rendimento de 18,38% e uma purificagdo de 2,01 vezes
com a etapa de precipitacdo com sulfato de aménio a 80% de saturacao. Apds
a etapa cromatografica, o rendimento foi de 8,48% e a purificacédo de 2,56
vezes. A massa molecular da lipase, determinada por eletroforese, foi de 46,3
kDa. Em relagdo a etapa de precipitacdo com sulfato de amoénio, resultados
melhores foram obtidos neste trabalho (70% de saturagdo com 1,6 de
purificacéo e 59,8% de rendimento).

Nakajima-Kambe et al., (2012) purificaram a lipase de Aspergillus niger
MTCC 2594, usando a técnica de precipitacdo com sulfato de aménio a 80% de
saturagdo, seguida de uma etapa de cromatografia de interagdo usando octyl
sepharose CL-4B. Os autores obtiveram para a etapa de precipitagdo com
sulfato de aménio um rendimento de 32,7% e uma purificacdo de 13,9 vezes.
Ja a etapa cromatografica permitiu uma purificacdo de 53,8 vezes com
rendimento de 13,3%. A massa molecular da lipase, determinada por SDS-
Page, foi de aproximadamente 35-37 kDa.

A lipase de Aspergillus niger FO44 foi purificada e caracterizada por
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(Shu; Yang; Yan, 2007). Os autores utilizaram varias etapas para purificagéo
da enzima: precipitagdo com sulfato de aménio (60% de saturagéo), seguido da
cromatografia de troca aniénica DEAE-Sepharose e cromatografia de filtracéo
em gel Sephadex G-75. Para a etapa de precipitagdo, um fator de purificacdo
de 1,37 vezes e rendimento de 95,01% foram alcancados. Ja as etapas
cromatograficas conseguiram uma purificagao de 73,71 vezes com rendimento
final de 33,39% e a proteina com massa molecular de aproximadamente 35-40
kDa determinada por SDS_PAGE.

A produgéo e caracterizagao da lipase de A. niger produzida por CES foi
avaliada por Muruci, (2012), onde foi avaliada a concentragdo enzimatica por
precipitacdo com sulfato de amobnio do extrato bruto obtido em quatro
condigdes de saturagao (40, 60, 80 e 90%). A melhor condicdo adotada pelo
autor foi de 90% de saturagao com rendimento de 38% e fator de purificacao
de 1,3. Os resultados da técnica de precipitacdo com sulfato de aménio obtidos
neste trabalho para melhor condi¢do escolhida (70% de saturagdo) com grau
de purificagcao de 1,6 e rendimento de 59,8% foram melhores do que os obtidos
por Muruci, (2012), pois em uma saturagdo de sal mais baixa foram obtidos

maiores valores de purificacdo e rendimento.

3.3.2 Concentracao por ultrafiltracao

A ultrafiltracao foi realizada a partir do extrato enzimatico bruto obtido na
CES usando o sistema de filtragdo molecular com uso da membrana Amicon®,
onde foram testados os tamanhos de 10, 30, 50 e 100 kDa. A caracteristica
dessas membranas € a retengdo de um peso molecular acima de um peso
molecular especifico. Os resultados obtidos apds o processo de ultrafiltracao

estao resumidos na Tabela 9.
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Tabela 8 - Avaliacdo do processo de concentracao da lipase, presente no EEB

concentrado obtido por CES, apés ultrafiltragdo com membrana Amicon® Ultra.

Atividade do Atividade
Atividade Proteina Atividade do
concentrado especifica do
inicial Total concentrado
(U/mL) concentrado
(U/mL) (mg) (U) 1
(U/mg)
10 KDa 16 2,5 24,0 37,5 1,56
30 KDa 16 45,3 75,0 679,5 9,06
50 KDa 16 47,6 51,0 714,0 14,00
100 KDa 16 56,8 75,0 852,0 11,36

'Calculada dividindo-se a atividade total pela proteina total.
Fonte: O autor, 2024

Através dos resultados obtidos (Tabela 9), observou-se que o maior
valor de atividade especifica (14,00 U/mg) foi obtido com a utilizacdo da
membrana de 50 KDa. Nessa condicdo também foi obtido um valor de
atividade lipasica do concentrado (47,6 U/mL), sendo 3 vezes maior do que a
obtida com extrato enzimatico bruto inicial (16,0 U/mL).

Esses resultados vao de acordo com a literatura, onde € reportado que
os valores médios de peso molecular esperados para lipase sao de 30-50kDa
(Sharm; Chisti; Banerjee, 2001a). O fato da membrana de 50 kDa ter
desempenho melhor do que a de 30 kDa pode ser explicado pelo fato da lipase
estudada possuir um peso molecular mais préximo de 30 kDa, pois se a
solugdo possuir um peso molecular proximo do peso molecular da membrana,
as proteinas serao parcialmente retidas.

Levando em consideragcao as duas técnicas utilizadas neste trabalho
para concentragao do extrato enzimatico bruto obtido na CES, percebeu-se que
aquela que obteve melhor resultado de concentragdo foi utilizando a
ultrafiltracdo com Amicon® Ultra (membrana com tamanho de corte de 50 kDa).
Sendo assim, a fim de concentrar a enzima para imobilizagdo, decidiu-se

utilizar esta técnica.
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3.4 Efeito do pH e da temperatura na atividade enzimatica

O conhecimento e a analise das propriedades bioquimicas da lipase sao
de grande importéncia, pois permite avaliar as particularidades da atuagéo
enzimatica e a melhor condicdo para aplica-la na industria. O estudo do pH e
da temperatura otima de atuacédo da lipase € uma das propriedades
fundamentais a serem estudadas para aplicagdo em bioprocessos.

Manter o pH 6timo de trabalho da enzima afeta na sua aplicacao, pois as
reacdes cataliticas geralmente envolvem grupos que sao ionizaveis tanto na
enzima como no substrato, assim como a transferéncia de protons, por isso o
primeiro € mais simples passo é a determinagao do efeito do pH na atividade
enzimatica.

Os valores de pH avaliados, na reacao de hidrélise de 6leo de oliva,
foram 5, 6, 7 e 8. Os resultados obtidos nesses experimentos estdo
apresentados na Figura 21.

Figura 21 - Efeito do pH na atividade da lipase de A. niger 11T53A14
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De acordo com a Figura 21, verifica-se que a lipase de A. niger
11T53A14 no EBBC (extrato enzimatico bruto) apresentou maior atividade no
pH 6,0 (48,3+0,6) e a menor atividade no pH 8,0 (21,6+1,4 U/mL). Nos pHs 5 e
7, os valores de atividade foram préximos ao valor maximo observado
(37,4+£0,0 e 39,8+1,6 U/mL, respectivamente). A maioria das enzimas exibe
uma curva de pH em forma de um sino, e esse perfil também foi observado
para a lipase de A. niger 11T53A14, mostrando que essa enzima pode ser
usada, sem perda consideravel da atividade, na faixa de pH entre 5-7
(Punekar, 2018)

A temperatura é outro fator importante a ser avaliado na atividade
lipasica, pois ela influencia na catalise enzimatica. As enzimas podem ser
desnaturadas pela temperatura, que tem efeitos complexos nas interagdes
fracas da proteina (principalmente sobre as liga¢gdes de hidrogénio). Quando a
temperatura de uma reagcédo é aumentada, a conformacgao proteica da enzima
em geral permanece no seu estado conformacional nativo até que, a partir de
uma faixa de temperatura, ocorre a perda da sua estrutura e,
consequentemente, da sua fungdo (Nelson; Cox, 2014).

