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RESUMO

LIMA, R. T. Producéo de células integras de Penicillium citrinum para aplicacdo na
hidrélise do 6leo de soja. 2017. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) —
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Universidade Federal de Alfenas, Pogos de Caldas/MG,
2017.

A aplicacdo da tecnologia enzimatica em 6leos e gorduras vem se consolidando como uma
alternativa atraente para a substituicdo dos processos quimicos tradicionais. A hidrolise de
Oleos vegetais € um processo pelo qual se pode obter varios compostos de interesse industrial,
possibilitando agregar valor tanto a cadeia produtiva como aos produtos finais. O presente
trabalho teve como objetivo a producdo de um biocatalisador ativo e estavel a partir das
células integras do fungo filamentoso Penicillium citrinum para aplicacdo na reacdo de
hidrolise de 6leos vegetais. As células integras contendo lipase ligada ao micélio foram
produzidas na sua forma livre e imobilizada em espumas de poliuretano cortadas em cubos de
6 mm de aresta. Os biocatalisadores obtidos foram caracterizados quanto suas propriedades
bioguimicas e cinéticas incluindo valores 6timos de pH, temperatura e constantes cinéticas,
utilizando o método de hidrolise do azeite de oliva. As células livres apresentaram valores
6timos de atuacdo em pH 7,5 e temperatura de 45 °C. O tempo de meia vida obtido a 60 °C
foi de 1,81 h, com velocidade maxima de 267,33 U/g. Para as células imobilizadas, a melhor
atuacdo da lipase ligada ao micélio foi em pH 8,0 e temperatura de 40 °C, com velocidade
méaxima de 123,24 U/g e tempo de meia vida a 60 °C de 2,23 h. Definidas as condi¢cfes
Otimas de atuacdo das células, a préxima etapa do trabalho consistiu em realizar a hidrolise do
Oleo de soja empregando inicialmente as células livres, avaliando-se os efeitos da
temperatura, pH, agitacdo e uso de solventes. Com o objetivo de melhorar a produtividade do
sistema, os parametros temperatura e razdo massica 6leo/tampédo foram otimizados por meio
do planejamento experimental, em busca das melhores condi¢des para a reacdo. A condigéo
otimizada predita pelo planejamento fatorial foi temperatura de 37°C e razdo massica
6leo/tampdo fosfato de sédio 0,1M pH 7,0 de 20%, obtendo-se uma porcentagem méaxima de
hidrolise de 38,6% ap06s 3 horas de reacdo empregando 10% m/m de biocatalisador em sua
forma livre na presenca de agente emulsificante. A etapa seguinte explorou a utilizagdo de
ondas ultrassdnicas na hidrdlise do 6leo de soja sendo constatados incrementos significativos
no grau de hidrélise maximo em um periodo de tempo de 9 h. Foram obtidos valores de 77 e
96% de grau de hidrolise com e sem agente emulsificante, evidenciando a influéncia positiva
das ondas ultrassonicas na reacdo. A andlise cromatografica do hidrolisado revelou que as
células de P. citrinum forneceram os principais acidos graxos presentes no 6leo de soja, com
predominancia dos acidos graxos C18:1 e C18:2. A influéncia de dleos vegetais contendo
diferentes composicdes em acidos graxos (oliva, canola e girassol) também foi avaliada na
reacdo de hidrdlise, sendo constatada a preferéncia do biocatalisador livre na conversdo em
acidos graxos de cadeia longa, presentes no 6leo de girassol. Ao final, o desempenho do
biocatalisador imobilizado foi investigado na reacdo de hidrélise do 6leo de soja e revelou
resultados promissores, com grau de hidrélise maximo de 55,7% em 12h de reacdo. Os
resultados obtidos neste trabalho demonstram que o emprego de células integras como
biocatalisador em reagBes de hidrolise de Oleos vegetais é uma alternativa promissora a
catalise convencional, principalmente na obtencdo de &cidos graxos poli-insaturados, como
Omega 6.

Palavras-chave: Células integras. Lipase. Hidrélise. Ultrassom. Oleo de soja.



ABSTRACT

LIMA, R. T. Production of Penicillium citrinum whole cells for application in the
hydrolysis of soybean oil. 2017. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) —
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Universidade Federal de Alfenas, Pogos de Caldas/MG,
2017.

The application of enzymatic technology in oils and fats has been consolidated as an attractive
alternative for the substitution of traditional chemical processes. The hydrolysis of vegetable
oils is a process by which several compounds of industrial interest can be obtained, allowing
to add value both the production chain and the final products. This study aimed to the
production of an active biocatalyst and stable from whole cells of the filamentous fungus
Penicillium citrinum for application in the hydrolysis reaction of vegetable oils. The whole
cells containing intracellular lipase attached to the mycelium were produced in free and
immobilized form polyurethane foams cut into cubes 6 mm edge. The biocatalysts were
characterized as their biochemical and Kkinetic properties including optimum values of pH,
temperature and kinetic constants. The free cells showed optimal values of activity at pH 7.5
and temperature 45 ° C. O half-life obtained at 60 ° C was 1.81 h, with a maximum speed of
267,33 U / g. For immobilized cells, the best performance of intracellular lipase was at pH 8.0
and 40 ° C, with a maximum speed of 123,24 U / g and half-life at 60 ° C for 2,23 h. After the
optimum conditions of cell performance were determined, the next stage of the work
consisted in hydrolysis of soybean oil using the free cells, evaluating the effects of
temperature, pH, agitation and solvent use. In order to improve system productivity, the
temperature parameters and ratio by weight oil / buffer were optimized through experimental
design, in search of better conditions for reaction. The optimized conditions predicted by the
experimental design was 37 ° C and weight ratio oil / 20% buffer to give a maximum
percentage of hydrolysis of 38.6% after 3 hours of reaction using 10% m / m biocatalyst in
free form in the presence of emulsifying agent. The next step explored the use of ultrasonic
waves in the hydrolysis of soybean oil with significant increases in the degree of maximum
hydrolysis in a time period of 9 h. The values of 77 and 96% of hydrolysis degree with and
without emulsifying agent were obtained, evidencing the positive influence of the ultrasonic
waves in the reaction. The chromatographic analysis of the hydrolyzate showed that the P.
citrinum cells provided the main fatty acids present in soybean oil, predominantly C18:1 and
C18:2 fatty acids. The influence of vegetable oils containing different compositions in fatty
acids (olive, canola and sunflower) was also evaluated in the hydrolysis reaction, being
verified the preference of the free biocatalyst in the conversion to long chain fatty acids
present in sunflower oil. At the end, the performance of the immobilized biocatalyst was
investigated in the hydrolysis reaction of soybean oil and showed promising results, with a
maximum hydrolysis degree of 55.7% in 12 hours of reaction. The results obtained in this
work demonstrate that the use of intact cells as a biocatalyst in hydrolysis reactions of
vegetable oils is a promising alternative to conventional catalysis, especially in the production
of polyunsaturated fatty acids, such as omega 6.

Key words: Whole cells. Lipase. Hydrolysis. Ultrasound. Soybean oil.



FIGURA 3.1 -
FIGURA 3.2 -
FIGURA 3.3 -

FIGURA 4.1 -

FIGURAS.1 -

FIGURAS.2 -

FIGURA 5.3 -

FIGURA 5.4 -

FIGURAS.5 -

FIGURA 5.6 -

FIGURA 5.7 -

FIGURA 5.8 -

FIGURA 5.9 -

FIGURA 5.10 -

LISTA DE FIGURAS

Estrutura molecular dos principais acidos graxos dos 0leos vegetais....
Exemplos de reagdes catalisadas por lipase...........coceveveierencicniennnn
Esquema representativo da hidrélise de triglicerideos...........ccocevennnnen.

Cromatograma representativo do perfil em acidos graxos do padrédo
08 FAMES.....o it

Valores de (a) biomassa seca e de (b) atividade lipolitica da biomassa
e do filtrado em funcdo do tempo de Cultivo..........ccccevveiveiciieiee,

Células integras livres: (a) com o meio de cultivo; (b) ap6s processo
de  FIrACAO......ecii e s

Valores de (a) biomassa seca e de (b) atividade lipolitica da biomassa
e do filtrado em funcdo do tempo de Cultivo...........ccovvviiiiiiiiiiee

Processo de preparagdo das células integras imobilizadas pelo método
da fermentacdo submersa: (a) Biomassa imobilizada nas espumas de
poliuretano ainda no meio de cultivo e (b) Biomassa imobilizada nas
espumas de poliuretano apos a filtragao..........c.ccceevvveveiicvv e

Microscopia eletrénica de varredura das celulas de Penicillium
citrinum imobilizadas em espumas de poliuretano (a) 100 X (b)

Influéncia do pH (a) e da temperatura (b) na atividade lipolitica das
Células de P. CItHINUM.......coieiieii e

Perfil de atividade residual das células integras livres e imobilizadas
de P. citrinum em diferentes tempos de incubagdo a 60°C....................

Perfil de atividade lipolitica das células integras de P. citrinum em
funcdo da concentracdo de substrato (expresso em total de &acidos
graxos contido na emulséo de azeite de oliva e 4gua)...........ccceeveuennee.

Influéncia da temperatura e pH no progresso da reacao de hidrolise
enzimatica do 6leo de soja utilizando células integras livres de P.
citrinum (a) T=37 °C (b) T=45 °C. Condicles reacionais: emulséo a
25% com agente emulsificante, pH 7,0 e 8,0, 10% m/m
DIOCALAlISATON ... .c.veeieeee e

Progresso da reacdo de hidrolise enzimética do 6leo de soja sob
agitacdo mecénica e em shaker (a) na presenca de agente
emulsificante (b) na auséncia de agente emulsificante. Condi¢des
reacionais: emulséo a 25%, pH 8,0, 37°C, 10% m/m biocatalisador.....

18

37

38

39

40

41

42

43

44

46

48

49



FIGURA5.11 -

FIGURA5.12 -

FIGURA5.13 -

FIGURA5.14 -

FIGURA5.15 -

FIGURA 5.16 -

FIGURA Al -

FIGURA A2 -

FIGURA B1 -

FIGURA B2 -

Progresso da reacdo de hidrdlise enzimatica do Oleo de soja
utilizando células integras livres de P. citrinum na presenca de terc-
butanol e hexano. Condic¢Ges reacionais: emulsdo a 25%, pH 8,0,
37°C,10% m/m biocatalisador, agitacdo em shaker, sem agente
EMUISITICANTE. ....vieeiece s

Superficie de resposta descrita pelo modelo quadratico predito para a
hidrolise enzimatica do 6leo de soja catalisado pelas células livres de
P. citrinum em func¢&o da razdo maéssica (X1) e temperatura (X2).........

Perfil cinético da reacao de hidrdlise do 6leo de soja catalisada pelas
células livres de P. citrinum nas condi¢bes preditas pelo modelo
matematico (razdo maéssica Oleo/tampdo 20% a 37 °C. CondicGes
reacionais: pH 8,0, 10% m/m biocatalisador, agitacdo em shaker, com
agente emuUISITICANTE. .........ooiiiiiiieee e

Progresso da reacdo de hidrolise enziméatica do Oleo de soja
utilizando celulas integras livres de P. citrinum em banho de
ultrassom, na presenca e na auséncia de agente emulsificante.
CondigOes reacionais: emulsdo 20%, pH 8,0, 37°C, 10% m/m
biocatalisador, agitagdo MeCANICA............ccevveveeie e

Cromatogramas gerados nas analises dos hidrolisados de 6leo de soja
(@) na auséncia de agente emulsificante (b) na presenca de agente
BMUISTTICANTE. ... e

Progresso da reacdo de hidrdlise enzimatica do Oleo de soja
utilizando células integras de P. citrinum imobilizadas em
poliuretano. CondicBes reacionais: pH 7,0, 37°C, 10% m/m
biocatalisador, agitacdo em shaker, com agente emulsificante.............

Linearizacdo para obtencdo do kj e t;/, das células livres de P.
(o111 110 SRRSO

Obtencdo de k), € V,,4, das células livres de P. citrinum......................

Linearizagéo para obtengéo do kj, e t,/, das células imobilizadas de
P CIIIINUML ..ot be b

Obtencdo de k), € V,,4, das células imobilizadas de P. citrinum..........

51

54

55

56

58

61

75

76



TABELA 3.1 -

TABELAS.1 -

TABELAS.2 -

TABELAS.3 -

TABELA 5.4 -

TABELAS.5 -

TABELA 5.6 -

TABELAS.7 -

TABELA Al -

TABELA A2 -

TABELA A3 -

TABELA A4 -

TABELA BL1 -

TABELA B2-

TABELA B3 -

LISTA DE TABELAS

APIIcagOes das lIPASES........coiiiiiiieieieee s

Caracteristicas da lipase ligada ao micélio de P. citrinum livres e
imobilizadas em espumas comerciais de poliuretano................ccceevennne.

Matriz experimental para a hidrolise do 6leo de soja catalisado pelas
celulas livres de P. citrinum. Condi¢Ges experimentais: 50 g de
substrato, 10% m/m biocatalisador, tampéo fosfato pH 7,0, 170 rpm e 3
NOTAS 08 MBAGED. ... ..veieieieeeesie sttt

Estimativa dos efeitos das variaveis, erros padrao e teste t de Student’s
t para os niveis de hidrolise do 6leo de soja utilizando delineamento
experimental composto rotacional.............ccoeeviiiiiiiniiieieese s

Analise de variancia (ANOVA) para a regressdéo do modelo que
representa 0s niveis de hidrélise do dleo de soja utilizando o
delineamento experimental composto rotacional................ccccceevvevvenenne.

Composicdo dos concentrados de 4acidos graxos obtidos nos
hidrolisados do 6leo de soja empregando a lipase de P. citrinum............

Composicdo em acidos graxos de diferentes 6leos vegetais....................

Grau de hidrolise alcancado na reacdo de diferentes dleos vegetais
utilizando a lipase de P. CItINUM..........ccooiiiiiiiieecee s

Atividade lipolitica (U/g) e atividade relativa (%) em funcdo do pH
para as células integras livres de P. CItrinuUM............ccccovveveiiene e,

Atividade lipolitica (U/g) e atividade relativa (%) em funcdo da
temperatura para as células integras livres de P. citrinum..............c........

Evolucdo da atividade residual das células livres de P. citrinum em
diferentes tempos incubadas a 60°C............cccevvevieeieiievi e

Evolucdo da atividade residual das células livres de P. citrinum em
diferentes concentracdes de ACId0S graXoS.........cccvvevvverveireesreeiieseeseeennenns

Atividade lipolitica (U/g) e atividade relativa (%) em funcdo do pH
para a células integras imobilizadas de P. citrinum...............cccccvevviienenn

Atividade lipolitica (U/g) e atividade relativa (%) em funcdo da
temperatura para as células integras imobilizadas de P. citrinum............