A reacao de hidrdlise do 6leo de oliva foi conduzida nas temperaturas de
30, 40, 50 e 60 °C. A atividade enzimatica determinada nessas reagdes esta
apresentada na Figura 22.

Figura 22- Efeito da temperatura na atividade da lipase de A. niger 11T53A14
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Pela Figura 22, pode-se observar que a enzima exibiu o maior valor de
atividade (65,8+0,6 U/mL) na temperatura de 50 °C e uma diminuicdo da
atividade lipasica (53,82 U/mL) na temperatura de 60 °C, mostrando o efeito
da desnaturacio térmica.

Zavarise; Pinotti (2020) realizaram uma revisao sobre caracterizacao
bioquimica de lipases de fungos filamentosos e verificaram que o pH 6étimo
dessas enzimas se encontra na regido préximo a neutralidade em pH 6,5 a 7,5.
Ja em relacdo a temperatura, observaram uma variacdo da temperatura 6tima
na faixa de 35 - 60 °C, sendo que a maioria das lipases obtidas de Asperqgillus
niger possui temperatura 6tima de 37 °C a 55 °C. Esses dados corroboram com
os resultados obtidos no presente trabalho. A lipase de A. niger 11T53A14
apresentou atividade lipasica maxima na faixa de pH entre 5,0 e 7,0 e
temperatura entre 30 e 60°C (Figuras 21 e 22). Portanto, apresentou um perfil
de acordo com o esperado para enzimas mesofilicas.

Sethi et al. (2016) fizeram a caracterizagdo da lipase de Aspergillus
terreus NCFT 4269.10 produzida por CES. Os autores verificaram que a lipase
purificada foi mais ativa em pH 6,0 e temperatura de 50 °C. Santos et al.,
(2017) avaliaram o pH e a temperatura 6timos para a lipase de Aspergillus
niger obtida por CES, encontrando os valores de pH 5,0 e temperatura de 55
°C. Liu et al., (2015) investigaram a purificagdo e a caracterizagéo da lipase de
Aspergillus niger AN0512, apds a concentragcado e purificacdo da enzima por
precipitacdo com sulfato de amoénio seguida de cromatografia de exclusao por
tamanho. A lipase apresentou pH 6timo de 5,0 e temperatura de 50 °C.
Andrade et al. (2016) estudaram a estabilidade da lipase de Aspergillus niger
quanto ao pH e temperatura e encontraram pH e temperatura 6timos de 5,5 e
50 °C, respectivamente. A lipase foi estavel entre pH 5,5-6,5 e nas
temperaturas de 40-50°C.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho e a comparagcdo com os
resultados obtidos por outros autores & possivel corroborar informagdes de que
as lipases atuam em diferentes faixas de temperatura e pH 6timos, mesmo

quando sao da mesma classe de fungos filamentosos.
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3.5 Estabilidade a estocagem sob refrigeragao

A fim de avaliar a capacidade da lipase produzida manter sua atividade
ao longo do tempo, foi realizado o estudo da estabilidade a estocagem na
geladeira (6 °C), durante 30 dias, cujos resultados estdo apresentados na
Figura 23. Essa analise €& importante para o uso da enzima em escala

industrial, bem como para realizagdo dos experimentos no laboratério.

Figura 23- Estabilidade da lipase de A. niger 11T53A14 a estocagem em
geladeira (6 °C).
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Fonte: O autor, 2024

Observa-se na Figura 23, que a enzima perdeu 30% de atividade apds
ser mantida a 6 °C por 7 dias. Apés 30 dias, a perda de atividade foi de 56,5%.

Muruci (2012) estudaram a estabilidade da lipase produzida por
Aspergillus niger a estocagem a 5 °C (geladeira) e ao congelamento (-18 °C). A
enzima perdeu cerca de 24% da atividade em 15 dias de armazenamento a 5
°C e, a partir de 30 dias, a perda foi mais acentuada. Ja no armazenamento a -
18 °C, a lipase manteve 100% da atividade inicial apos 150 dias. Lazari (2010)
observou que a lipase de S. thermophilum, mantida em geladeira, perdeu
atividade rapidamente, retendo apenas 50% do valor inicial em 7 dias.

As propriedades de estabilidade das enzimas podem sofrer variagdes

significativas dependendo da sua origem, tempo de incubagdo, pH e
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temperatura, componentes presentes no extrato enzimatico e do método
utilizado, sendo desta forma dificil a comparacgéo (Carvalho et al., 2005; Lopez-
Hernandez; Garcia; Hill, 2006). Existe op¢des de armazenamento que podem
ser usadas com mais eficacia para manutengao da atividade, como liofilizacdo

ou até mesmo o armazenamento a temperaturas mais baixas (-18 °C).

3.6 Imobilizagao da lipase

3.6.1 Imobilizagao por adsorgéo fisica utilizando carvao ativado

A imobilizacdo utilizando como suporte carvao ativado foi realizada pelo
meétodo de adsorgao fisica. Foram utilizados o extrato enzimatico de A. niger
11T53A14 concentrado por ultrafiltracdo (50 kDa) e a lipase comercial liquida

CalB (lipase B de Candida antarctica).

3.6.1.1 Cinética de adsorcao da lipase no carvao ativado obtido da palha de

cana-de-agucar

Inicialmente, foi investigada a cinética de adsor¢do das lipases do
extrato enzimatico bruto de A. niger e da lipase comercial CalB no carvao
ativado a fim de determinar o tempo necessario de imobilizagdo. A adsorgao é
um fendmeno de superficie e, no equilibrio, o processo deve estar em um
estado dindmico, em que a taxa de processo direto € igual a taxa do processo
reverso. Para determinar o tempo de contato necessario para atingir o
equilibrio de adsor¢do da imobilizagcdo da lipase no carvdo ativado, os
experimentos foram conduzidos por 180 min a 25°C. A quantidade de proteina
adsorvida versus tempo de imobilizagdo € mostrada na Figura 24. Os

resultados para lipase de A. niger mostram que com o0 aumento do tempo de
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imobilizacdo, diminuiu a quantidade de proteina livre, que permaneceu
praticamente constante apds 90 min. O resultado da imobilizagdo de CalB no
carvao ativado foi semelhante, ndo sendo observadas alteracbes marcantes
para tempos de imobilizacdo superiores a 120 min. Portanto, o tempo de
contato de 120 min foi selecionado para o estudo por garantir o equilibrio de

adsorcao nas condi¢des do ensaio.