Evolucdo da atividade residual das células imobilizadas de P. citrinum
em diferentes tempos incubadas a 60°C..........ccccccevieriierveieneene e

47

52

53

54

57

59

59

74

74

74

75

77

77



TABELA B4 -

Evolucéo da atividade residual das células imobilizadas de P. citrinum
em diferentes concentragdes de ACidOS graxosS.........ccouvrereeereriereneneenns



3.1
3.1.1
3.2
3.21
3.2.2
3.3
3.3.1
3311
3.3.1.2
3.3.2
3.4

4.1

4.2

421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.2.7
4.3

4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4

5.1
5.2
5.3
53.1
5.3.2
533
534
54

SUMARIO

INTRODUGAO........ooiieeeeetee e eetee e es s 12
(@] S 1 I Y © 1 T PR 14
REVISAO BIBLIOGRAFICA. ...t 15
(@] LYo L= o] £ [V = TN 15
ACIHOS GAXO0S......o.eveieiieeisisisiee ettt sttt ss st en ettt en et enees 17
Hidrolise ENZIMALICA.........ccooeiiieii e 18
Fatores que influenciam o processo de hidrélise enzimatica............ccocvevvennen. 20
Hidrolise enzimatica irradiada por Ultrassom..........cccocevereieneneneenc e 21
[ o= =TSSR USSR 23
Reacdes catalisadas Por lIPASES..........cceiiveieiiieiie e 25
HIATOHISE. ...ttt bbb nre s 26
REAGCOES A8 SINTESE.... vttt 26
Lipase fungica ligada a0 MiCIIO..........ccoviiiiiiiiiecee e 27
IMODIilizag8o de CAIUIAS...........ccoiiiiec 29
MATERIAS E METODOS.......cooviiveieeeseessvesisss st sesesss s sesssnsnsanes 31
IMTAEETTAIS. ...ttt ettt b ettt sttt e s e ne e 31
Metodologia eXperimental............ccccoceiiiiiiiciece e 31
Preparo do Meio de CUTTUIEL.........ooiiiiiiiiieeeee e 31
Preparo das CEIUIAs INEGras. ........cceivriiiiiine e 31
Preparo das células integras imobilizadas............c.ccocevineiiiiineiic e 32
Determinacao dos parametros cinéticos e bioquimicos das células integras.... 32
Hidrélise do G10 de SOJa.........cueiuieiecieiie et 32
Separacao dos produtos da hidrolise...........ccceeevvieeiiiieie e 34
Delineamento eXperimental......... ..o 34
Metodologia analitiCa............coeiiiriiiiieie e 35
Determinacao da atividade hidrolitica...........cccoovveiiniiniii e 35
Determinacao do teor de umidade das células integras............cccccvevevvervennenne. 35
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).........cccccvviveiievicccceece e 36
Determinacao dos acidos graxos por cromatografia gasosa.............cccccevvennen. 36
RESULTADOS E DISCUSSAO.........oooiiiiiniieineisseseies s 38
Preparacgdo das celulas integras lVIesS.........occcvviireieineneise e 38
Imobilizagdo das CElUIas INTEQIas.........cccuvvriiiieie s 40
Caracterizacdo das células integras livres e imobilizadas..............ccccccouenenne. 42
Anélise morfoldgica das células integras imobilizadas..............cccccoeeeeiverneenne. 42
Determinacao do pH e da temperatura 6timos de atuagdo da lipase................ 43
Estabilidade tErMICaA..........ccoveriiiieie e 44
Determinagao dos parametros CINETICOS. .........uververirerisieie e, 45

Hidrolise do 0180 de SOJa.......cccoiiiiiiiiiiiiee e 47



5.4.1
5.4.2
5.4.3
544
5.4.5
5.5

5.6

Influéncia do pH € teMPEratura............ccccveveiiieieeie e 47

Influéncia do tipo de AgItAGAOD.........ccveveiiiieriec e 49
INFIUENCIA O SOIVENTE......oeiicie e 50
Otimizacao da hidrolise de 010 de SOJa.......ccervrreeireriiireie e, 52
EfEito dO UIFaSSOM........ccoviiiieiiie ettt 55
Hidrolise de diferentes Gle0S VEQELaIS..........ccccvevveiieiiie e 58
CEelulas IMODIIZAAAS...........cccviiiiiirie e be b 60
CONCLUSODES.......ooeeeeeeee ettt 62
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS.....c.coieeeeeeeeeeeereeeeeeneen, 64
REFERENCIAS. ...t ses e es s 65

APENDICES. ... oot e oot e e a e e e et e e et e et et e e et et e et eae e et eseeseesseeesereeeranes 74



12

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o grande desafio tem sido o desenvolvimento de produtos e
processos menos agressivos em termos ambientais, contribuindo para o desenvolvimento
sustentavel. Nesse sentido, a tecnologia enzimatica e a biocatalise vém sendo apontadas como
rotas alternativas para a sintese de compostos de alto valor agregado com o estabelecimento
de um processo tecnologicamente limpo (FABER, 2011). Dentre as principais enzimas
utilizadas em biocatalise destacam-se as lipases, que apresentam ampla capacidade de
catalisar reagdes tanto em meio aquoso como em meio organico (MENDES et al., 2013).

As lipases tém sido utilizadas como ferramenta tecnoldgica, apresentando-se como
perspectiva de desenvolvimento nos processos para obtencdo de mono e diacilglicerois e
acidos graxos, representando um grupo de enzimas com grande potencial para modificacdo de
6leos e gorduras (TREICHEL et al., 2010). Entre os processos de maior interesse industrial
estdo as reacdes de hidrdlise, sintese e interesterificacdo de lipideos por meio das lipases (DE
CASTRO et al., 2004).

As lipases ligadas ao micélio, especialmente as microbianas, vem despertando grande
interesse de investigacdo pelo seu potencial de uso na biotecnologia, pois sua aplicacdo pode
reduzir consideravelmente os custos de um processo enzimatico. Diversos estudos estdo sendo
direcionados na utilizacdo de células integras de fungos filamentosos como biocatalisadores,
baseados em sua habilidade de imobilizacdo e na evidéncia de proteinas funcionais de
interesse na superficie celular, no caso, as lipases ligadas ao micélio que estdo ligadas a
membrana celular (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017). Além disso, técnicas
simples de imobilizacdo e a relativa facilidade de ampliacdo de escala ao se utilizar fungos
filamentosos tornam as células integras biocatalisadores com muitas vantagens comerciais.

Em vista do grande potencial relacionado as reacdes de hidrdlise empregando lipases
como biocatalisadores, pesquisas voltadas a esta area tém relatado a aplicacdo crescente de
métodos enzimaticos visando a obtencdo de concentrados de acidos graxos a partir de éleos
de diferentes fontes. A hidrolise enzimatica de dleos e gorduras constitui-se numa alternativa
que procura superar 0s inconvenientes associados aos processos fisico-quimicos, utilizando
lipases e promovendo a reacdo em condic¢des brandas de temperatura e pressdo (DE CASTRO
etal., 2004).

Na busca por novas técnicas que possam melhorar o rendimento de processos
industriais, a tecnologia que emprega ultrassom vem se mostrando uma alternativa promissora

devido aos beneficios que pode promover, como miscibilidade do substrato, e a sua
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aplicabilidade em uma vasta gama de atividades (KWIATKOWSKA et al., 2011). Alguns
estudos relatam que o uso de ultrassom possibilita a formacdo de emulsfes mesmo sem a
presenca de substancias surfactantes, devido a ocorréncia de fenbmenos no meio que
promovem uma efetiva agitacdo e dispersdo de fases em sistemas heterogéneos. Em reacdes
enzimaticas, o uso de ultrassom tem demonstrado aumentos na atividade e estabilidade
enzimética, bem como na vida util destes biocatalisadores. (CHANDRALAPA et al., 2012;
KWIATKOWSKA et al., 2011).

A inspecdo da literatura revela que sdo escassos 0s relatos em ambito nacional sobre o
emprego de células integras como biocatalisadores nesse tipo de reacdo. Nesse contexto, 0
presente trabalho investiga a potencialidade das células integras do fungo filamentoso P.

citrinum para mediar a reacdo de hidrélise enzimatica do dleo de soja.



14

2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo obter um biocatalisador ativo e estavel a partir

das células integras do fungo filamentoso de P. citrinum para mediar a reacdo de hidrélise do

o6leo de soja. Para alcancar o objetivo foram propostas as seguintes atividades:

a)

b)

d)

f)

9)

Produzir as células integras livres e imobilizadas em espumas de poliuretano cortadas
em cubos de 6 mm de aresta;

Determinar as caracteristicas bioguimicas e cinéticas do biocatalisador na forma livre
e imobilizado;

Empregar o biocatalisador obtido na reacdo de hidrélise do 6leo de soja e avaliar o
efeito de parametros de processo, tais como temperatura, agitacdo e pH na
porcentagem de hidrolise;

Otimizar a porcentagem de hidrélise por meio da técnica de planejamento
experimental avaliando as varidveis razao massica 6leo: tampdo e temperatura;
Explorar o potencial do ultrassom na reacédo de hidrélise do 6leo de soja;

Determinar e quantificar os acidos graxos produzidos na hidrolise enzimatica do 6leo
de soja.

Empregar o biocatalisador produzido na reacdo de hidrolise de diferentes 6leos e

avaliar a especificidade da lipase do P. citrinum.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste topico serdo abordados os principais temas relacionados com o trabalho
desenvolvido, iniciando-se pela importancia de 6leos e gorduras e dos acidos graxos, 0S

mecanismos das reacOes de hidrdlise enzimatica e a utilizacdo de enzimas como catalisadores.

3.1 Oleos e gorduras

Cerca de dois tercos da producdo mundial de dleos e gorduras sdo destinados ao
consumo humano e animal, sendo o restante usado em uma ampla variedade de aplicacdes
industriais. Recentemente, tem surgido um grande interesse na transformacéo biotecnolégica
de 6leos e gorduras, visando a utilizagdo destas matérias-primas na producdo de compostos de
alto valor agregado, de uso potencial em varios setores industriais (DE CASTRO et al., 2004).

Os oleos e as gorduras sao substancias hidrofébicas cujos principais componentes sao
os triglicerideos, ésteres resultantes da ligacdo do glicerol com 4&cidos graxos
(AWADALLAK et al., 2013). Oleos e gorduras pertencem a classe quimica dos lipideos,
podendo ser de origem animal ou vegetal. Os lipideos sdo uma classe abundante na natureza e
sdo constituidos predominantemente por ésteres de acidos graxos e glicerol (VOLL, 2011).

A diferenciacdo entre 6leos e gorduras baseia-se no estado fisico destes compostos a
temperatura ambiente (BALCAO; MALCATA, 2012). Os 6leos caracterizam-se por sua
forma liquida, ao passo que as gorduras dependem da composicao, estrutura e distribuicdo dos
acidos graxos (AWADALLAK, 2012), principais componentes dos triglicerideos.

O 6leo vegetal é uma gordura obtida de plantas. E extraido na maioria das vezes das
sementes ou grdos desses vegetais conhecidos como oleaginosos. Os 06leos vegetais
destinados ao consumo humano sdo submetidos a um processo de refino cuja finalidade é
melhorar suas caracteristicas por meio da remocéo de alguns componentes (GAMBARRA
NETO, 2008).

As gorduras tém duas funcdes importantes na alimentacdo humana: fornecer energia e
transportar agentes quimicos organicos sollveis em 0Oleos: 0s acidos graxos essenciais, as
vitaminas e 0s hormonios Oleo-soluveis (BABICZ, 2009). Os oOleos tém um papel
fundamental na alimentacdo, pois sdo importantes fontes de acidos graxos essenciais, veiculo
para as vitaminas lipossolUveis, e participam da sintese de muitas substancias enddgenas.
Contudo, seu consumo excessivo esta diretamente relacionado a doencas cardiovasculares,
obesidade e resisténcia a insulina (PHUAH et al., 2012).
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Diante dos problemas relacionados ao consumo de Oleos e gorduras e a0 mesmo
tempo a importancia destes na alimentagcdo, tem surgido um crescente interesse no
desenvolvimento de tecnologias de modificacdo dos 6leos e gorduras (DE CASTRO et al.,
2004). A estrutura basica dos Oleos e gorduras pode ser redesenhada, por meio de
hidrogenacgéo, que envolve a modificacdo quimica dos &cidos graxos, pela hidrolise, através
da reversdo da ligacdo éster, e interesterificacdo pela reorganizagdo dos &cidos graxos na
cadeia principal do triglicerideo (SATYARTHI; SRINIVAS; RATNASAMY, 2011).

Um dos primeiros passos para a obtencdo de derivados quimicos de gorduras e 6leos
vegetais é a hidrolise, que conduz a glicerol, mono e diglicerideos e uma mistura de acidos
graxos. As transformacbes de Oleos e gorduras sdo predominantemente baseadas em
processos quimicos convencionais. No caso da hidrélise, o processo mais utilizado é o
Colgate-Emery, que opera sob temperaturas e pressdes elevadas, ocasionando reacdes
secundarias que exigem posteriores operagdes de separacdo e purificacdo (MENDES;
OLIVEIRA; DE CASTRO, 2012).

A hidrolise de 6leos e gorduras é uma reacdo de equilibrio e caracteriza-se por um
aumento gradual na velocidade de reacdo, devido ao aumento da solubilidade da agua nos
glicerideos. A agua € mais sollvel nos acidos graxos do que nos glicerideos e a solubilidade
aumenta com o incremento da temperatura (MOQUIN; TEMELLI, 2008). Os principais
fatores que afetam esta reacdo sdo temperatura, tipo de catalisador, teor de agua no meio
reacional e a concentracdo de glicerol liberado na fase aquosa (SHARMA; CHAURASIA,
DALALI, 2013). A reacdo procede em estagios, que ocorrem simultaneamente em velocidades
diferentes.

A hidrdlise convencional de dleos e gorduras é geralmente conduzida sob presséo da
ordem de 4,83 MPa e temperatura ao redor de 250 °C por um periodo maximo de 2 h,
obtendo-se rendimentos entre 96 a 99%. (BALCAO; MALCATA, 2012). Os produtos
resultantes sdo &cidos graxos extremamente escuros € uma solucdo aquosa rica em glicerol,
que necessitam ser redestilados para remocao da cor e de subprodutos. Depois da destilagéo,
alguns desses produtos encontram aplicacdo direta e outros sdo quimicamente processados,
fornecendo uma variedade de outros produtos (ABDELMOEZ; MOSTAFA; MUSTAFA,
2013).

A hidrolise enzimética de Oleos e gorduras constitui-se numa alternativa que procura
superar 0s inconvenientes associados aos processos fisico-quimicos. Utilizando lipases e
promovendo a reacdo em condigdes brandas de temperatura e pressdo é possivel obter
produtos com baixo custo energético (BUENO, 2005; DE CASTRO et al., 2004).
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3.1.1 Acidos graxos

Os Oleos vegetais sdo constituidos majoritariamente por triglicerideos, que s&o
compostos de trés moléculas de &cido graxo com uma molécula de glicerol. Acidos graxos s&o
acidos carboxilicos com cadeia alifatica linear formada a partir de duas unidades de carbono e
as ligacdes duplas sdo inseridas por enzimas dessaturases em posi¢des especificas em relacéo
ao grupo carboxila (SCRIMGEOUR, 2005). Os &cidos graxos que contém apenas ligacao
simples entre os carbonos sdo denominados acidos graxos saturados. Os que possuem dupla
ligacdo entre carbonos sdo chamados de &cidos graxos insaturados, sendo que 0s que
apresentam mais de uma ligacdo dupla sdo conhecidos como poli-insaturados.

Acidos graxos sdo encontrados na natureza na forma nio associada, sendo assim
conhecidos como acidos graxos livres, ou associados formando outras classes de compostos
quimicos como fosfatideos e glicerideos (BABICZ, 2009).

Os acidos graxos livres podem ser convertidos em uma série de produtos de alto valor
agregado. Podem ser produzidos ésteres de acidos graxos e agUcares, que apresentam larga
aplicacdo como emulsificantes em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos
(SATYARTHI; SRINIVAS; RATNASAMY, 2011). Além de seu efeito conservante, ésteres
de carboidratos e acidos graxos tém sido associados como agentes anti-tumor e inibidores do
crescimento de plantas. O processo é baseado na esterificagdo de carboidratos (glicose,
frutose, sacarose e sorbitol) com acidos graxos (estearico, oleico e linoleico) utilizando lipases
de diferentes fontes (SOTO-VACA et al.,, 2013). Os acidos graxos podem ser também,
esterificados com metanol ou etanol, obtendo-se o metil ou etil-éster (biodiesel) com elevada
pureza (GOMES, 2009).

Acidos graxos essenciais sdo acidos graxos poli-insaturados que desempenham
importantes funcbes e ndo podem ser sintetizados pelo organismo por meio de precursores e,
portanto, devem ser inclusos na alimentacdo (PRENTKI; MADIRGU, 2012). Os &cidos
graxos essenciais para a alimentacdo humana sdo o &cido linolénico (bmega-3) que esta
presente em grande quantidade nos peixes (especialmente o salméo) e Gleos de peixe; e 0
acido linoléico (6mega-6), presente nos 6leos vegetais (soja, milho, girassol) (SOTO-VACA
etal., 2013).

Oleos vegetais tem sido alvo de constantes pesquisas a fim de se obter uma maior
guantidade de &cidos graxos insaturados devido aos efeitos que possuem sobre a salde

humana. Vérias pesquisas vém demonstrando a importancia de acidos graxos insaturados na


http://www.infoescola.com/nutricao/omega-3/
http://www.infoescola.com/peixes/salmao/
http://www.infoescola.com/plantas/girassol/

18

prevencdo de doencas cardiacas (GLUCK; ALTER, 2016) e neuroldgicas (SONG et al.,
2015).

Nos 6leos vegetais, 0s acidos graxos mais comuns sdao o palmitico (C16:0) e o
estearico (C18:0), entre os saturados, e oléico (C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3),

entre os insaturados.

i NANNANANNAN Acido Palmitico
oft €16:0

A\

C\M/W Acido Estedrico

0/ C18:0

#

A\

;CWMW Acido Oléico
ol c18:1(9)

A

IONANANASNNAINASN, Adido Linoléico
o €18:2(9,12)

A\

’,..-'C Uy ) Acido Linolénico
ok C18:3(9,12,15)

Figura 3.1 - Estrutura molecular dos principais acidos graxos dos 6leos vegetais.
Fonte: GAMBARRA NETO, 2008.

As sementes de soja sdo fonte de 6leo de altissima qualidade, com teor em torno de
18% no grdo. O Oleo se caracteriza por ser rico em acidos graxos insaturados
(aproximadamente 85% do total), mais especificamente acido palmitico (variagdo entre 7 —
14%), acido oléico (faixa de 19 — 30%), acido linoléico (entre 44 — 62%) e acido linolénico
(entre 4 — 11%) (RINALDI et al., 2007).

3.2 Hidrolise enzimética

Em geral, a hidrdlise enzimatica é considerada importante na ciéncia, tecnologia e
industria. Hidrolases especificas, por exemplo, lipases degradam lipideos e outros ésteres em
uma grande variedade de processos industriais e cientificos (PAPAMICHAEL et al., 2012).
Desde h& muitos anos, um conjunto de trabalhos tem sido publicado relatando que o
mecanismo de hidrélise de éster, incluindo a digestdo dos triglicerideos, poderia oferecer

informacdes importantes sobre o entendimento e controle desta reagdo (SALIHU et al., 2012).
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Vérios trabalhos relatam a eficiéncia das lipases microbianas com capacidade de
sintese de ésteres e hidrélise. As lipases ligadas ao micélio de M. circinelloides sdo aplicadas
na hidrdlise de triglicerideos e sintese de ésteres, por possuirem alta atividade catalitica e alta
estabilidade em solventes organicos apolares (REIS et al., 2009).

Linfield et al., (1984a) estudaram a hidrdlise de sebo e 6leos de coco e oliva utilizando
lipases de Candida rugosa, Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus. A reagcdo em emulsdo foi
conduzida em sistemas de frascos agitados, obtendo-se altos valores de conversdo de 97 a
99% em 72 horas de reacao.

Ghosh e Bhattacharyya (1995) estudaram a hidrolise enzimatica de 6leos comerciais
com alta acidez, como de coco, mostarda, girassol e arroz. Acilglicerdis neutros de dleos de
alta acidez foram quase completamente hidrolisados por lipase de Candida cylindracea em 48
horas de reacdo. O Oleo de coco, com acidez inicial de 69,2% em acido ladrico, foi
hidrolisado a temperatura de 35 °C por 48 horas, atingindo acidez final de 80%.

Fu et al. (1995) estudaram a hidrolise do 6leo de oliva, 6leo de soja, 6leo de palma,
Oleo de coco e dleos hidrogenados com lipase de Aspergillus sp. Todos os substratos
analisados puderam ser hidrolisados aos acidos graxos correspondentes pela enzima, com
rendimento de 90 a 99%, em tempo de reacdo de 2 a 24 horas.

Gomes (2009) realizou a hidro-esterificacdo de 6leo residual da industria pesqueira.
Na etapa de hidroélise, acidos graxos livres foram obtidos por duas vias: hidrélise quimica e
hidrolise enzimética. Na hidrolise quimica, o Oleo residual de industria pesqueira foi
adicionado ao reator a 300 °C e 500 rpm por 1 hora. A hidrdlise enzimatica foi realizada pela
enzima de Penicillium simplicissimum durante 48 horas, a 45 °C. Ap6s 1 hora a 300 °C, a
hidrélise quimica resultou em 93% de conversdo em acidos graxos e ap0s 48 horas a 45 °C, a
hidrélise enzimatica resultou em 81% de converséo.

Rodrigues e Ayub (2011) estudaram a hidrolise de 6leo de soja com mistura de
enzimas comerciais de T. lanuginosus (TLL, Lipolase 100L, imobilizada em Lewatit® VP
OC 1600) e R. miehei (RML, Lipozyme RM IM) em agitador rotativo, a 30 °C por 10 horas.
Na condi¢do étima (razdo molar agua: 6leo 3:1, 25% de enzima sobre a massa de 0leo, razdo
massica TLL/RML de 65%) foram obtidos 95% de conversao.

Do ponto de vista comercial, a reacdo de hidrdlise de dleos e gorduras catalisada por
lipase é aparentemente menos econdmica que a técnica convencional. Entretanto,
considerando a possibilidade da obtencdo de produtos especificos de alto valor agregado a
partir da hidrélise de 6leos vegetais por lipases, este tipo de processo pode tornar-se viavel
economicamente (BEUVE; MORISON, 2010).
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A hidrdlise enzimética pode ser realizada em condi¢Ges amenas (20 a 40 °C e presséo
atmosférica), reduzindo o gasto enérgico em comparacdo aos processos fisico-quimicos
(ABDELMOEZ; MOSTAFA; MUSTAFA, 2013). Nesta técnica, uma solucdo aquosa de
lipase entra em contato com o 6leo, formando uma dispersédo liquido-liquido. O processo de
hidrélise enzimética necessita de dois requisitos para a opera¢do: a formacao de uma interface
lipideo/agua e a absorcdo da enzima nesta interface. Assim, quanto maior a interface, maior
sera a quantidade de enzima adsorvida, acarretando velocidades de hidrolise mais elevadas
(YAN etal., 2011).

A literatura aponta que, em condicGes de pressdo atmosférica e temperaturas mais
amenas, a hidrdlise enzimatica é bastante lenta e, em muitos casos, atinge baixas conversdes
mesmo em longos tempos de reacdo (PAPAMICHAEL et al., 2012). Frente a isso, surge a
necessidade de se estudar novas tecnologias para a otimizacdo de reacGes de hidrolise

enzimaética de 6leos vegetais (FEITEN et al., 2014).

3.2.1 Fatores que influenciam o processo de hidrélise enzimética

Diferentes parametros podem influenciar o desempenho da hidrolise de 6leos e
gorduras e, consequentemente diversas técnicas tém sido utilizadas para aumentar a taxa de
hidrolise de 6leos e gorduras usando lipases como catalisadores.

a) Temperatura: o aumento da temperatura e 0 consequente aumento da taxa de reagao
estdo correlacionados a ativacdo das moléculas de substrato. Em temperaturas mais
altas, as moléculas de substrato adquirem maior energia de ativacdo para superar o
estado transiente da reacdo de hidrélise parcial, e 0 numero de colisGes entre as
moléculas de enzima e 6leo aumentam a taxa de hidrolise (WANG et al., 2010).

b) pH: enzimas sdo biocatalisadores que apresentam pH 6timo de atuacdo, na maioria
dos casos, proximo a neutralidade. Além de influenciar a estrutura enzimética, o pH
impacta na atividade enzimética podendo alterar a conformacdo do sitio ativo da
enzima (DONG; WANG;ZHENG,2010). Por envolver a medida de cargas elétricas, o
pH também pode afetar a estabilidade da interface Oleo/agua, ocasionando maior
exposicdo do substrato, favorecendo assim, a adesdo ao sitio ativo da enzima
(SHARMA; CHAURASIA; DALAI, 2013).

c) Concentracdo da enzima: a taxa inicial da reacdo enzimatica aumenta

proporcionalmente com a adi¢do da enzima até a saturacdo do substrato. Alcancado
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esse estagio, qualquer adicdo de enzima torna-se indcuo em relagdo ao aumento da
taxa de conversdo (RATHUD; PANDIT, 2009).

d) Razdo molar de substrato: a razdo molar para reacdes de hidrélise se da pelas
quantidades de Oleo e agua. A agua desempenha importante funcdo na enzima ao
manter sua conformacéo nativa. Um leve acréscimo na quantidade de &gua em uma
reacdo de hidrolise acarreta aumento da atividade devido a melhor conformacéo
enzimatica e a maior area de interface (FARIA, 2010). Porém, a partir de uma
quantidade maxima, pode ocorrer inibicdo da atividade enzimatica pelo alto teor de
agua (MOQUIN; TEMELLLI, 2008). Altas concentracdes de 6leo ocasiona o fenbmeno
de coalescéncia, reduzindo a area interfacial, desfavorecendo a reacdo de hidrolise.
Agitacdo, emulsificantes e alguns sais vém sendo empregados para evitar o

agrupamento de particulas de 6leo (MENDES et al., 2013).

3.2.2 Hidrolise enzimatica irradiada por ultrassom

Uma das principais limitagdes da hidrolise enzimatica de Oleos e gorduras é a
imiscibilidade dos substratos, que conduzem a uma baixa transferéncia de massa e por
consequéncia, uma baixa taxa de reagdo (ZHONG et al., 2010). O ultrassom tem se mostrado
uma excelente ferramenta no auxilio aos processos enzimaticos e bioldgicos, atuando no
controle de agregacao e dispersdo de particulas (LONING, HORST, HOFFMANN, 2002),
além de gerar um aumento na estabilidade e atividade catalitica e aumento da vida util dos
biocatalisadores (BATISTELLA et al., 2012).

A irradiacdo por ultrassom pode ser um método alternativo para reduzir as limitacdes
de transferéncia de massa substrato-enzima, assim como pode proporcionar mudancas
conformacionais na estrutura de proteinas (BABICZ, 2009). O efeito fisico do ultrassom em
processos biotecnoldgicos consiste principalmente na alteracdo da temperatura e pressao do
micro-ambiente em funcdo do efeito cavitacional (LERIN et al., 2014).

Um dos fatores limitantes mais comuns para o uso de ultrassom nas reacdes
bioguimicas é o aumento na temperatura promovido pela irradiagdo, uma vez que enzimas
podem ser inativadas termicamente (LERIN et al., 2014).

Outro fator a ser considerado € o solvente que esta sendo utilizado na reacdo. A
presenca de muitas moléculas de &4gua pode aumentar a inativagdo, visto que ocorre um
aumento da energia cinética do meio, induzido pelas ondas ultrassdnicas, ocasionando

mudancgas conformacionais. O uso de solventes organicos ou sistemas bifasicos funciona
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como um mecanismo de protecdo, permitindo que as moléculas de agua que encontram-se em
torno da enzima ndo sejam facilmente movidas pelo ultrassom (MARTINEZ; DAVOLOS;
JAFELICCI, 2000). Além disso, um solvente mais volatil aumenta o efeito cavitacional,
podendo favorecer a reacdo, ja que o ultrassom em baixas intensidades aumenta 0 movimento
do meio, favorecendo o fluxo de reagentes para o sitio ativo da enzima (BABICZ et al.,
2010).

Quando ondas de ultrassom sdo propagadas atraves de um meio liquido, ocorre a
interacdo entre as ondas ultrassonicas, o liquido e o gas dissolvido, acontecendo o fenémeno
conhecido como cavitagdo acustica (CHANDRAPALA et al., 2012). Nas reacdes assistidas
por irradiacdo ultrassonica, as cavitagoes (formacéo, aumento e implosdo de bolhas no meio
da reacdo) geradas pelo ultrassom, aumentam a miscibilidade entre os reagentes, aumentando
a transferéncia de massa entre as duas fases através do fornecimento de aquecimento e de
mistura (VELIJKOVIC et al., 2012).