Figura 24 - Cinética de adsorc¢ao da lipase de A. niger e CalB no carvao ativado

da palha de cana-de-agucar.
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Condicdo de imobilizagdo: 0,15 g de carvao ativado em 15 mL de extrato
enzimatico (CalB ou lipase de A .niger) na concentracao inicial de proteina 0,1
mg/mL, preparada em solugéo de tampao fosfato (25 mM a pH =7), T = 25°C.

Fonte: O autor, 2024

Lipases como a lipase de pancreas suino (Brito et al., 2020, Brito et al.
2017; (Gongalves et al., 2021), de Candida rugosa(Lee et al., 2019), de
Rhizopus oryza, de Burkholderia cepacian (Almeida et al., 2017) , de Candida
antarctica B (Naranjo et al., 2010) e de Pseudomonas gessardii (Ramani et al.,
2012) foram imobilizadas em carvao ativado pelo método de adsorgao. De
acordo com os resultados desses trabalhos, pode-se constatar que o carvao
ativado apresentou alta capacidade de imobilizagdo e o derivado enzimatico
obtido teve boa atividade. Desta forma, o carvao ativado € um material que
pode ser considerado uma alternativa promissora como suporte para

imobilizagao de lipase.
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Brito et al., (2020) observaram que a adsorgédo enzimatica é mais rapida
nos estagios iniciais do processo e mais lenta proximo ao equilibrio devido a
muitos sitios de adsorgdo disponiveis na superficie do carvdo no inicio do
processo, e que diminui com o tempo. Além disso, ha um aumento das forgas
repulsivas entre as moléculas de enzimas adsorvidas, o que dificulta o
processo de adsorgdo nos sitios remanescentes. O carvao ativado possui
grupos carboxilicos na sua superficie, o que pode favorecer a ligagao dos

grupos amino da enzima com o suporte (Rodrigues et al., 2019).

3.6.1.2 Efeito da concentragao de proteina no processo de imobilizagao

A imobilizacdo de lipases foi estudada usando diferentes concentragdes
de proteina para entender a natureza da imobilizagcdo da lipase no carvao
ativado. Assim, diferentes concentracbes da lipase de A. niger e CalB foram
imobilizadas por 120 min. O aumento na concentracéo de proteina resultou em
aumento da massa de proteina adsorvida no suporte até atingir o valor maximo
de 10,0 e 33,0 mg proteina/g suporte para A. niger lipase e CalB,
respectivamente. Essa diferenca na capacidade de adsor¢ao pode ser
explicada considerando que nem todas as lipases tém a mesma afinidade por
um determinado suporte (Rodrigues et al., 2019). Além disso, segundo analise
de eletroforese (dados ndo apresentados), o extrato enzimatico de A. niger
contém maior quantidade de outras proteinas além da lipase de interesse.
Portanto, o fato do extrato enzimatico de A. niger estar sendo testado na
mesma concentracédo de proteina que CalB pode nao significar que ele contém
a mesma concentracao de lipase. As lipases sao as unicas proteinas soluveis
em agua extensivamente imobilizadas em suportes hidrofébicos (Rodrigues et
al., 2019). Por esse motivo, a imobilizagao de lipases em suportes hidrofébicos
também pode ser usada como um método de purificagdo de lipases de outras
enzimas (Rodrigues et al., 2019).

Os dados de adsorcdao sao convenientemente representados por
isotermas, que ajudam a determinar a capacidade de imobilizacdo do suporte.
A capacidade do carvao ativado para adsorver a lipase foi avaliada usando o
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modelo ndo linear de isoterma de Langmuir. A isoterma de adsorgao
representa a quantidade de equilibrio de proteina adsorvida (Qe) em funcao de
sua concentracao de equilibrio (Ce). A Figura 25 mostra o ajuste de Langmuir
aos dados experimentais da quantidade de proteina adsorvida em funcéo da
concentracdo de proteina empregada no processo de imobilizagdo. Os
parametros da isoterma e o coeficiente de determinagdo (R?) estdo resumidos
na Tabela 10. O modelo de isoterma de Langmuir ajustou-se bem aos dados
experimentais, mostrando um alto coeficiente de determinacéo para a lipase de
A. niger (R* = 0,95) e CalB (R?* = 0,96). O valor da constante de equilibrio de
adsorgao estimado pelo modelo foi igual a 14,4 £ 2,9 para a lipase de A. niger e
1,33 + 0,64 mL/mg para CalB. O modelo de Langmuir assume que apenas uma
camada monomolecular de adsorvato nao interativo é formada na superficie do
adsorvente (Brito et al., 2020; Latour, 2015). Nesse caso, esses resultados
indicariam que a adsorgao de proteinas no carvao ativado ocorre como uma

camada monomolecular sem interagdes entre as espécies adsorvidas.

Figura 25 - Capacidade de imobilizagdo de lipase por adsor¢do em carvao

ativado. A. niger lipase (A) e CalB (B) no carvao ativado.
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Condicdes: As imobilizagdes foram realizadas em temperatura ambiente (25 *
1 °C) por 120 min, utilizando 15 mL de solugdo enzimatica, que foi preparada
diluindo-se o extrato enzimatico em tampé&o fosfato (25 mmol L', pH 7), e 0,15g
de suporte.

Fonte: O autor, 2024

Tabela 9 - Parametros da isoterma de Langmuir para adsorg¢ao da lipase CalB

e de A. niger no carvao ativado

Enzima Qm (mgproteina gsuporte'1) K (mL mgproteina'1) RL R2
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CalB 99,3+ 34,5 1,33 £ 0,64 0.007 0.96
A.niger 11,1+ 0,6 14,4+2,9 0.006 0.95

As imobilizagdes foram realizadas em temperatura ambiente (25 + 1 °C) por
120 min, utilizando 15 mL de solucé&o enzimatica, que foi preparada diluindo-se
o extrato enzimatico em tampao fosfato (25 mmol L', pH 7), e 0,15g de
suporte.

Fonte: O autor, 2024

Com relagao ao parametro RL, que representa o inverso da razdo das
constantes de adsorgédo/dessorc¢ao (1/1+(K*Qm)), foram obtidos valores abaixo
de 1, o que indica um fendbmeno de adsorcéo favoravel para todas as enzimas
avaliadas, demonstrando assim a viabilidade da imobilizacdo da enzima em
carvao ativado.

A quantidade de enzima que deve ser carregada no suporte € uma das
principais caracteristicas a serem consideradas na preparagao de um
biocatalisador por imobilizagdo (Secundo, 2013). Diferentes concentragdes
iniciais de proteina foram estudadas para avaliar o efeito da concentragao
inicial da enzima na imobilizacdo da lipase por adsorgao (Tabela 11).
Observou-se que o aumento da concentragcdo de proteina inicial no processo
levou a um aumento da capacidade adsortiva no suporte para ambas as
lipases. Com relacéo a eficiéncia de imobilizagdo (Tabela 11), o valor maximo
foi observado para concentragdes intermediarias (0,1 mg/L) para ambas as

lipases.