A cavitagdo provoca um aumento localizado de temperatura na fronteira das fases e
fornece a energia mecéanica para a mistura e a energia de ativacdo necessaria para iniciar a
reacdo. Esse fendbmeno pode ser explicado pelo fato de que ciclos periddicos de oscilacao de
pressdo (compressao e expansdo) causam aumento do tamanho das bolhas, que ao atingirem
um tamanho critico implodem-se, liberando grande quantidade de energia em pontos
localizados no liquido (YU et al., 2010). O colapso das bolhas de cavitacdo rompe a fronteira
de fase e promove a emulsificacdo por jatos ultrassénicos. Estes efeitos proporcionam o
aumento das taxas de reacdo e a obtencdo de elevados rendimentos (THANK et al., 2010)
com pouca quantidade de catalisador e menor consumo energia, quando comparado ao
processo com agitacdo mecanica (CHAND et al., 2010).

Existem duas configuracdes de equipamentos de ultrassom: o banho de ultrassom e a
ponteira ultrassdnica. Nestes, a fonte de energia ultrassénica € um transdutor piezoelétrico,
que é constituido por ceramica piezoelétrica disposta entre duas chapas metélicas. O gerador
de frequéncia transmite um sinal a ceramica piezoelétrica, que transforma ondas elétricas em
ondas mecanicas; as chapas metalicas amplificam estes sinais e o transdutor transmite 0s
impulsos ultrassdnicos ao meio reacional (BARBOZA; SERRA, 1992).

O uso da tecnologia do ultrassom se destaca como uma alternativa aos métodos
convencionais, apresentando efeitos benéficos em reacfes catalisadas por enzimas como
reacOes de hidrolise, esterificacdo e transesterificacdo. Nos Gltimos anos tém sido relatados
estudos na area, como o de Liu et al. (2008), que estudaram o efeito do ultrassom na hidrélise

de 6leo de soja em sistema livre de solvente, utilizando lipase de Candida lipolytica. Os
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autores relataram que, comparando com a reagdo conduzida em shaker, as taxas de reagéo
aumentaram em 94% para a reacdo realizada em 1 hora, 64% na reagéo de 2 horas, 58% na
reacao de 3 horas, 41% na reacdo em 4 horas e de 34% na reacdo de 5 horas. A taxa de reacéo
em 5 horas em banho ultrassénico foi 2,3 vezes maior que a obtida em 12 horas de reacéo em
shaker.

Babicz et al. (2010) avaliaram a hidrolise enzimatica em banho de ultrassom,
utilizando diferentes lipases. Os autores relataram que, com frequéncia de 47 kHz e poténcia
de 12 W, utilizando 1% de enzima, a producdo de diacilglicerois foi de 40% com Lipozyme
TL IM, 41% com Lipozyme RM IM e de 32% utilizando Novozym 435. Os experimentos
foram conduzidos em pressdo atmosférica, temperatura de 55 °C e taxa de agitacdo de 700

rpm, por 1 hora e 30 minutos.

3.3 Lipase

Lipases (glicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) fazem parte de um grupo de enzimas
hidroliticas que catalisam a quebra e ligacGes ésteres, promovendo a liberacdo de acidos
graxos e glicerol (ARAUJO et al., 2016). Sua principal funcio é catalisar a hidrdlise de
triglicerideos em uma interface 6leo-agua, porém, em condicdes que ha pouca disponibilidade
de &gua no meio, as lipases tornam-se capazes de catalisar com alta especificidade,
estabilidade e condi¢bes reacionais brandas, reacdes reversas como esterificacdo e
transesterificacdo (ANABOM et al., 2014).

As lipases apresentam massa molecular variando entre 19 a 75 kDa e, normalmente,
sdo estaveis em solucdes aquosas neutras a temperatura ambiente. Sua atividade 6tima ocorre
em temperaturas entre 30 e 40 °C, podendo variar dependendo de sua origem (CORTEZ; DE
CASTRO; ANDRADE, 2017).

As lipases sdo encontradas na natureza em tecidos animais e vegetais e em micro-
organismos. As lipases provenientes de micro-organismos sdo as mais utilizadas
industrialmente por serem mais estaveis e apresentarem propriedades bem mais diversificadas
que as lipases de outras fontes (KAMINI et al., 2014).

O modo de agdo das lipases é bastante complexo. Todas as lipases sdo constituidas por
folhas B e a- hélice e um sitio ativo formado por uma triade catalitica composta por Serina-
Histina-Aspartato/Glutamato (ERICSSON et. al., 2008; SECUNDO et al., 2006; YAN et al.,
2011). Muitas delas apresentam uma estrutura hidrofobica o helicoidal que encobre o sitio

ativo, denominada tampa ou “lid”, que bloqueia a entrada do substrato até o sitio ativo.
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Quando em contato com o substrato em uma interface lipidio/agua, tem sua conformacéo
alterada, movendo-se e expondo o sitio catalitico e a0 mesmo tempo uma superficie
hidrofobica, aumentando a afinidade da enzima pelo substrato, facilitando a ligacdo da lipase
a interface (GUPTA, 2016; PALOMO et al., 2006; YAN et al., 2011).

Devido ao seu grande potencial biotecnoldgico, sua versatilidade e por catalisarem
muitas rea¢fes em diversos substratos quando comparada as outras hidrolases, as lipases séo
as enzimas preferenciais para aplicacfes em industrias alimenticias, farmacéuticas, téxtil, de
couro, cosméticos, papel e detergentes (SANTOS, 2012; SOARES, 2012).

As lipases tém sido utilizadas na formulacdo de detergentes; no tratamento de
efluentes, na industria oleoquimica; na inddstria agroquimica; na manufatura do couro e
papel; na nutricdo; na producdo de aromas; na formulacdo de perfumes, fragrancias e
cosméticos; na fabricacdo de plasticos e fibras sintéticas; na sintese de sedativos e outros
farmacos; dentre outras (ANABOM et al., 2014).

Tabela 3.1 - AplicacOes das lipases.

Setor Area Efeito Utilizado Produto
Laticinio Hidrélise de gordura do leite Agente aromatizante para
produtos lacteos
. Melhoramento do aroma e Bebidas Alcodlicas (vinhos e
Bebidas aceleragéo da fermentacao por
outras)
. . remogdo dos lipideos
Alimenticio
Processamento
de derivados do  Melhoramento da qualidade do ovo  Maionese, molhos e cremes.
0vo por hidrdlise dos lipideos
Processamento Oleos e gorduras modificadas
de dleos e Transesterificacdo de 6leos naturais;  (substitutos da manteiga de
gorduras hidrélise de 6leos (acidos graxos) cacau)
Quimica fina Sintese de ésteres Esteres
Detergentes Remocao de manchas de 6leos e Gorduras
gorduras
- Farmacéuticos ~ Digestdo de Sleos e gorduras de Digestivos
Quimico alimentos
Analitico Anadlise de triglicerol no sangue Diagnostico
Cosmético Remocao de lipideos Cosmeéticos em geral
Curtume Remogdo de gorduras das peles de Produtos de couro
animais

Fonte: Adaptado de SANTOS, 2012.

As lipases séo classificadas como enzimas intracelulares e extracelulares. No caso de

lipases extracelulares, a enzima ira ser recuperada a partir do caldo de cultura e, em seguida,
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purificada, ao passo que a lipase intracelular permanece no interior da célula ou nas paredes
celulares produtoras (AARTHY et al., 2014).

3.3.1 Reacdes catalisadas por lipases

Dependendo do sistema reacional (aquoso ou solvente organico), as lipases séo

capazes de catalisar além da hidrolise, reacfes de sintese, como esterificacao e alcodlise.

HOOC-Ry; + HOOC-R, + HOOC-Ry; Hidrélise
H:D
ROOC-R; + ROOCR; + ROOC-R, Alcodlise
/
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Figura 3.2 - Exemplos de reagdes catalisadas por lipase.
Fonte: CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017.

As lipases sdo ferramentas poderosas nas reacOes de hidrolise, esterificagéo,
transesterificacdo, interesterificacao e lactonizacdo, em solventes organicos.

A utilizagdo de lipases como catalisadores tem sido investigada na resolucdo de
misturas racémicas, na sintese de farmacos, na formulagdo de detergentes e sintese de
biosurfactantes, na industria oleoquimica (bioconversédo de oleos e gorduras), na indudstria

agroguimica, na manufatura do papel e na nutricdo (GUPTA, 2016).
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3.3.1.1 Hidrodlise

Triglicerideos na presenga de &gua e catalisador sofrem hidrolises reversiveis,
liberando glicerol e acidos graxos. A reacdo procede em estagios, que ocorrem
simultaneamente em velocidades diferentes. Nas reacdes de hidrolise quimica ou enzimatica,
os triglicerideos sdo convertidos para diglicerideos e monoglicerideos e estes em glicerol e
acidos graxos (SHARMA; CHAURASIA; DALAI, 2013).

i Hidrolise
CH—00C —R +3H,0 «<——= R—COOH CH —OH
| Esterificacio
CH,—00C —R" R COOH CH,—OH
Triglicerideo aona acidos graxos lvres glicerol

Figura 3.3 - Esquema representativo da hidrélise de triglicerideos.
Fonte: MOQUIN; TEMELLI, 2008.

Nesse sentido, as lipases atuam na formulacdo de detergentes e cosméticos, na
modificacdo de gorduras do leite, na producdo de acidos graxos poli-insaturados a partir da
hidrélise de dleos, no processamento de couro e peles para remover gorduras residuais e na
recuperacdo de efluentes contaminados com 6leos e gorduras (CAMMAROTA e FREIRE,
2006; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; HOU e SHIMADA, 2009; MOHAMED et al.,
2011).

3.3.1.2 Reac0es de sintese

As lipases que catalisam as reacfes de sintese (trans ou esterificacdo) podem
apresentar especificidade pelos alcodis com diferentes tamanhos de cadeia carb6nica, que
variam desde o metanol (C1) até o dodecanol (C12), embora outros fatores, como a
temperatura, o tipo de solvente, outros componentes do meio reacional e a estrutura e
dindmica molecular das lipases, possam interferir nessas seletividades (BEZBRADICA et al.,
2006).

Salah et al. (2007) estudaram a sintese de acetato de butila (aroma de abacaxi),

mediada pela lipase de Rhizopus oryzae, e avaliaram diversas condi¢cdes na reacdo de
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esterificagdo, alcangando um rendimento de 80% ao utilizar a lipase imobilizada e o heptano
como solvente. Além disso, Liu, Holland e Crow (2004) reportaram que algumas lipases
microbianas, como as de Candida cylindracea, Candida deformans e Aeromonas hydrophila
podem catalisar a sintese de ésteres que ddo sabor a produtos lacteos, por esterificacdo e/ou
alcodlise em sistemas com baixa atividade de agua.

Os ésteres alquilicos de &cidos graxos, conhecidos como biodiesel, também sdo
produtos de reacdes de sintese catalisadas por lipases e comumente, a reacao responsavel pela
sua producdo é a transesterificacdo. A transesterificacdo consiste em uma série de reacOes
consecutivas e reversiveis. A primeira etapa é a conversao dos triglicerideos em diglicerideos,
seguido da conversdo dos diglicerideos em monoglicerideos, e os monoglicerideos em
glicerol, gerando uma molécula de metil ou etil-éster (SHAHID; JAMAL, 2011).

3.3.2 Lipase fungica ligada ao miceélio

Lipases ligadas ao micélio vém sendo cada vez mais estudadas visando identificar o
potencial de micro-organismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, para
utilizacdo como biocatalisador (células integras) baseado na sua habilidade de imobilizacdo e
de exposicdo das proteinas funcionais de interesse na superficie de sua célula (FUKUDA;
KONDO; NODA, 2009). Como biocatalisadores, as lipases apresentam caracteristicas como
especificidade, regiosseletividade e enantiosseletividade, que os catalisadores quimicos ndo
possuem, além de permitirem a sintese de compostos de alta pureza, com um ndmero
reduzido de subprodutos e baixa geracéo de residuos (COLLA et al., 2016).

Os fungos filamentosos s&o reconhecidos como as melhores fontes de lipases, sendo
que um grande numero desses micro-organismos tem sido estudado do ponto de vista
genético e bioquimico (COLEN, 2006). Entretanto, somente as enzimas de poucas espécies
tem demonstrado possuir estabilidade adequada e capacidade satisfatoria de biocatalise para
serem empregadas em reacdes de sintese (MESSIAS et al., 2011).

Quando provenientes de fungos filamentosos, as lipases ligadas ao micélio apresentam
alta atividade lipolitica. Lipases fungicas ligadas ao micélio tem tido destaque, em especial
guando provenientes de fungos dos géneros Mucor, Penicillium e Rhizopus, que sdo citados
como bons produtores de lipases (IFTIKHAR et al., 2008). Ainda sdo poucas as espécies

estudadas e por isso, pouco utilizadas industrialmente.
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Vérios trabalhos relatam a eficiéncia das lipases microbianas com capacidade de
sintese de ésteres e hidrolise, como aquelas obtidas a partir de Penicillium citrinum
(MIRANDA et al.,, 1999), Aspergillus niger (MUHADIK et al., 2002) Penicillium
simplicissimum (GUTARRA et. al, 2009), Penicillium sp. (RIGO et. al, 2010) e Rhizopus
chinensis (SUN e XU, 2008).

O fungo filamentoso P. citrinum ocorre normalmente com distribuigdo mundial. Foi
isolado a partir de uma variedade de fontes, incluindo solos, vegetacdo em decomposicao e
géneros alimenticios. E descrito como fungo endofitico, ou seja, que coloniza raiz de plantas e
cereais de plantas como trigo e 6leo de soja e também causa o bolor no pdo (SAMSON;
FRISVAD, 2004).

Pode ser encontrado em diferentes condi¢cdes ambientais, forma colénias planas ou
radialmente sulcadas, velutinosa, com micélio branco e canideas esferoidais abundantes de
coloracéo verde. E uma espécie mesofilica, com temperatura 6tima de crescimento que varia
de 26-30 °C (PITT; HOCKING, 2009).

Entretanto, a viabilidade econémica do processo de utilizacdo de lipases microbianas,
encontra-se na imobilizacdo dessas células integras em um suporte que seja estavel, inerte e
que possua boa aderéncia ao micro-organismo (FUKUDA; KONDO; NODA, 2009). O
método de preparo das células integras imobilizadas é feito por meio de cultivo, em que as
enzimas permanecem aderidas no interior das células. A imobilizacdo no suporte poroso
ocorre como consequéncia natural do seu crescimento e podem ser facilmente separadas do
meio de cultivo (ANDRADE et al., 2012). A estrutura celular age como uma matriz natural
capaz de proteger as enzimas da acdo de possiveis efeitos de agentes externos, promovendo
um efeito analogo ao empregado por matrizes comuns utilizadas na imobilizacdo de enzimas
(ROMERO; BAIGORI; PERA, 2007).