Tabela 10- Efeito da concentragao inicial da enzima na capacidade adsortiva

(Q) e rendimento na imobilizagédo da lipase.

Concentragao
3 Q (mg/g) RI imobilizaggo (%) Q (mg/g) RI imobilizagao (%)
de proteina
A. niger A. niger CalB CalB
(mg/L)

0,08 6,0 70,0 7,9 72,9
0,1 7,3 89,0 13,0 99,8
0,15 7,9 68,0 15,0 93,5
0,2 8,0 52,6 21,0 94,5
0,3 9,0 30,0 31,0 87,8

0,4 9,0 31,3 33,0 68,1
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Condi¢des: pH 7,0; temperatura 25°C; carvao ativado 0,15 g; tempo 120 min.

Q = capacidade adsortiva (massa de proteina (mg) adsorvida por grama de
suporte)

RI = rendimento de imobilizagao

Fonte: O autor, 2024

A andlise das interacdes entre a enzima e o suporte pode explicar o
comportamento observado quando se variou a concentragdo da enzima
(Tabela 11). A imobilizacdo da lipase pode ser influenciada pela interagcao
proteina/suporte utilizada no processo de imobilizacdo. Quando ha baixo teor
de proteina/suporte (mg proteina/g suporte), alguns locais de adsor¢édo podem
estar disponiveis e alguma interagao (proteina/suporte) pode ser observada.
Por outro lado, em altas concentragdes iniciais de proteina, os sitios de ligacéo
no suporte solido estdo saturados, resultando em menos sitios de ligacado
disponiveis para moléculas adicionais de lipase adsorverem. Além disso,
maiores concentragdes enzimaticas possibilitam a formacao de mais interagcdes
proteina-proteina, levando a alteragdes conformacionais e, consequentemente,
a uma diminuigdo mais acentuada da atividade hidrolitica.

Em relagdo a atividade hidrolitica da lipase imobilizada, os valores de
atividade enzimatica dos derivados imobilizados de lipase A.niger em carvao
ativado (CA-A.niger), obtidos a partir de diferentes concentragdes iniciais de

proteina, sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 11 - Efeito da concentragao inicial da lipase de A. niger na atividade

hidrolitica do biocatalisador imobilizado

Concentracgao de proteina (mg/L) Atividade lipasica (U/g)
0,08 139,8
0,1 300,2
0,15 155,1
0,2 108,5
0,3 45,0
0,4 59,6

Condicdes: pH 7,0; temperatura 25°C; carvao ativado 0,15 g; tempo 120 min.
Fonte: O autor, 2024
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Este resultado mostra que a atividade maxima (300,2 U/g) foi observada
para o biocatalisador obtido a partir do extrato enzimatico na concentragao de
0,1 mg/mL de proteina. Os valores decrescentes da atividade enzimatica com o
aumento da carga de lipase indicam que, embora a maior parte da proteina
tenha sido adsorvida na superficie do suporte (resultados mostrados na Tabela
11), poucas lipases permaneceram ativas. A atividade enzimatica o6tima
depende dos efeitos do suporte na conformagao enzimatica e de limitagcoes
difusionais devido a concentragdo da enzima na superficie do suporte
(Secundo, 2013). A sobrecarga de moléculas enzimaticas causa algumas
interacbes proteina-proteina desfavoraveis, levando a multicamadas ou
aglomerados de moléculas enzimaticas na superficie do suporte (Anand;
Weatherley, 2018; Pashangeh et al., 2017; Secundo, 2013). Além disso,
algumas enzimas, como CalB, sdo mais suscetiveis a mudancas
conformacionais apds a adsorcdo e, portanto, perda de atividade (Anand;
Weatherley, 2018; Secundo, 2013).

Secundo (2013) relatou trés regimes de carregamento de superficie em
relacéo a atividade catalitica do suporte enzimatico. O primeiro regime mostra
uma reducgao da atividade catalitica devido a interagdo maxima enzima-suporte
que ocorre quando a superficie do suporte esta coberta por poucas moléculas
enzimaticas. O terceiro regime ocorre quando a concentragdo da enzima ¢é alta,
com elevada cobertura superficial do suporte. Nesse regime, as moléculas
enzimaticas sdo empacotadas em multicamadas na superficie do suporte e as
limitagdes de transferéncia de massa sao responsaveis pela menor atividade
enzimatica. O segundo regime é observado quando ocorre a cobertura
intermediaria da superficie. Nesse caso, as interacbes enzima-enzima evitam
interacdes excessivas da enzima com o suporte, preservando a conformagao
da enzima ativa.

Brito et al. (2017) avaliaram o efeito da concentragéo inicial de proteina
na imobilizagdo da lipase por adsorgdo em carvao ativado de carogos de caja.
Segundo os autores, observou-se que o aumento da concentragdo da enzima
levou a um aumento da carga proteica no carvao ativado, mas a atividade
maxima foi observada para concentragdes intermediarias. Pashangeh et al.,
(2017) também estudaram o efeito da concentragéo inicial da lipase Rhizopus

oryzae na imobilizagdo covalente em nanoparticulas magnéticas
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funcionalizadas com grupo amino. Eles variaram a concentragdo inicial de
lipase (0,1-0,3 mg/mL) e observaram que a atividade relativa atingiu um valor
maximo quando se utilizou 0,1 mg/mL de lipase. De acordo com os autores,
como os sitios de ligagao na superficie do suporte sdo limitados, a sobrecarga
(saturacdo) das moléculas enzimaticas causa o aumento de algumas
interacbes proteina-proteina desfavoraveis na superficie do suporte.
Consequentemente, menos moléculas de enzimas, imobilizadas no suporte,
estdo disponiveis para catalisar a reagéo. Isso também restringe a difusdo do
substrato e do produto, respectivamente, para dentro e para fora da superficie

do suporte.

3.6.2 Imobilizacdo em ferrita de niquel

A lipase de A. niger foi imobilizada por adsorcao fisica e ligagcao
covalente em nanoparticulas de NiFe20a4.

Inicialmente foi avaliado o processo de imobilizagdo da lipase de A. niger
em NiFe204 por adsorgéo fisica, verificando o efeito da concentragao inicial de
proteina (0,05 a 0,3 mg mL™") em 24 horas para avaliar a eficiéncia de

imobilizagdo. Os resultados podem ser observados na Figura 26.
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Figura 26 - Efeito da concentragdo inicial de proteina no rendimento de

imobilizagado da lipase de A. niger em nanoparticulas de ferrita de niquel.
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Condicao de imobilizacdo: t = 24 h., 0,1 g de carvao ativado na solugao
enzimatica (tampao fosfato de sodio 25 mM, pH =7) T = 25 °C).
Fonte: O autor, 2024

Com base nos resultados da Figura 26, a concentragdo inicial de
proteina que permitiu a maior eficiéncia de imobilizagdo (17%) também foi de
0,1 mg/mL, no entanto, com uma eficiéncia bem menor do que a observada na
imobilizagdo em carvao ativado (89%). A quantidade de enzima imobilizada &
fundamental, mas a atividade resultante da interagdo € o que vai garantir a
viabilidade e aplicabilidade do biocatalisador final. As solugdes enzimaticas de
referéncia (ensaio realizado com a enzima, em condi¢cdes idénticas, mas na
auséncia de suporte) mantiveram plena atividade durante todo o processo de
imobilizacdo por 24h, indicando que o decaimento da atividade observado no
sobrenadante, durante o processo de imobilizagcdo, esta diretamente
relacionado a adsorcdo da enzima ao suporte. O biocatalisador obtido na
imobilizagdo a partir da solugdo de proteina na concentracédo de 0,1 mg/mL
apresentou atividade lipasica de 39,5 U/g, valor bem abaixo do observado com
o carvao ativado (300,2 U/g).

Aghabeigi et al. (2023) utilizaram o oxido de grafeno sintetizado e
magnetizado a partir de nanoparticulas de ferrita de niquel como suporte para a

imobilizagdo da lipase de Candida rugosa. Eles avaliaram o efeito da
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concentragéo de lipase (30—160 pg/mL) e a concentragao inicial ideal de lipase
também foi de 0,1 mg/mL (para 10 mg de suporte).

A fim de melhorar o processo de imobilizagdo na ferrita de niquel, o
meétodo de ligagédo covalente foi avaliado. Para isso, foi realizada inicialmente a
modificagdo da superficie do suporte, ou funcionalizagdo das nanoparticulas,
com o auxilio do agente de acoplamento 3-aminopropil-trimetoxisilano
(APTMS). Os organossilanos, tais como o APTMS, sédo agentes de
acoplamento promissores, pois apresentam sitios reativos adequados para
modificagdo quimica da superficie, permitindo a interagdo de materiais
inorganicos com organicos.

O processo de silanizagdo ocorre entre os grupos hidroxilas da
superficie da NiFe204 e os grupos alcoxidos do APTMS. Os grupos amino (-
NH2) do APTMS podem interagir com os grupos de aminoacidos da enzima e
com os grupos aldeido (-CHO) do glutaraldeido (Kim; Kwon, 2017). Neste
trabalho, apds a funcionalizagédo da ferrita com APTMS, a lipase foi ligada por
uma unido covalente ao grupo amino-NiFe204 pelo gluteraldeido.

A imobilizagdo da lipase em nanoparticulas magnéticas (MNPs) foi
investigada para obter um derivado com alta atividade. Para a imobilizagao
covalente foi estudada a influéncia do percentual de glutaraldeido em solugao
enzimatica (2,5 e 0,25 %). A Tabela 13 mostra os resultados da atividade do

biocatalisador e o rendimento da imobilizagao.

Tabela 12 - Imobilizagao de A. niger em NiFe204: rendimento de imobilizagao

(RI) e atividade enzimatica

Método de imobilizagéo RI (%) Atividade do
biocatalisador (U/gpio)
NiFe204 (Adsorgao fisica) 17,5 39,0 £1,2
NiFe204-APTMS-GLU (2,5%) (Ligagéo 99,8 225,2 #1,3
covalente)
NiFe204-APTMS-GLU (0,25%) 83,4 46,5 11

(Ligacao covalente)

Condicdes de imobilizacdo: 10 mL de solugdo enzimatica, em tampao fosfato
de sddio (25 mM, pH 7), 0,1 g de suporte, concentragdo de proteina: 0,1 mg.
mL-1. Adsorcao fisica: 25 °C e ligacao covalente 8 °C.

Fonte: O autor, 2024
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A modificagdo do processo de imobilizagdo melhorou o desempenho do
biocatalisador, como pode ser observado na Tabela 13. A atividade do
biocatalisador aumentou quase 6 vezes quando glutaraldeido a 2,5% foi usado
na imobilizagdo covalente. Ressalta-se que este é o primeiro relato de
imobilizagdo de lipase de A. niger imobilizada em nanoparticulas de NiFe20a.
Atacan et al. (2019) relataram a imobilizacdo de glicose oxidase em
nanoparticulas de NiFe204 modificadas com tanino. Ashjari et al. (2020) ligaram
covalentemente a lipase de Rhizomucor miehei (RML) e de Thermomyces
lanuginosa lipase (TLL) a nanoparticulas magnéticas de nucleo de silica
(FesO4@Si02). Os autores obtiveram imobilizagao rapida de ambas as enzimas
(1,5-12 h) com altos rendimentos de imobilizagdo (81-100%).

Ibrahim et al. (2016) mostraram que a imobilizagdo covalente teve uma
alta eficiéncia de imobilizagcdo em comparagdao com a adsorgao fisica, mas a
atividade da enzima imobilizada foi menor que a da enzima livre. Assim, uma
simples estratégia de imobilizacdo pode ndo garantir um processo rapido e com
alta atividade ao mesmo tempo.

O glutaraldeido, nas condi¢des utilizadas, favoreceu a imobilizagdo da
lipase. Estudos anteriores relataram um resultado semelhante. Osuna et al.
(2015) imobilizaram lipase de Aspergillus niger em nanoparticulas magnéticas
revestidas com quitosana e ativadas com glutaraldeido, alcangando um
rendimento de imobilizacdo de 90,1£1,1% e atividade de 309,5+2,0 U/g.
Monteiro et al., (2019) imobilizaram lipase A de Candida antarctica por ligagéo
covalente em nanoparticulas magnéticas revestidas com quitosana e ativadas
com glutaraldeido, obtendo nesta condigdo 84,1%%1,0 de rendimento de
imobilizagao e 208,0+3,0 U/gt1,1 de atividade enzimatica.

Portanto, a ligagcao covalente da ferrita de niquel com APTMS permitiu
uma ligacao entre a lipase e o suporte, e o glutaraldeido pode ser usado como

um agente ativador no processo de imobilizagdo (Mohamad et al., 2015).
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3.7 Caracterizagao do biocatalisador

3.7.1 Difracdo de Raio X (DRX)

Os padroes de difragdo de raios X foram realizados para o carvao
ativado antes e apds a imobilizacao e para a ferrita de niquel pura e apds a
funcionalizagdo com APTMS.

O DRX do carvao ativado e da lipase imobilizada no suporte (A. niger e
CalB) sao mostrados na Figura 27. Nota-se que todos os perfis exibem grandes
picos centrados em aproximadamente 22 e 45°C, relacionados a estrutura
amorfa de carvao ativado (Silveira et al., 2020). A presenga da enzima n&o
promoveu mudancgas significativas nos difratogramas, apenas aumentou a
intensidade do pico e deslocou levemente o pico principal para a direita, o que
pode sugerir uma reestruturacdo do carvao ativado apos o processo de

imobilizacao.