A producéo de lipase ligada ao micélio e sua retencdo na membrana é um fator crucial
para o desenvolvimento de biocatalisadores de células integras imobilizadas e com alta
atividade em reacGes de etandlise. Hama et al., (2006) imobilizaram as células de R. oryae em
particulas de poliuretano com o intuito de investigar os fatores que levaram a producdo de
lipase ligada ao micélio. Os autores verificaram que a imobilizacdo contribuiu para a
producdo de enzima ligada ao micélio, de modo que grandes quantidades de lipase ficaram
retidas no interior das células. Os autores também verificaram que a adi¢do de dleo de oliva
auxilia na retencédo da lipase nas células, o que contribui para a inibi¢do da secrecdo de lipase
para 0 meio, sugerindo que esse efeito de retencdo de lipase na membrana causa um aumento

da atividade da lipase ligada ao micélio.
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3.4 Imobilizacado de células

A imobilizacdo de células pode ser definida como um confinamento fisico das células
em uma regido definida, sejam encapsuladas em globulos ou aprisionadas em um suporte
solido, mantendo sua atividade catalitica em processos de operacao continuos e descontinuos
(COVIZZI et al., 2007). A imobilizacdo de células representa uma forma particular de adeséo
celular baseada na habilidade de certos micro-organismos se fixarem em suportes solidos por
meio de liga¢cdes naturais fisico-quimicas (GUPTA, 2016).

As principais técnicas de imobilizacdo normalmente aplicadas em processos de
biotransformacdo sdo baseadas na adsor¢cdo em suportes inertes, na encapsulacdo e
aprisionamento em matrizes poliméricas ou ligacdo covalente, cruzada e i6nica em suportes
previamente ativados (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017).

Segundo Canilha, Carvalho e Silva (2006), as principais vantagens propiciadas pela
imobilizacdo celular sdo o reaproveitamento do material bioldgico, principalmente quando os
suportes escolhidos sdo inertes e com alta resisténcia mecénica, aumento da estabilidade e o
USO em processo continuo.

O uso de células imobilizadas apresenta algumas desvantagens. O processo de
imobilizacdo pode ndo ser econémico e as limitaces de transferéncia de massa podem afetar
a fisiologia e cinética do crescimento celular. Além disso, a matriz utilizada pode romper-se
devido ao crescimento celular e producdo de gases, devido as limitagdes na transferéncia de
oxigénio (WANG et al., 2005).

A escolha de uma matriz adequada para a imobilizacdo € um fator de relevancia para a
obtencdo do produto desejado, sendo que para cada micro-organismo e metabdlito, faz-se
necessario uma analise distinta (SILVA et al., 2006). O tamanho do poro, a porosidade e o
grau de hidrofobicidade da matriz interferem na intensidade da ades&o celular (COVIZZI et
al., 2007).

N&o existe um método geral de imobilizacdo e nem um suporte universal adequado a
qualquer processo. A escolha do tipo de suporte dependera das caracteristicas peculiares do
material bioloégico e das condigcbes de uso do sistema imobilizado (KILONZO;
MARGARITIS; BERGOUGBOU, 2011).

Diversos materiais podem ser utilizados como suporte para a imobiliza¢do de células.
Para a imobilizacéo celular de fungos filamentosos utilizam-se suportes porosos, ja que ocorre

a adesdo das células microbianas na superficie do suporte. Quando 0s poros sdo maiores, as
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células em crescimento penetram no suporte, preenchendo seu espacgo interno (COVIZZI et
al., 2007).

O método de imobilizacdo em suportes € utilizado devido sua simplicidade, baixo
custo, facil manipulacdo e grande diversidade de suportes. Para a escolha de um suporte,
devem ser analisadas suas propriedades fisicas e quimicas (MENDES, 2009).

Dentre 0s suportes porosos, as espumas de poliuretano e a bucha vegetal tém adquirido
grande relevancia como suportes de imobilizacdo, pois oferecem suporte bioldgico e
oxigenacdo ideal para o crescimento de micro-organismos (JIN et al., 2009; ANDRADE et
al., 2012).

Espumas de poliuretano tém sido utilizadas como suporte de imobilizagéo, face ao
crescimento do numero de aplicacdes reportado na literatura, como remocao de componentes
organicos (MOE; IRVINE, 2001), fermentacdo do acido acético (De ORY; ROMERO;
CANTERO, 2004) e reacgdes de transesterificacdo (BAN et al., 2001; JIN et al., 2009). Seu
uso tem se destacado devido suas caracteristicas: grande area superficial com intersticios para
o0 crescimento celular, porosidade uniforme garantindo a troca gasosa, boa estabilidade
mecanica, quimica, térmica e bioldgica, resisténcia a degradacdo enzimatica, além de
proporcionarem facil imobilizagdo, baixo custo comercial e uso viavel para escala industrial
(SOARES, 2012).

As espumas de poliuretano apresentam porosidade e leveza adequadas para o
crescimento de fungos filamentosos, além de oferecer suporte biolégico para o crescimento,
sendo, dessa forma, muito utilizado na imobilizacdo das células desses micro-organismos
(SOARES, 2012).
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Materiais

Utilizou-se o fungo filamentoso Penicillium citrinum URM 4216 adquirido da UFPE.
O fungo foi conservado sob refrigeragcdo em meio BDA (Batata Dextrose Agar — Difco),
preparado conforme recomendacdo do fornecedor, sendo repicado a cada dois meses. O
repique foi feito em tubos de ensaio contendo 0 meio BDA inclinado, com a ajuda de uma
alca metalica. Apds o repique, 0s tubos de ensaio contendo os esporos foram incubados em
estufa a 30°C durante 7 dias e em seguida estocados sob refrigeragdo. Como suporte de
imobilizagdo foi utilizado espuma de poliuretano (cubos 6x6 mm? — Esfrebon®). Nas reacdes
de hidrolise foi empregado 6leo de soja comercial refinado (Soya). Os demais reagentes
empregados foram de grau analitico, tais como: 6leo de oliva de baixa acidez (Carbonell),
goma ardbica em p6 pura (Synth), hidroxido de potéssio (KOH) (Synth), acido nitrico
(HNO3), solucbes tampéo fosfato em pH 7,0.

4.2 Metodologia experimental

4.2.1 Preparo do meio de cultura

Os fungos foram cultivados em meio de cultura liquido composto por 6leo de oliva
(comercial) 30g/L, peptona (Himedia) 70g/L, NaNO3z (Vetec) 1g/L, KH2PO4 (Synth) 1g/L e
MgS04.7H,0 (Vetec) 0,5g/L, previamente autoclavados (121°C/15 min). Oleo de oliva
(comercial) 30g/L foi transferido assepticamente ao meio autoclavado.

4.2.2 Preparo das células integras

As células integras foram preparadas utilizando a técnica de fermentacdo submersa,
realizada em Erlenmeyers de 250 mL. Para preparo do inoculo, os esporos foram raspados e
suspensos em agua estéril. Um volume contendo cerca de 1x10® esporos de fungo foi
inoculado em cada Erlenmeyer, contendo 100 mL de meio de cultura, os quais foram
incubados por até 120 h a 30°C sob agitacdo orbital em shaker (170 rpm). A biomassa foi

separada do meio de cultura por filtracdo a vacuo, lavada com &gua e seca em dessecador.
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4.2.3 Preparo das células integras imobilizadas

Em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura foram adicionados
100 cubos de espumas de poliuretano e apos esterilizacdo procedeu-se 0 processo de
inoculacdo (conforme descrito no item 4.2.2). A biomassa imobilizada foi separada do meio
de cultura por filtracdo a véacuo, lavada com agua e seca em dessecador, contendo silica-gel e
pentoxido de fdsforo.

4.2.4 Determinacao dos parametros cinéticos e bioquimicos das células integras

A atividade enzimatica do biocatalisador foi determinada pelo método de hidrdlise do
azeite de oliva, conforme descrito por Andrade et al. (2014). Os valores de pH e temperatura
6timos foram avaliados e os parametros cinéticos (constante de Michaelis-Menten; K,,, e
velocidade méxima de reacdo, V,,,,) determinados com o auxilio do programa Origin Pro
versdo 8.0 e linearizacdo de Lineaweaver-Burk, a partir da curva de concentracao substrato
versus atividade. A estabilidade térmica foi avaliada por meio de tratamento térmico do
biocatalisador a 60 °C por um periodo maximo de 150 min, com retiradas periddicas a cada
30 min. para quantificagdo da atividade residual e célculo da constante de inativagdo térmica

(kp) e tempo de meia vida (t; /7).

4.2.5 Hidrdlise do 6leo de soja

a) Sob agitacdo em shaker

A reacdo de hidrolise enzimatica do 6leo de soja foi realizada com base no trabalho
descrito por Freitas et al. (2007). Em Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 50 g do
substrato (6leo de soja em tampdo fosfato de soédio 0,1M) contendo agente emulsificante
goma arabica a 2,5% m/v. Apos a adicdo de 10% m/m de biocatalisador, os Erlenmeyers
foram incubados sob temperatura controlada a 170 rpm de agitacdo por um periodo maximo
de 24h.

b) Sob agitacdo em shaker com solventes

Em Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 50 g do substrato (25% de 6leo de soja

em tampéo fosfato de sdédio 0,1M pH 8,0) contendo 50 g de solvente (hexano ou terc-
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butanol). Apds a adicdo de 10% m/m de biocatalisador, os Erlenmeyers foram incubados sob
37°C a 170 rpm de agitagdo por um periodo maximo de 9h.

c) Sob agitacdo mecéanica

Em Bequer de 250 mL foram adicionados 50 g do substrato (25% do 6leo de soja em
tampéo fosfato de sodio 0,1M pH 8,0) com e sem agente emulsificante goma arabica a 2,5%
m/v. Apos a adicdo de 10% m/m de biocatalisador, os Béqueres foram imersos em banho de
glicerina a 37 °C acoplado ao agitador mecénico (Fisatom) com rotacdo de 800-1000 rpm por

um periodo méaximo de 9h.

d) Sob agitacdo mecanica acoplado ao banho de ultrassom

Em Bequer de 250 mL foram adicionados 50 g do substrato (20% do 6leo de soja em
tampdo fosfato de sodio 0,1M pH 8,0) com e sem agente emulsificante goma arabica a 2,5%
m/v. Apos a adicdo de 10% m/m de biocatalisador, os Béqueres foram imersos em banho
ultrassonico Soniclean mantendo a frequéncia a 40 kHz em uma poténcia de 132W e
temperatura de 37 °C acoplado ao agitador mecanico (Fisatom) com rotacdo de 1000 rpm por

um periodo maximo de 9h.

Em todos os casos, periodicamente foram retiradas amostras de 0,6 g do meio
reacional e o teor de &cido graxo quantificado por titulagio com KOH 0,02 M. A conversdo
foi calculada pela determinacdo da concentracdo de &cidos graxos formados durante a
hidrolise dos triglicerideos presentes no substrato, de acordo com a equacéo 4.1 (Freitas et al.,
2007).

(Vg=Vp)*N*10~3xM .

% Hidrolise = —

100 4.1)

Em que:

Va = volume de KOH da amostra (mL);
Vb = volume de KOH do controle (mL);
N= normalidade do KOH;

M= massa molecular media dos &cidos graxos no oleo de soja (g/mol);
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m= massa da amostra (g);

f = fracdo de 6leo usada.

4.2.6 Separacao dos produtos da hidrolise

A reacdo de hidrolise foi finalizada adicionando-se ao reator, uma mistura de 90 mL
de cloroférmio e 25 mL de &cido acético glacial, com homogeneizacdo por 10 min, sob
agitacdo. Em seguida, o conteudo do reator foi transferido para uma proveta de 500 mL e o
volume completado com agua destilada. Posteriormente, o contetdo da proveta foi transferido
para um funil de separacdo e deixado em repouso para a separacao das fases (AOAC, 2003).

A fase cloroférmica, contendo os &cidos graxos livres foi metilada e identificados por
cromatografia em fase gasosa. A metilagéo foi realizada de acordo com a metodologia I1SO
12966-2 (2011). Foram pesados aproximadamente 50 mg do triglicerideos purificado em um
vial de 20 mL. Adicionaram-se 2 mL de uma solucdo metandlica de hidréxido de sodio (0,2
M) e aqueceu-se (80°C/15min), sob agitagdo vigorosa. Em seguida, a amostra foi resfriada e
adicionaram-se 2 mL de uma solugdo metandlica de acido sulfdrico (1 M). A amostra foi
aquecida (80°C/15min) sob agitacdo vigorosa e posteriormente resfriada. Em seguida
adicionou-se 1 mL de uma solucdo saturada de NaCl e 2 mL de hexano. A mistura foi agitada
vigorosamente em vortex (30 segundos), sendo mantida em repouso para separacdo de fases.
A fase superior (orgénica) foi transferida para outro vial de 20 mL, e o processo de extracdo
com hexano foi repetido por duas vezes. O hexano foi evaporado a 50 °C em chapa de
aquecimento e o triglicerideo metilado foi armazenado a baixa temperatura (6°C) para

posterior analise em acidos graxos.

4.2.7 Delineamento experimental

A influéncia das variaveis razdo massica Oleo/tampdo e temperatura na reacdo de
hidrolise do éleo de soja sob agitacdo em shaker, foi investigada empregando o planejamento
experimental composto central 22 obtendo como variavel resposta a porcentagem de hidrélise
alcangada em 3 horas de reagdo. Os ensaios foram conduzidos de forma randomica, sendo
realizados trés replicatas no ponto central, para estimar o erro experimental. Os resultados
foram analisados empregando o programa Statistica versao 7.0. A significancia estatistica da

regressao individual dos coeficientes e 0 modelo matematico foram determinados pelo teste
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de Fischer e a andlise de variancia explicada pelo modelo obtido, foi dada pelo coeficiente de
determinacéo (R?).

4.3 Metodologia analitica

4.3.1 Determinacao da atividade hidrolitica

A atividade enzimética das células livres e imobilizadas foi determinada pelo método
de hidrdlise, conforme metodologia modificada por Andrade et al. (2014). O substrato foi
preparado pela emulsdo de 10 mL de azeite de oliva e 90 mL de goma arabica a 3% (m/v).
Em frascos Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 5 mL de substrato, 4 mL de solucéo
tampdo fosfato de sdédio (0,1 M, pH 7,0) e 0,5 g de células imobilizadas (massa seca) ou 1,0
ml do caldo fermentado. Os frascos foram incubados a 37°C por 5 minutos, em banho
termostatizado com agitacdo. Apos o periodo de incubacdo, a reacdo foi paralisada pela
adicdo de 10 mL de uma mistura de etanol e agua destilada (1:1). Os acidos graxos liberados
foram titulados com solucdo de KOH 0,025 M, utilizando fenolftaleina como indicador. Os
calculos foram realizados pela Equacdo 4.2, sendo uma unidade de atividade definida como a
quantidade de enzima que libera 1pumol de 4cido graxo por minuto de reagdo, nas condigdes

do ensaio. As atividades sdo expressas em pmols/g.min (U/g).

_ 3
Atividade (“'m‘”) = WazVp)M.10 (4.2)

gmin tm

Em que: V, = volume de KOH gasto na titulacdo da amostra (mL); Vg volume do
KOH gasto na titulagdo do branco (mL); M = molaridade da solugdo de KOH (M); t = tempo
de reagdo (min); m =massa (g).