Figura 27 - Perfil do DRX do carvao ativado antes e depois do processo de

imobilizagao.
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Carvéo Ativado

Intensidade (a.u.)
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Fonte: O autor, 2024

A Figura 28 exibe o perfil DRX da ferrita de niquel e da ferrita de niquel
apdés modificacdo com APTMS. Todos os perfis sdo semelhantes, indicando
que a adicao de APTMS nao promoveu uma transformagao de fase cristalina
significativa. Os picos localizados em 26 iguais a 18,5, 30,4, 35,8, 37,4, 43,5,
53,9, 57,5, 63,1, 71,6, 74,7, 75,6 e 79,7° sao atribuidos a fase ferrita de niquel
(JCPDS-86-2267), indicando o sucesso em sua sintese, enquanto os picos
menores em 20 33,2 e 40,9 estao relacionados a fase hematita (JCPDS 40-
1139), indicando uma pequena presenca de particulas ferrosas que néao

interagiram com o niquel.
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Figura 28 — Perfil do DRX da ferrita de niquel
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Fonte: O autor, 2024

Com base nesses resultados, foi possivel observar que nao houve
modificagao da fase cristalina, tanto no processo de imobilizagcao por adsorgao
da lipase no carvao ativado quanto no processo de funcionalizagao da ferrita de

niquel.

3.7.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

A analise de FTIR foi utilizada para caracterizar os suportes e verificar a
interacdo entre o suporte e o extrato enzimatico (CalB e A. niger). Para esse
estudo foram analisados o carvao ativado antes e apdés a imobilizagcdo por
adsorgao fisica utilizando duas concentragdes de extrato enzimatico (0,1 e 0,5
mg/mL) para lipase de A. niger e uma concentragédo (0,1 mg/mL) para lipase
CalB. A ferrita de niquel foi estudada na sua forma pura, funcionalizada com
APTMS e apés a imobilizagcao por ligagdo covalente na concentragao de 0,1

mg mL".
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Os espectros de FTIR do carvao ativado e do biocatalisador nas duas
concentragcbes de extrato enzimatico (0,1 mg/mL) de A. niger e 0,1 mg/mL de
CalB sao mostrados na Figura 29. Todos os espectros mostraram uma banda
em 1628 cm ', que pode ser atribuida a vibragdo C=C fora do plano
apresentado no carvao ativado (Wang et al., 2016). Essa banda também
diminuiu de intensidade com o aumento da concentragao da enzima, sugerindo
que a adsorgdo da enzima na superficie do carbono contribui para a quebra
das ligagbes C=C. Além disso, a banda em 1543 cm™ atribuida ao
alongamento da ligagdo C-N e dobramento da ligagdo N-H na regido conhecida
como Amida Il Sjahfirdi; Nasikin (2012) sugere a presenga de proteina no
carvao imobilizado.

Silveira et al. (2020) atribuiram uma banda em 1690 cm™ a grupos
carboxilicos ou lactonas e em 1250 cm™' a lactonas e anidridos carboxilicos
presentes em carvdes ativados derivados de palha e madeira de cana-de-
aglcar. Neste trabalho, essas bandas foram observadas em 1280 cm™' para

todas as amostras e em 1690 cm-! apenas para o suporte de carvéo.

Figura 29 - Espectros de FTIR do carvao antes e depois da imobilizagdo com

diferentes extratos enzimaticos.
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Fonte: O autor, 2024
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A Figura 30 mostra os espectros de FTIR da ferrita de niquel e da ferrita
de niquel funcionalizada com APTMS. Além disso, os espectros da ferrita de
niquel apds imobilizagcao por ligagdo covalente com a lipase de A. niger (0,1
mg/mL). Observou-se uma banda em 572,8 cm' em todos os espectros
atribuida ao estiramento da ligagdo Fe-O. Além disso, a banda relacionada a
vibracdo Fe-O-Si na ferrita modificada se sobrepbe a ligacdo Fe-O, como
também observado por Palimi et al. (2014). Assim, a banda em 572,8 cm™ é
mais intensa para a ferrita de niquel funcionalizada com APTMS.

Palimi et al. (2014) também relataram uma banda em 1120 cm-! para a
ferrita de niquel funcionalizada com APTMS, atribuida a vibragao das ligagdes
Si-O-Si, o que confirmou a presencga de grupos funcionais silano na superficie
da ferrita. Neste trabalho, a banda relacionada ao Si-O-Si foi observada em
1124,5 cm™ no espectro do NiFe204-APTMS, sugerindo o sucesso do processo
de funcionalizagdo. A adi¢ao da lipase de A. niger promoveu uma diminuigao
na intensidade desta banda, o que pode estar relacionado a quebra de
algumas ligacdes Si-O-Si pela enzima. Além disso, foi observada uma banda
em 1550 cm-! apds a imobilizagéo, atribuida a flexdo da ligagdo N-H na regido
conhecida como Amida Il (Nasikin; Sjahfirdi, 2012), o que sugere a presenca

dos grupos amino da enzima.
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Figura 30 - Espectros FTIR de ferrita de niquel pura, funcionalizada com

APTMS e apds imobilizagdo da lipase de A. niger por ligagdo covalente
(NiFe204-APTMS-GLU)
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Fonte: O autor, 2024

Com base nos resultados expostos acima foi possivel verificar a
presenca da enzima no suporte para os dois processos de imobilizacido
estudados (adsorcdo utilizando o carvao ativado e ligagdo covalente com a
ferrita de niquel funcionalizada) através da presenca bandas atribuidas a
ligagdo N-H na regido conhecida como Amida Il Il (Nasikin; Sjahfirdi, 2012).
Além disso, foi possivel identificar que houve a funcionalizacdo da ferrita de
niquel no APTMS.

3.7.3 Dessorcdo de amonia programada por temperatura (TPD-NH3)

A técnica de dessor¢do de ambnia a temperatura programada (TPD-

NHs) € empregada na caracterizagao da acidez de sélidos. Através do método
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€ possivel determinar a distribuicdo de forga e a concentracdo de sitios acidos
presentes na amostra (Moreno-Castilla et al., 2000).

A Figura 31 mostra o perfil TPD-NH3s do carvdo ativado. E bem
conhecido na literatura que o carater acido dos materiais de carvao ativado
esta relacionado aos grupos carboxila, lactona e fenol (Moreno-Castilla et al.,
2000). Este trabalho observou dois picos de dessor¢gao a 130 e 228 °C
atribuidos a sitios acidos fracos e médios (Frusteri et al. 2015 e Ribeiro et al.
2005) correspondentes aos diferentes grupos acidos mencionados
anteriormente. Esses resultados seguem os relatados por Li et al., (2014). Os
autores relataram picos de dessorgdo de NHs3 na faixa de 153-277 °C para o
carvao ativado.