4.3.2 Determinacao do teor de umidade das células integras

O teor de umidade das células integras apos a etapa de filtracdo foi determinado a

partir da Equacdo 4.3, para ser utilizado na determinacdo da atividade lipolitica:

Umidade (%) = Himida=Mseca) , 49 (4.3)

Mgmida
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Em que MUmida é a massa de micélio obtida apos filtracdo a vacuo (g) e a Mseca é a
massa de micélio obtida apds secagem em estufa a 105°C por 24h (g), até atingir massa

constante.

4.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A andlise morfoldgica das células imobilizadas foi realizada por microscopia de
varredura eletronica (MEV) utilizando microscopio eletronico LEO 440i Oxford (Cambridge,

Inglaterra) com ampliacdo de 100 vezes.

4.3.4 Determinacdo dos &cidos graxos por cromatografia gasosa

Os acidos graxos liberados na hidrolise foram analisados por cromatografia em fase
gasosa. As amostras submetidas a analise cromatografica foram previamente metiladas,
conforme descrito no item 4.2.7 e os ésteres metilicos identificados por cromatografia em fase
gasosa (PerkinElmer) utilizando-se injetor Split, detector de ionizagdo por chama (FID) e
coluna Supelcowax (L x 1.D. 30 m x 0.32 mm, dr 0.50 um). A temperatura do injetor e do
detector foi de 250°C, sendo 0 modo de injecao split (1:10), utilizando-se nitrogénio na vazéo
de 0,5 mL/min., como géas de arraste. A rampa de aguecimento do forno foi estabelecida da
seguinte forma: temperatura inicial de 60°C até 210°C a uma taxa de aquecimento de
20°C/min; a temperatura de 210°C foi mantida por 7 min., e uma taxa de agquecimento
20°C/min., foi empregada para que fosse atingida a temperatura final de 250 °C, sendo esta
mantida por 25 minutos. A identificacdo dos acidos graxos foi realizada comparando-se 0s
tempos de retencdo com padrées FAME e a quantificacdo foi realizada por normalizagéo de
areas calculadas pelo software Galaxie Chomatography Data System version 1.9. O
cromatograma representativo do perfil em acidos graxos do padrdo de FAMEs é apresentado

na Figura 4.1.
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Figura 4.1 - Cromatograma representativo do perfil em acidos graxos do padrdo de FAMEs.
Fonte: do autor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparagdo das células integras livres

A etapa inicial do trabalho foi direcionada para a preparacao das células integras livres
do fungo filamentoso P. citrinum, descrito como produtor de lipase ligada ao micélio. As
células foram cultivadas em meio de cultura liquido, composto por 6leo de oliva e nutrientes
adequados por um periodo maximo de 120h, conforme descrito na secéo 4.2.2. Os perfis de
biomassa seca de miceélio, atividade lipolitica no filtrado e na biomassa em fungdo do tempo

de cultivo estdo mostrados nas Figuras 5.1 (a-b).
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Figura 5.1 - Valores de (a) biomassa seca e de (b) atividade lipolitica da biomassa e do filtrado em
funcgéo do tempo de cultivo.
Fonte: do autor.

Observa-se na Figura 5.1 (a) que até 48h de incubacdo, ndo houve crescimento
expressivo do micro-organismo. Verifica-se que apds este periodo de cultivo, o perfil de
crescimento celular é semelhante a um perfil padrédo de crescimento microbiano e a biomassa
obtida aumenta conforme se aumenta o tempo de incubacgéo, obtendo-se o maior valor (35,37
+ 0,53 g/L) em 120h.

Ao comparar os resultados de atividade lipolitica obtida no filtrado e na biomassa na

Figura 5.1 (b), nota-se que até 48h de cultivo ndo foi possivel quantificar a atividade
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lipolitica, dada a baixa taxa de crescimento. A partir de 72h de cultivo, os valores de atividade
lipolitica obtidos para o filtrado se mostraram inferiores em relacdo aos valores de atividade
da biomassa, sugerindo que a maior parte da lipase produzida ficou retida no micélio. Os
valores de atividade do filtrado ficaram na faixa de 8,7 + 1,19 a 16,3 + 1,23 U/ml e a
atividade da biomassa entre 80,12 + 1,93 e 256,81 + 1,82 U/g.

Ainda na Figura 5.1 (a-b) é possivel estabelecer uma relagdo entre o crescimento
celular e a atividade lipolitica da biomassa, pois o crescimento foi diretamente proporcional
ao aumento da atividade lipolitica, visto que o maior valor de concentracdo de biomassa em
120h (35,37 + 0,54 g/L) forneceu o maior valor de atividade ligada ao micélio, da ordem de
256,81 + 1,82 U/qg.

A Figura 5.2 (a-b) ilustra a biomassa fungica ap6s o cultivo de 120h. Verifica-se que
as células do P. citrinum em meio submerso apresentam um crescimento em forma de
“pellets”, devido a morfologia desse fungo (Figura 5.2 a). Pellets sdo massas esféricas de hifas
com estrutura interna variavel, formando pelotas “fofas”, compactas e densas. A densidade de
hifas dentro dos pellets é de importancia para a difusdo de nutrientes e oxigénio para a
biomassa micelial, com consequentes efeitos sobre o crescimento, particularmente no centro
de pellets (PAPAGIANNI, 2004).

Apos o processo de filtracdo, como observado na Figura 5.2 (b), a biomassa adquire
um aspecto filamentoso e de elevada resisténcia mecanica, o que pode ser explicado pela
rigidez da parede celular dos fungos filamentosos (PAPAGIANNI, 2004).

-m

Figura 5.2 - Células integras livres: (a) com o meio de cultivo; (b) ap6s processo de filtracao.
Fonte: do autor.
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Os fungos filamentosos sdo micro-organismos morfologicamente complexos, exibindo
diferentes formas estruturais em todo seu ciclo de vida. A mudanc¢a na morfologia durante o
crescimento afeta o consumo de oxigénio e a taxa de absorcdo de nutrientes em uma cultura
submersa (PAPAGIANNI, 2004).

5.2 Imobilizag&o das células integras

Para avaliar a influéncia do processo de imobilizacdo sob as propriedades cataliticas e
fisico-quimicas das células integras, o fungo filamentoso P. citrinum foi imobilizado em
suporte poroso (espumas de poliuretano) durante o seu cultivo, conforme descrito na secdo
4.2.3. Os perfis de biomassa seca de micélio, atividade lipolitica no filtrado e na biomassa em
funcéo do tempo de cultivo estdo mostrados nas Figuras 5.3 (a-b).
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Figura 5.3 - Valores de (a) biomassa seca e de (b) atividade lipolitica da biomassa e do filtrado em
funcéo do tempo de cultivo.
Fonte: do autor.

Assim como observado para as células integras livres, até 48h de incubacdo, verificou-
se que ndo houve crescimento expressivo da biomassa nas espumas de poliuretano, conforme
Figura 5.3 a. No entanto, apos 48h foi possivel quantificar o crescimento do micélio aderido
ao suporte de imobilizacdo, que atingiu seu maior valor em 96h (49,3 + 1,49 g/L).
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A Figura 5.3 (b) mostra que os valores de atividade obtidos no filtrado também se
mostraram inferiores aos valores de atividade da biomassa imobilizada, sugerindo que a
presenca do suporte ndo interferiu na producédo de lipase, e que a maior parte dela ficou retida
no micélio. Pode-se observar que o tempo de cultivo com maior atividade enzimatica para as
células integras imobilizadas foi em 96h, apresentando valor médio de 105,51 + 3,01 U/g.
Novamente, constata-se uma proporcionalidade direta no crescimento celular e na atividade
lipolitica da biomassa imobilizada. No entanto, ao contrario das células livres que atingiram
valores maximos em 120h, as células imobilizadas apds 96h tiveram um decaimento no
crescimento e atividade enzimatica, que sofreu uma queda de aproximadamente 45% em seu
valor ap6s as 96h, indicando que possivelmente a fermentagdo atingiu o seu fim pelo
esgotamento dos nutrientes.

A Figura 5.4 (a-b) ilustra a biomassa fangica imobilizada ap6s o cultivo de 120h.
Como pode ser observado o processo de imobilizacdo das células do P. citrinum em espumas
de poliuretano foi satisfatorio, pois houve o crescimento e a adesdo das células nas espumas,

as quais permaneceram fortemente aderidas mesmo apos a filtracéo.

() (b)

Figura 5.4 - Processo de preparacédo das células integras imobilizadas pelo método da cultivo e
fermentacdo submersa: (a) Biomassa imobilizada nas espumas de poliuretano ainda
no meio de (b) Biomassa imobilizada nas espumas de poliuretano apo6s a filtracao.

Fonte: do autor.
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5.3 Caracterizacao das células integras livres e imobilizadas

Apb6s a determinacdo do tempo Otimo de cultivo, as células integras livres e
imobilizadas foram caracterizadas quanto aos parametros morfologicos, cinéticos e
bioquimicos, a fim de se determinar os valores 6timo de pH e temperatura, assim como o

tempo de meia vida e a constante de Michaelis-Menten.

5.3.1 Analise morfologica das células integras imobilizadas

O processo de adesdo das células nas espumas de poliuretano pode ser melhor
visualizado através da andlise de microscopia eletrdnica de varredura (MEV), conforme
Figura 5.5(a-b).

(@) (b)

268pn EHT=26.88 kV LRAC/FI | 28un EHT=26 .88 kV LRAC/F
Mag= 188 X I Probe= 188 pa uD= 25 nm  Detector= SE1 UNICAMI | Mag= 568 X I Probe= 188 pA WD= 25 mm  Detector= SE1 UNICAM

Figura 5.5 - Microscopia eletronica de varredura das células de Penicillium citrinum imobilizadas em
espumas de poliuretano (a) 100 X (b) 500X.
Fonte: do autor.

Como pode ser observado na Figura 5.5. (a) com ampliacdo de MAG = 100X, as
células cresceram tanto no interior dos poros como ao redor das fibras das espumas, formando
um emaranhado de biomassa fortemente aderido ao suporte. Essa forte adesdo se torna
interessante na aplicacdo da biomassa imobilizada, pois indica uma redugdo na dessorcéo de
células do suporte, mesmo sob vigorosa agitacdo. Na Figura 5.5. (b) com ampliacdo MAG =
500X, pode-se observar melhor a morfologia das células apds o processo de imobilizag&o,
evidenciando o aspecto filamentoso do fungo aderido as espumas.
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Esses resultados estdo de acordo com os descritos na literatura que demonstram que a
imobilizacdo celular em espumas de poliuretano reticulado é a forma mais esponténea e
efetiva de se obter biocatalisadores de células integras (BAN et al., 2001; LI et al., 2008b).

5.3.2 Determinacdo do pH e da temperatura étimos de atuacéo da lipase

A influéncia das varidveis pH e temperatura na atividade lipolitica das células integras
livres e imobilizadas de P. citrinum foram investigadas por meio da hidrélise do azeite de
oliva. Para determinacdo do pH 6timo, os ensaios foram conduzidos a 37°C sob diferentes
valores de pH: 6,0; 6,5; 7,0; 7,5;8,0 e 8,5 e para determinar a temperatura 6tima, a atividade
lipolitica da biomassa foi realizada em pH 7,0 sob diferentes valores de temperatura de
incubacdo: 30, 35, 40, 45, 50 e 55 °C. Os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 5.6 (a-
b).
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Figura 5.6 - Influéncia do pH (a) e da temperatura (b) na atividade lipolitica das células de P.
citrinum.
Fonte: do autor.

Verifica-se que a melhor faixa de atuacdo das celulas integras livres ficou entre os pHs
7,5 e 8,0, com valores maximos de 222,17 + 4,04 U/g e 237,44 + 2,97 U/g. Para as células
integras imobilizadas, a melhor atuacéo das células foi alcangado em pH 8,0 (221,14 + 1,09

U/g), como observado na Figura 5.6 (a).
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Na Figura 5.6 (b), encontra-se o maior valor de atividade das células livres na faixa de
temperatura de 37 a 45°C, com valores de atividade enzimatica de 163,67 + 2,26 U/g e 171,86
+ 3,45 Ul/g, respectivamente. Observa-se que a maior atividade obtida pelas células
imobilizadas foi na temperatura de 40°C com valor de 112,49 + 3,23 U/qg.

Os resultados obtidos mostram que o processo de imobilizacdo ndo interferiu nos
valores de pH e temperatura 6timos de atuagdo da lipase ligada ao micélio, o qual se manteve

na faixa comum aos valores encontrados na literatura para lipases extracelulares.

5.3.3 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica das células livres e imobilizadas foram testadas por meio da
determinacdo das atividades lipoliticas residuais durante o cultivo variando-se o tempo em
gue as amostras permaneceram incubadas numa temperatura de 60°C em meio agquoso
(tampéo fosfato de sédio 0,1 M) em pH 7,0 por um periodo de 15, 30, 60, 90, 120 e 150

minutos. Os dados obtidos encontram-se na Figura 5.7.
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Figura 5.7 - Perfil de atividade residual das células integras livres e imobilizadas de P.
citrinum em diferentes tempos de incubagéo a 60°C.
Fonte: do autor.

Conforme ilustra a Figura 5.7, as células imobilizadas possuem boa estabilidade
térmica, mantendo mais de 50% da atividade inicial apds incubagdo por 150 min a 60 °C. Por
outro lado, as células livres apresentaram uma perda de aproximadamente 60% da sua

atividade inicial, sugerindo que o suporte conferiu maior protecdo térmica as células.
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A partir desses resultados, calculou-se a constante de inativacao térmica (kq) € 0 tempo
de meia-vida (t12). O tempo de meia-vida é definido como o tempo necessario para que ocorra
uma reducédo de 50% da atividade inicial da enzima (SAID; PIETRO, 2004). A constante de

inativacéo (kq) foi calculada pela equagdo 5.1 e o tempo de meia-vida pela equacéo 5.2 .

A=A, exp(—K;.t) (5.1)
t1/2= ln_(% (5.2)

Através da aplicacdo das equacdes 5.1 e 5.2 o valor de kq obtido para as células
integras livres foi de 1,06.107* h~! e o t1, foi igual a 1,81 h. Para as células imobilizadas o
valor de kg foi de 8,62.107°h™1 e 0 t1 de 2,23 h.

A literatura reporta que fungos mesofilicos, ou seja, fungos que crescem e sintetizam
enzimas lipoliticas em faixas de temperatura de 20 a 30°C tendem a serem menos estaveis a
um tratamento térmico (FERNANDES-LAHORE et al., 1999), o que pode explicar a baixa
estabilidade térmica da lipase ligada ao micélio do P. citrinum.

5.3.4 Determinacdo dos parametros cinéticos

O efeito da concentracdo do substrato sobre a atividade lipolitica foi avaliado
empregando emulsdes de azeite de oliva em diferentes proporcGes (5-70% m/v) que
correspondem em concentracdo de &cidos graxos de 372 a 2232 mM. O perfil de atividade
lipolitica em diferentes concentracdes de acidos graxos para as células livres e imobilizadas
estdo ilustrados na Figura 5.8.
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Figura 5.8 - Perfil de atividade lipolitica das células integras de P. citrinum em funcéo da
concentracgao de substrato (expresso em total de acidos graxos contido na
emulsdo de azeite de oliva e 4gua).

Fonte: do autor.

Para as células integras livres, os maiores valores de atividade enzimatica 264,74 +
1,69 e 267,68 + 2,93 U/g foram obtidos utilizando emuls@es contendo 50 e 60% de azeite de
oliva, que correspondem a 1860 e 2232 mM de &cidos graxos, respectivamente (Figura 5.8).
A partir dessa concentracdo hd uma tendéncia na diminuicdo da atividade, provavelmente
pelos efeitos inibitorios sobre a lipase causados pela elevada concentracdo de substrato.

Para as células imobilizadas, concentraces de 50 e 60% de azeite de oliva, que
correspondem a 1860 e 2232 mM de &cidos graxos, respectivamente forneceram os maiores
valores de atividade enzimatica, da ordem de 115,13 + 2,91 U/g e 119,04 + 1,76 U/g.

A partir desses resultados foi possivel determinar os parametros cinéticos Km € Vmax
com o auxilio do programa Origin Pro versdo 8. Assim, para as células livres, tem-se a
velocidade maxima de reacdo no valor de 267,33 U/g e constante Ky em 136,51 mM. Para as
celulas imobilizadas houve uma redugdo na velocidade méxima (123,24 U/g) e um aumento
no valor de Km (158,10 mM), evidenciando a diminuicdo da afinidade do substrato pela
enzima causada pelo processo de imobilizagdo. A presenca do suporte, aliado a o micélio,
causam problemas difusionais na transferéncia de massa entre o substrato e a lipase
intracelular (WANG et al., 2005).

Isso pode ser confirmado por meio do calculo da eficiéncia catalitica das células, que
consiste na razéo entre a velocidade méxima de reacdo e a constante de Michaelis-Menten,

sendo obtido um valor de 1,95 e 0,78 para as células livres e imobilizadas, respectivamente.
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As principais caracteristicas das células de P. citrinum livres e imobilizadas em

espumas de poliuretano descritas nas se¢des anteriores estdo sumarizadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Caracteristicas da lipase ligada ao micélio de P. citrinum livres e imobilizadas em
espumas comerciais de poliuretano.

Parametros Imobilizada Livre
Ph 8,0 75
Temperatura (°C) 40 45
K,,(mM) 158,10 136,51
Vonax(U/Q) 123,24 267,33
kp (h7Y) 8,62.107° 1,06.107*
t1/2 (h) 2,23 1,81
Eficiéncia catalitica 0,78 1,95

Fonte: do autor.

5.4 Hidrodlise do 6leo de soja

O potencial catalitico das células integras livres e imobilizadas foi investigado na
reacao de hidrolise do 6leo de soja baseado na metodologia de Freitas et al., 2007.

Apesar das inimeras vantagens que a imobilizacdo celular confere ao processo
enzimatico, tais como a possibilidade de reutilizacdo e maior estabilidade térmica, os
experimentos iniciais foram direcionados para a utilizagdo do biocatalisador na sua forma
livre, a fim de evitar ou minimizar os problemas difusionais presentes nas células

imobilizadas que sdo causados pela presenca do suporte.

5.4.1 Influéncia do pH e temperatura

Os estudos iniciais tiveram como objetivo investigar o desempenho das células livres
na hidrélise do 6leo de soja empregando as condicdes étimas de atuacdo da lipase, pH 7,0 e
8,0 e temperatura de 37 e 45°C. As células integras livres foram preparadas conforme descrito
na secdo 4.2.2 e apresentaram atividade lipolitica média de 144,73 + 1,99 U/g e concentracdo
média de biomassa de 20,34 + 2,68 g/L.

A Figura 5.9 (a-b) apresenta o perfil cinético da hidrolise do 6leo de soja por um

periodo maximo de 6 horas.
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Figura 5.9 - Influéncia da temperatura e pH no progresso da reacéo de hidrdlise enzimética do 6leo de
soja utilizando células integras livres de P. citrinum (a) T=37 °C (b) T=45 °C. Condigdes
reacionais: emulsdo a 25% com agente emulsificante, pH 7,0 e 8,0, 10% m/m
biocatalisador, agitacdo em shaker.

Fonte: do autor.

Como pode ser observado na Figura 5.9 (a-b) o pH da emulsao influenciou fortemente
nos resultados de hidrolise o 6leo de soja. Para a reagdo realizada em pH 7,0 obteve-se a
méaxima conversdo de apenas 9,6 + 0,87% em uma temperatura de 37 °C e 9,72 + 0,76% em
de 45 °C, em trés horas de reacdo. A reacdo realizada em pH 8,0 apresentou maiores
conversdes, alcancando niveis de 31,05 + 0,74% seis horas de reacdo e 20,62 + 0,62% em trés
horas de reacéo para as temperaturas de 37 e 45°C, respectivamente.

Ao avaliar a influéncia da temperatura, o progresso da reacdo tem comportamento
semelhante em pH 7,0 para ambas as temperaturas testadas. No entanto, em pH 8,0, observa-
se que os valores de hidrélise sdo similares até 3 horas de reacdo, porém apds esse periodo ha
um decaimento desse valor para a reacdo a 45°C, em virtude de sua baixa estabilidade
térmica.

Os resultados iniciais demonstram que as melhores condigdes de atuacdo das células

livres na reacéo de hidrolise do 0leo de soja foram em pH 8,0 e temperatura de 37°C.
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5.4.2 Influéncia do tipo de agitacéo

Para reacdes de hidrolise, a qualidade da emulsdo formada é de vital importancia, ja
que a lipase atua na interface agua e 0leo. Nesse sentido, a presenca de agentes emulsificantes
e o tipo de agitacdo utilizada tem grande impacto no resultado final, pois pode contribuir
positiva ou negativamente na estabilidade da emulséo.

As reacdes de hidrolise de dleos e gorduras mediada por lipases de diferentes fontes
tém sido realizadas na presenca de emulsificantes para aumentar a area interfacial 6leo/agua
que, por sua vez, aumenta a atividade catalitica da enzima (TISS et al, 2002). Em escala
industrial, a hidrolise de 6leos e gorduras realizada sem a adicdo de agentes emulsificantes é
economicamente mais atrativa porque reduz os custos do processo e permite facil separacao
do produto de interesse (AVELAR et al, 2013).

Nesse aspecto, em busca da melhora da estabilidade da emulsdo de 6leo de soja, e
consequentemente 0 aumento no grau de hidrélise pelas células livres, investigou-se a
influéncia da agitacdo mecanica e da agitacdo em shaker na presenca e na auséncia de goma
arabica nas reagdes de hidrdlise do 6leo de soja, empregando-se as condi¢des estabelecidas

anteriormente para o preparo do substrato. Os resultados estdo descritos na Figura 5.10(a-b).
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Figura 5.10 - Progresso da reacdo de hidrolise enzimatica do 6leo de soja sob agitacdo mecanica e em
shaker (a) na presenca de agente emulsificante (b) na auséncia de agente emulsificante.

Condigdes reacionais: emulsdo a 25%, pH 8,0, 37°C, 10% m/m biocatalisador.
Fonte: do autor.
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Na presenca de agente emulsificante, a agitagdo mecanica foi ineficiente apresentando
baixos graus de hidrolise quando comparados com os obtidos pela agitacdo em shaker,
conforme revela a Figura 5.10(a). Enquanto em shaker as rea¢cdes alcancaram niveis maximos
de 32,7 + 1,11% (4 horas) de hidrélise, a conversdo em agitacdo mecénica com agente
emulsificante foi de apenas 6,5 + 1,72% (3 horas). Nota-se na Figura 5.10(b), que na auséncia
de agente emulsificante (goma arabica), a agitacdo mecanica forneceu resultados similares aos
da agitacdo em shaker. Em 3 horas de reacdo, a agitacdo mecanica apresentou conversao
méaxima de 28,43 + 1,23%, e a agitacdo em shaker apresentou uma conversdo de 33,24 +
1,84%. Em todos 0s ensaios, observou-se que nas primeiras 3 horas de reacdo houve uma boa
homogeneizacdo entre biocatalisador e substrato, porém apds esse periodo a dispersao do
biocatalisador no meio reacional ficou comprometida pela desestabilizacdo da emulséo. Isso
confirma a reducdo do grau de hidrolise evidenciada na Figura 5.10 (a-b) ap6s 2 e 3 horas de
reacao.

Outros trabalhos relatam resultados semelhantes na auséncia de emulsificantes.
Wang et al., (1988) verificaram que a hidrélise do 6leo de oliva catalisada pela lipase
de Candida rugosa em um sistema emulsificado apenas por agitacdo mecéanica apresentou
taxas de hidrolise similares as obtidas nos sistemas reacionais contendo emulsificante. Para o
sistema com agitacdo mecéanica de 500 rpm foi alcancada uma conversdo de 25% em 30
minutos de reacao, valor muito proximo ao encontrado para o sistema contendo emulsificante,

que foi de 27% em 30 minutos de reacao.

5.4.3 Influéncia do solvente

O uso de solventes no meio reacional tem sido descrito como um fator responsavel
pelo aumento das taxas de hidrdlise dos triacilglicerdis. Embora acarrete custos energéticos na
etapa de separacdo e aumenta a porcentagem de residuos nos produtos finais (CASTRO E
KNUBOVETS, 2003), a utilizagdo de solventes pode induzir modificagdes na estrutura
enzimatica, aumentando a eficiéncia catalitica, além de aumentar a estabilidade térmica das
lipases que atuam como biocatalisadores na reagcdo (HAZARIKA et al., 2002). Ainda, a
utilizacdo de solventes pode tornar a imobilizacdo desnecessaria, visto que a maioria das
lipases séo insoluveis em solventes organicos (ICHINOSE; KAMIYA; GOTO, 2005).
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Deste modo, avaliou-se o uso de solventes organicos em substituicdo ao agente
emulsificante na reagdo de hidrélise do 6leo de soja sob agitacdo orbital de shaker na presenca
de células livres. Foram testados os solventes terc-butanol e hexano, e os resultados obtidos
estdo apresentados na Figura 5.11.
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Figura 5.11 - Progresso da reagdo de hidrolise enzimatica do 6leo de soja utilizando células

integras livres de P. citrinum na presenca de terc-butanol e hexano. Condigdes
reacionais: emulséo a 25%, pH 8,0, 37°C,10% m/m biocatalisador, agitagdo em
shaker, sem agente emulsificante .

Fonte: do autor.

A presenca dos solventes na reacdo nao foi eficiente para aumentar o grau de hidrélise
do 6leo de soja catalisado pelas células livres, conforme mostra a Figura 5.12. Para 0 hexano
foi alcancado a conversdo de 17,5 + 0,89% em 3 horas de reacdo e para o terc-butanol, foi
alcancado um grau maximo de 19 + 1,22% em 6 horas de reacao.

Em geral, os solventes hidrofébicos sdo menos prejudiciais para as enzimas, ja que
possuem a agua necessaria para manter a estrutura do catalisador (SOUMANOU e
BORNSCHEUER, 2003). Solventes hidrofilicos tendem a retirar a &gua essencial da estrutura
da proteina, conduzindo a perda da atividade enzimatica (ROYON et al., 2007). Os baixos
graus de hidrolise alcancados sugerem que ocorreu a inibicdo da atividade da enzima na
presenca de solventes, devido a uma diminuicdo da camada de hidratacdo presente perto do

local ativo da enzima, o que ocasiona diminui¢do no desempenho de suas atividades
(PEREIRA et al., 2001).
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5.4.4 Otimizacg&o da hidrolise de 6leo de soja

Para maximizar a porcentagem de hidrdlise do dleo de soja pelas células livres de P.
citrinum, foi empregado o delineamento experimental como ferramenta para estudar o efeito
combinado das variaveis: (Xi) razdo massica Oleo/tampdo (12,9 — 25 % m/m) e (X2)
temperatura (26 — 48°C). Em todos os ensaios foi utilizado biocatalisador com atividade
média de 156,23 + 1,09 U/g. Os resultados obtidos no delineamento experimental para a
avaliacdo do efeito das variaveis estudadas na porcentagem de hidrdlise do éleo de soja estdo

ilustrados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Matriz experimental para a hidrélise do 6leo de soja catalisado pelas células livres de P
citrinum. Condicdes experimentais: 50 g de substrato, 10% m/m biocatalisador, tampéo
fosfato pH 7,0, 170 rpm e 3 horas de reacéo.

Variaveis codificadas (originais)

Ensaios Razéo méssica Temperatura % Hidrolise
Oleo/ tampao (°C)

1 -1 (15) -1 (29) 1,9

2 1 (25) -1 (29) 6,16
3 -1 (15) 1 (45) 2,55
4 1 (25) 1 (45) 4,83
5 -1,414 (12,9) 0 (37) 7,72
6 1,414 (27,1) 0(37) 6,86
7 0 (20) -1,414 (26) 10,36
8 0 (20) 1,414 (48) 18,37
9 0 (20) 0 (37) 30,48
10 0 (20) 0(37) 32,2
11 0 (20) 0(37) 36,9

Fonte: do autor.

Os resultados da Tabela 5.2 mostram que os niveis de hidrélise alcangados foram
afetados significativamente por ambas varidveis. As porcentagens de hidrolise alcancadas
variam de 1,9 a 36,9% em 3 horas de reacdo. As maiores conversdes alcancadas foram obtidas
no ponto central ao se utilizar 20% de 6leo a uma temperatura de 37°C (ensaios 9, 10 e 11).

A Tabela 5.3 retine os dados da analise dos efeitos, estimativa de erro padréo e o teste
t de Student’s para as variaveis reais. A analise estatistica dos resultados revelou o efeito
significativo de ambas as variaveis quadraticas (Xi? e X2?) estatisticamente (p <0,05) ao nivel
de 95% de confianca. No entanto, as variaveis lineares e a interacdo entre as variaveis ndo

foram estatisticamente significativas ao mesmo nivel de confianca.



53

Tabela 5.3 - Estimativa dos efeitos das variaveis, erros padréao e teste t de Student’s t para os niveis
de hidrolise do 6leo de soja utilizando delineamento experimental composto rotacional.

Variavel Efeitos Erro padrido P
Média 33,1947 1,9187 0,0033*
Xi(linear) 1,3312 2,3501 0,6281
Xi(quadratico) -29,3940 2,7975 0,0089*
Xao(linear) 2,6619 2,3501 0,3748
Xz(quadratico) -22,3168 2,7975 0,0153*
X1.X2 -0,9900 3,3233 0,2979

*significativo ao nivel de 95% de confianga: X1 e Xz representam as varidveis: razdo massica
6leo/tampé@o e temperatura, respectivamente.
Fonte: do autor.