Além disso, a acidez total por massa e area, calculada pela integracéo
das curvas TPD-NHs, foi de 252,89 pmol NHs/g e 0,12 pmol NHs/m?
respectivamente. A baixa quantidade de acidez e a fraca forca do acido podem
diminuir a capacidade de adsorgédo da enzima. No entanto, também minimiza a
desnaturacdo enzimatica proporcionada por uma forte ligagdo com grupos
amino. Li et al. (2014) relataram uma quantidade total de grupo acido de 140
pmol/g, medida pela titulagdo de Boehm, valor inferior ao deste trabalho, o que
pode ser explicado pela menor area superficial BET (1267 m?/g). A acidez

normalizada por area seria de 0,11 ymol/m? por este trabalho.
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Figura 31 - TPD-NHs3 de carvao ativado a partir dar palha de cana-de-agucar.
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Fonte: O autor, 2024

A Figura 32 mostra o perfil de dessorgdo de ambdnia com aumento de
temperatura (TPD-NH3) para a ferrita de niquel. O suporte apresentou uma
ampla faixa de dessor¢cao de aménia, apresentou principalmente sitios acidos
fracos, ja que o pico principal esta centrado em 150 °C. Este comportamento
sugere um enfraquecimento dos sitios acidos, que pode estar relacionado ao
processo de sinterizacdo e diminuicdo do volume dos poros, uma vez que a
amoénia adsorvida no interior dos poros € mais dificil de dessorver do que a
amoénia adsorvida na superficie do suporte. Além disso, particulas menores de
ferrita de niquel podem promover uma interagao mais forte com a amonia, pois

a area de superficie de contato € aumentada para adsorcgao.



129

Figura 32 - TPD-NHs da ferrita de niquel
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As curvas de dessor¢ao de amoébnia para os suportes estudados neste
trabalho apresentaram sitios acidos na regido de baixa temperatura, e nao foi
observada formacgao de picos referentes aos sitios acidos fortes (acima de 320
°C) (Frusteri et al., 2015). Dessa forma os acidos s&o considerados sitios de

acidos fracos em sua maioria.

3.7.4 Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 33 mostra as microscopias eletrénicas de varredura do carvéo
ativado antes (A) e apos o processo de imobilizacdo com lipase de A. niger 0,1
mg/mL (B), CalB 0,1 mg/mL (C) e CalB 0,5 mg/mL (D). Antes da imobilizagao
(Fig.33 A), observa-se uma estrutura lamelar e em placa com rugosidade, que
pode contribuir para a elevada area superficial do carvao, potencializando a
adsorcdo da enzima. Por outro lado, as amostras apds a imobilizacao
apresentam uma morfologia mais espessa e densa, principalmente a amostra

imobilizada com maior concentracdo de enzima, indicando um processo de
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aglomeragdo durante a imobilizagdo e bloqueio dos poros pela carga

enzimatica.

Figura 33 - Imagens MEV do carvao ativado antes (A) e apds o processo de
imobilizagdo: 0,1 mg mL™" A. niger lipase (B), 0,1 mg mL-'CalB (C) e 0,5 mg mL-
'CalB (D).
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Fonte: O autor, 2024

Para o perfil da ferrita de niquel temos a Figura 34, que apresenta as
imagens MEV da ferrita de niquel (A e B) com duas ampliagdes diferentes (500
e 2000 x). Observou-se que a ferrita de niquel apresentou particulas maiores e
menor porosidade devido aos processos de agregacdo e sinterizagao,
corroborando os resultados encontrados por DRX.
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Figura 34 — Imagens MEV de ferrita de niquel com diferentes ampliagdes:
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Fonte: O autor, 2024

A Figura 35 mostra as imagens MEV da ferrita de niquel funcionalizada
com APTMS e da mesma ferrita apds a imobilizagdo. Todos os materiais
apresentaram a mesma morfologia, um agregado de particulas com baixa
porosidade, assemelhando-se a ferrita, indicando que os processos de
funcionalizacéo e imobilizacdo nao alteraram significativamente a morfologia do
suporte. No entanto, também foi observado que esses processos contribuiram
para uma certa desagregacdo das particulas, pois particulas menores sao
observadas nessas imagens em comparagdo com as imagens de ferrita de

niquel ndo modificada.
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Figura 35- Imagens de MEV da ferrita de niquel funcionalizada antes e depois
da imobilizacdo da lipase de A. niger. (A) NiFe204 - APTMS e x200, (B)
NiFe204 - APTMS e x2000, (C) NiFe204 - APTMS-GLU e x200, (D) NiFe20:-
APTMS - GLU e x2000.

l"' .t ‘ =% é}ﬁ .

Fonte: O autor, 2024

3.7.5 Magnetometria de amostra vibrante (VSM)

O comportamento de magnetizagdo da ferrita de niquel, a ferrita de
niquel modificada com APTMS e imobilizada por ligagao covalente foi estudado
e esta apresentado na Figura 36. Nota-se que todos os materiais apresentaram
histerese magnética, o que indica uma magnetizagdo remanescente mesmo
apdés a remogao do campo magnético externo devido a orientacdo dos
dominios magnéticos. A Tabela 36 mostra as propriedades magnéticas obtidas
pelas curvas. Observa-se que a ferrita de niquel apresentou propriedades
magneéticas, indicando magnetizagdo. A saturagcdo magnética ligeiramente
maior da ferrita de niquel pode ser justificada pelo seu maior tamanho de
cristalito e menor volume de poros (Li et al, 2017), o que promove o

aparecimento de dominios magnéticos maiores
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Figura 36 — Curvas de VSM da NiFe204, NiFe204- APTMS e NiFe204 —
APTMS- GLU
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A modificagdo com APTMS promoveu uma diminui¢do significativa na
saturagao magnética de 39,93 para 14,61 emu/g, devido a presenca de silica,
que é diamagnética e pode recobrir a superficie ferromagnética da ferrita. Esse
comportamento também foi observado por (Thangaraj; Solomon, 2019) com a
adicdo do ligante tetraetila ortossilicato (TEOS) na magnetita. Os autores
observaram uma diminuicdo da saturagdo magnética de 67,16 para 41,27
emu/g pela diminuigdo da proporgao Fe304:SiO2de 1:0,25 para 1:2.

Para a ferrita funcionalizada com APTMS apés imobilizagdo na presenca
de glutaraldeido (2,5%), observa-se uma recuperagao na saturagdo magnética
em comparacao com a ferrita modificada antes da imobilizacdo. Este
comportamento sugere a quebra das ligagdes Si-O-Si da silica, diminuindo a
cobertura de particulas ferromagnéticas. No entanto, a recuperagdo nao €
completa, pois nem todas as ligagbes de silica sdo quebradas, e sua presenca
contribui para um menor valor de saturagdo magnética (32,53 emu/g) em

comparacgao com a ferrita de niquel ndo modificada.
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O campo coercitivo representa o campo externo necessario para a perda
de magnetizagdo. Observou-se que todas as amostras apresentaram valores
semelhantes de um campo coercitivo, portanto, apresentam resisténcia a
desmagnetizagdo semelhante. A magnetizagdo remanescente € a
magnetizacdo do material quando o campo externo aplicado é removido. Os
valores seguem a mesma tendéncia da saturagcdo magnética. Além disso,
também foi observado que a relagdo entre a saturagcdo magnética e a
magnetizacdo remanescente € aproximadamente a mesma (0,26) para as
ferritas antes da imobilizagédo, o que significa que 26 % da saturagdo magnética
€ mantida apés a remogao do campo magnético. Essa relagéo (0,19) € um

pouco menor para a ferrita modificada apds o processo de imobilizagao.

Tabela 13 - Propriedades magnéticas de ferritas de niquel calculadas por MAV:

saturagcdo magnética (Ms), campo coercitivo (Hc) e magnetizagdo remanente

(Mr).
Amostra Ms (emu/g) Hc (Oe) M: (emu/g) M:/Ms
NiFe204 39.93 150.27 10.29 0.26
NiFe204-APTMS 14.61 157.82 3.63 0.25
NiFe204-APTMS-GLU 32.53 150.43 6.31 0.19

Fonte: O autor, 2024
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CONCLUSOES

A linhagem mutante A. niger 11T53A14 foi capaz de crescer e produzir
lipase em CES utilizando borra de café (como indutor) e farelo de trigo, que sao
matérias-primas de baixo valor comercial. A borra de café A (borra de café
100% arabica) apresentou maior indugédo da sintese da lipase, com aumento
de 115% da producéo dessa enzima em relagéo ao cultivo de controle (sem a
presencga da borra). Portanto, este rejeito (subproduto da industria alimenticia)
foi escolhido para ser usado como indutor da producao de lipases por CES em
biorreator de leito fixo.

Em relagdo ao tipo de reator de bancada utilizado na CES (frasco 1-
erlenmeyer e frasco2- placa de petri), 0 maior valor de atividade lipasica (140,6
U/g) foi obtido utilizando o reator 1- frasco erlenmeyer, pois permitiu a
manutencao do teor de umidade do meio fermentativo.

A melhor condi¢céo para produgao da lipase de A. niger 11T53A14 por
CES utilizando biorreator de leito fixo variando a aeragao foi observada com
aeracao de 0,5 vvm, nessa condicdo obteve-se atividade lipasica em torno de
156,1 U/g.

A concentracdo enzimatica foi mais eficiente utilizando a ultrafiltracao
com membrana de 50 kDa. Nessa condigdao também foi obtido o maior valor de
atividade lipasica (47,6 U/mL), sendo 3 vezes maior do que a obtida com
extrato enzimatico bruto inicial (16,0 U/mL).

A lipase de A. niger 11T53A14 apresentou um perfil esperado para
enzimas mesofilicas, com maximo de atividade nas reacbes de hidrélise do
6leo de oliva nas temperaturas de 30°C a 60°C. A lipase apresentou a maior
atividade em pH de 6,0. Em relacdo ao armazenamento, a enzima manteve
70% da sua atividade inicial apos 7 dias quando estocada sob refrigeracao
(geladeira 6 °C).

A imobilizagao da lipase em carvao ativado foi um processo muito rapido
e simples, indicando que o processo de imobilizagdo por adsorcao fisica foi
eficaz. O rendimento de imobilizagcdo foi de 89% e 100% nas condigdes

experimentais otimas para lipase de A. niger e CalB, respectivamente. A
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concentracédo otimizada e o tempo de reacdo da etapa de imobilizacdo foram
determinados como 0,1 mg mL"" e 120 min, respectivamente. O carvao ativado
da palha de cana-de-agucar pode potencialmente ser empregado na
imobilizagdo de lipases, visto que as enzimas imobilizadas apresentaram boa
atividade enzimatica. A isoterma de Langmuir ajustou-se aos dados de
equilibrio de adsorgao das lipases no CA e mostrou adsorgao favoravel para as
enzimas imobilizadas. A caracterizacdo do biocatalisador permitiu avaliar as
forgas envolvidas na ligagdo enzima/suporte, permitindo-nos compreender este
processo. O DRX mostra que a presenca das enzimas nd&o promoveu
alteragdes significativas nos difratogramas. O FTIR mostra imobilizagao bem-
sucedida. Portanto, devido ao baixo custo e as caracteristicas fisico-quimicas
favoraveis, o carvdo ativado pode ser um suporte promissor para a
imobilizagdo de enzimas para diversas aplicagdes biotecnoldgicas e industriais.

O processo de imobilizagao utilizando como suporte a nanoparticula de
ferrita de niquel foi mais eficaz utilizando a imobilizagcédo por ligagdo covalente,
enquanto a adsor¢cao com carvao ativado obteve bons resultados tanto para
lipase de A. niger quando para enzima comercial (CalB). Portanto, a
imobilizagao por ligagcao covalente utilizando a ferrita de niquel modificada € um
método promissor, a fim de obter um biocatalisador com a vantagem de uma
separacao simples utilizando apenas uma forga eletromagnética, além de ser
um suporte inédito para imobilizagcdo de lipases. Em relagcdo ao suporte de
nanoparticulas de NiFe204. A imobilizagdo por ligagdo covalente foi realizada
utilizando glutaraldeido como agente de acoplamento em duas concentragdes
(0,25 e 2,5%), onde a maior concentracédo foi mais eficiente, obtendo o
rendimento de imobilizacdo de 99,8% e maior atividade enzimatica (225,5 U
gbio'). A caracterizacdo das amostras através de espectroscopia FTIR,
analises SEM, TPD-NH3s e VSM determinaram o sucesso da modificagdo das
nanoparticulas magnéticas e a imobilizagdo bem sucedida da lipase de A. niger
nas nanoparticulas. A lipase imobilizada em nanoparticulas funcionalizadas de
NiFe204 apresenta grande potencial para uso comercial devido a sua
simplicidade e utilizagdo por separacdo magnética. Além disso, o
desenvolvimento de novos biocatalisadores abre muitas possibilidades dentro

da biocatalise. As nanoparticulas de NiFe204 podem servir como suporte para
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a imobilizagdo enzimatica e trazer vantagens, sendo que vale a pena investigar

mais para a imobilizagao da lipase.
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v Avaliar um material composito de ferrita de niquel e carvao ativado, a fim
de verificar se existe efeito sinérgico entre os dois.

v Avaliar a imobilizagado da lipase com outros sistemas de ferritas tais
como Mn-Zn, ferrita de potassio, ferrita de calcio, ferrita de zinco, entre
outras;

v Analisar diferentes concentragdes do agente silano ou do agente
funcionalizador;

v Testar os biocatalisadores em estudo de aplicagées, como na hidrolise

de dleos.
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APENDICE- DETERMINACOES ANALITICAS

Figura 37 -Cinética de reacao de hidrolise enzimatica
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Figura 38 -Determinagdo do teor de proteina - Grafico da curva padrdo de

albumina sérica bovina (BSA)
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