Cabe ressaltar que os principais efeitos estatisticos das variaveis quadraticas foram
negativos. Neste aspecto, o efeito negativo da temperatura pode estar diretamente relacionado
com a baixa estabilidade térmica das células de P. citrinum. Com relacdo ao efeito negativo
da razdo massica, os resultados mostraram que menores quantidades de 6leo provocam um
aumento dos niveis de hidrolise.

A partir desses dados, foi possivel compor o modelo estatistico incluindo os
coeficientes correspondentes aos efeitos significativos como apresentado na Equacao 5.3, em
que Y: representa os indices de hidrélise (%); Xi2 é o valor codificado da variavel razdo
massica e X? o valor codificado da variavel temperatura. Os coeficientes relativos aos efeitos

ndo significativos foram excluidos do modelo.

Y=33,19 — 14,69 X12 - 11,15 X5? (5.3)

A analise de variancia do modelo foi avaliada pelo teste F (Tabela 5.4), que revelou
que a regressao foi estatisticamente significativa ao nivel de 95% de probabilidade. Como o
valor calculado de F para a regressdo (24,65) € altamente significativo, e a porcentagem de
variacdo explicada (R?) indicou que o modelo explica 91,35% da variabilidade experimental,
podemos concluir que o0 modelo se ajusta bem aos dados experimentais.

Desta forma, considerou-se que o modelo estatistico obtido foi adequado para
descrever os indices de hidrolise em funcdo das varidveis estudadas (razdo massica e
temperatura), o qual foi utilizado para gerar a superficie de resposta apresentada na Figura
5.13. Os valores preditos pelo modelo representado na superficie de resposta indicam que 0s
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niveis de hidrdlise sdo maximizados numa temperatura de 37°C e razdo méssica 6leo de soja/

tampéo em 20%.

Tabela 5.4 - Analise de variancia (ANOVA) para a regressdo do modelo que representa os niveis de
hidrolise do éleo de soja utilizando o delineamento experimental composto rotacional.

Variaveis Sorr]a_ _Grau de Méd,ia} F P Fcalc
quadratica liberdade quadratica
X1 3,544 1 3,544 0,3209 0,6282 24,65
Xi? 1219,275 1 1219,275 110,4003  0,0089*
X2 14,170 1 14,170 1,2830 0,3748
X2? 702,830 1 702,830 63,6383 0,015*
X1.X2 0,908 1 0,980 0,0887 0,7938
Falta de ajuste 122,420 3 40,807 3,6949 0,2202
Erro puro 22,088 2 11,044
Cor total 1671,367 10
R2 0,91354
F3,7,005 = 4,35.

Fonte: do autor.
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Figura 5.12 - Superficie de resposta descrita pelo modelo quadratico predito para a hidrolise

enzimatica do 6leo de soja catalisado pelas células livres de P. citrinum em

funcgdo da razdo massica (X1) e temperatura (X2).
Fonte: do autor.
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Para validacdo do modelo matemaético obtido, um ensaio adicional foi realizado nas
condicdes preditas pelo modelo e constatou-se que a diferenca entre o rendimento obtido
experimentalmente e o rendimento teorico foi de 1,7%. O ensaio conduzido sob condicdes
otimizadas alcancou valores maiores que o gerado pelo delineamento experimental, obtendo-
se um indice de hidrolise de 38,6%. A Figura 5.13 ilustra os resultados obtidos, e revela que o

perfil da reacdo de hidrélise foi similar ao perfil encontrado nos demais ensaios do
planejamento.
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Figura 5.13 - Perfil cinético da reacao de hidrolise do 6leo de soja catalisada pelas células
livres de P. citrinum nas condicGes preditas pelo modelo matematico (razdo
massica 6leo/tampdo 20% a 37 °C. Condicdes reacionais: pH 7,0, 10% m/m

biocatalisador, agitacdo em shaker, com agente emulsificante.
Fonte: do autor.

5.4.5 Efeito do ultrassom

A combinacéo da irradiacdo de ondas ultrassonicas e agitagdo mecanica pode tornar o
processo de hidrolise mais eficiente, aumentando a difusdo de substratos para os sitios ativos
da enzima, resultando em elevadas conversdes em menor tempo, uma vez que um dos efeitos
fisicos do ultrassom é melhor transferéncia de massa (BABICKZ, 2009).

Para avaliar o efeito do ultrassom nas reacGes de hidrolise do 6leo de soja catalisada

pela lipase do P. citrinum, foram efetuados ensaios nas condi¢Bes otimizadas encontradas
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(raz&o massica Oleo tampdo 20%, 37°C, 10% biocatalisador), na presenca e na auséncia de

agente emulsificante goma arabica, mantendo a agitacdo mecanica (1000 rpm).
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Figura 5.14 - Progresso da reagdo de hidrolise enzimatica do 6leo de soja utilizando células integras
livres de P. citrinum em banho de ultrassom, na presenca e na auséncia de agente
emulsificante. Condigdes reacionais: emulséo a 20%, pH 8,0, 37°C, 10% m/m
biocatalisador, agitacdo mecanica.

Fonte: do autor.

Verificou-se que o uso do ultrassom alterou nitidamente o meio, pois em poucos
segundos a mistura tampdo/6leo adquiriu aparéncia homogénea e opaca. Na figura 5.14 ¢
possivel observar que o uso de ultrassom interferiu consideravelmente nas reacGes de
hidrélise enzimética do 6leo de soja. As curvas apresentaram comportamento distinto em
relacdo a reacdo ndo irradiada por ultrassom, destacando o desempenho mais elevado para as
reacOes conduzidas sob ultrassom. Além disso, é notorio que foram alcancadas maiores
conversdes para a reacdo na auséncia de agente emulsificante.

Com o tempo reacional de 9 horas, o valor méximo de conversdo atingido pela lipase
na reacdo livre de agente emulsificante foi de 96 + 3,07%, enquanto que no sistema na
presenca de goma ardbica, uma conversdao maxima de 77 + 2,21% foi alcancada. Ja as reagdes
realizadas em shaker apresentou maxima conversdo de apenas 38,6% em 3 horas de reacao,
apresentando queda nas conversdes alcancadas apds decorrido esse periodo.

Os resultados obtidos estédo de acordo com avaliagOes similares da literatura como o
trabalho de Liu et al. (2008), onde os pesquisadores concluiram que na hidrélise do 6leo de
soja em sistema livre de solvente os rendimentos das reagdes foram aumentados em 94% (1
h), 64% (2 h), 58% (3 h), 41% (4 h) e 34% (5 h) a mais do que nas condi¢Oes de agitacdo em
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banho termostatizado, devido ao ultrassom induzir a uma melhor dispersdo e diminuir a
aglomeracéo da enzima (LIU et al., 2008).

As maiores conversdes ocorreram na auséncia de agente emulsificante, pelo fato de
que o uso de ultrassom no sistema agua/dleo pode gerar emulsdes estaveis mesmo sem 0 uso
de emulsificantes, devido a ocorréncia de fendbmenos no meio que promovem uma efetiva
agitacdo e dispersdo de fases em sistemas heterogéneos (KWIATKOWSKA et al., 2011;
CHANDRALAPA et al., 2012). O uso associado do ultrassom com a agitacdo mecanica
fornece uma boa estabilizacdo da emulséao, acarretando elevados graus de hidrolise.

O oleo de soja e seu respectivo produto de hidrdlise foram analisados por
cromatografia em fase gasosa, gerando os cromatogramas mostrados na Figura 5.16, cujos

resultados sao apresentados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 - Composicéo dos concentrados de &cidos graxos obtidos nos hidrolisados do dleo de soja
empregando a lipase de P. citrinum.

Acidos graxos (%)

Agente Grau de

emulsificante hidrélise (%) Palmitico Estedrico Oleico Linoleico Linolénico

(C16:0) (C18:0) (C18:1) (C18:2) (C18:3)

Auséncia 96 + 3,07 10,93 4,35 3593 42,38 4,72
Presenca 77+221 9,25 3,53 2434 31,94 3,45

Fonte: Do autor.

A lipase foi capaz de converter o 6leo de soja em seus respectivos acidos graxos, tanto
na presenca como na auséncia de agente emulsificante. Como pode ser observado na Tabela
5.5, o produto hidrolisado foi composto predominantemente por acidos graxos poli-
insaturados, sendo obtido os maiores valores para os acidos oleico (C18:1) e linoleico
(C18:2). Para a reagéo na presenca de agente emulsificante o meio hidrolisado foi de 72,51%
enriquecido por aproximadamente 44% de &cido linoleico e 33,5% &cido oleico. Na auséncia
de agente emulsificante, a lipase liberou maior quantidade de acidos dmegas (98,3%), sendo
43% de acido linoleico e 36,5% de acido oleico. Esse fato pode ser explicado levando em
consideracdo que sistemas livres de agente emulsificante formam emulsdes mais estaveis, o

que garantiu melhor atuacédo da lipase ligada ao micélio na interface agua/éleo.
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Figura 5.15 - Cromatogramas gerados nas analises dos hidrolisados de 6leo de soja (a) na auséncia
de agente emulsificante (b) na presenca de agente emulsificante.
Fonte: do autor.

5.5 Hidrodlise de diferentes 6leos vegetais

Até o presente momento, os estudos sobre o potencial catalitico das células integras de
P. citrinum foram direcionados para a hidrélise do 6leo de soja. Definidas as melhores
condigdes operacionais com o 0leo de soja, a proxima etapa do trabalho consistiu em avaliar a

potencialidade catalitica das células em diferentes 6leos vegetais com composic¢ao variada de
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acidos graxos. Foram utilizados os Oleos refinados de oliva, girassol e canola, cujas
composicdes em &cidos graxos estdo descritas na Tabela 5.6, juntamente com o dleo de soja.

Tabela 5.6 - Composic¢do em acidos graxos de diferentes éleos vegetais.

Composic¢do em acidos graxos (% em massa)

Oleo Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico  Referéncia
(C16:0) (C18:0) (C18:1) (C18:2) (C18:3)
) Pinto et al,
Oliva 14,6 - 75,4 10 - 2005
. Dermibas
Girassol 6,4 2,9 17,7 72,9 - et al, 2008
Pinto et al,
Canola 3,5 0,9 54,1 22,3 - 2005
Soja 9,8 2,9 18,3 44,7 4,72 Do autor

Fonte: Do autor.

Os ensaios foram realizados nas condicdes otimizadas para a hidrolise, empregando
20% (m/v) de 6leo, ndo emulsificados com goma arabica, tampdo fosfato de sédio 0,1M pH
8,0, em banho de ultrassom acoplado a agitagdo mecanica de 1000rpm.

A Tabela 5.7 apresenta os graus de hidrolise alcancados utilizando 6leo de oliva,

girassol e canola, por um periodo de 6 e 9 horas.

Tabela 5.7 - Grau de hidroélise alcancado na reacao de diferentes 6leos vegetais utilizando a lipase de

P. citrinum.
. i 0
Oleo vegetal Acido graxo majoritario (ZLau de hidrolise (goh)
Soja (controle) C18:2 73,9+1,23 96,00 + 3,07
Oliva C18:1 62,6 + 4,70 84,33+ 2,78
Canola C18:1 68,53 + 3,5 89,87+ 2,23
Girassol C18:2 74,26 + 3,76 93,51 +2,51

Fonte: do autor.

Os resultados obtidos indicam que a lipase de P. citrinum foi capaz de hidrolisar os
triacilglicerdis presentes nos Oleos vegetais testados. Foram alcangadas maiores conversdes
em 9 horas de reacdo para todos os 6leos empregados.

Observa-se que para todos os éleos testados, altas conversdes foram alcancadas.
Dentre estes, a lipase mostrou-se mais efetiva na hidrdlise do 6leo de girassol, alcangando

uma conversdo de 93,5% em 9 horas de reacdo, resultado bem préximo ao encontrado na
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hidrélise do o6leo de soja (96%). A semelhanca nos graus de hidrélise obtidos pode ser
explicada pelo fato de que os 6leos de girassol e soja apresentam composi¢do semelhante e
possuem o acido linoleico (C18:2) como &cido graxo majoritario em sua composic¢ao. Tais
resultados demonstram a seletividade da lipase ligada ao micélio de P. citrinum por 0leos
compostos por elevadas proporcfes de &cidos graxos insaturados de cadeia longa, como o
acido oleico (C18:1), presente em grande quantidade nos 6leos de oliva e canola, e o acido
linoleico (C18:2) presente nos 6leos de girassol e de soja.

Os resultados aqui alcancados corroboram com as avaliagGes similares do trabalho de
Marotti (2016), em que foi observado elevados graus de hidrdlise (variando de 67 a 80%) para
0s Oleos de coco e canola, quando submetidos a hidrdlise enzimética em ultrassom

empregando diferentes espécies da lipase do género Penicillium.

5.6 Células imaobilizadas

Algumas aplicacdes de lipases ligadas ao micélio podem requerer o uso na forma
imobilizada em suporte adequado. Biocatalisadores imobilizados séo Uteis para conducao de
reacOes em reatores de leito fixo operando em fluxo continuo. Dessa forma, experimentos
adicionais foram conduzidos visando investigar o potencial catalitico das células integras
imobilizadas na reacdo de hidrolise do 6leo de soja, com objetivo de avaliar a influéncia da
imobilizacdo na atividade final de hidrdlise. As células integras imobilizadas em espumas de
poliuretano apresentaram atividade lipolitica média de 35,87 + 0,98 U/g e concentracdo média
de biomassa de 7,45 + 0,67 g/L.

A Figura 5.16 apresenta a evolucdo da hidrdlise enzimatica do dleo de soja ao longo
de 24h e indica que as células de P. citrinum imobilizadas foram eficientes na hidrélise do
6leo de soja, alcancando grau de hidrélise maximo de 55,7 + 1,56% em 12 h de reacgdo, ndo

sendo observada reversibilidade da reacdo por um periodo adicional de 12h.
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Figura 5.16 - Progresso da reacdo de hidrolise enzimatica do 6leo de soja utilizando células integras
de P. citrinum imobilizadas em poliuretano. Condicdes reacionais: pH 7,0, 37°C, 10%

m/m biocatalisador, agitacdo em shaker, com agente emulsificante.
Fonte: do autor.

A partir dos dados expostos, constata-se a potencialidade das células integras de P.
citrinum, seja na forma livre ou imobilizada, em hidrolisar com eficiéncia 6leos vegetais que
contém em sua composicao acidos graxos de cadeia longa, como o 6leo de soja. Entretanto,
estudos adicionais devem ser realizados com o aquecimento ndo convencional em banho

ultrassbnico, em uma tentativa de se obter melhores resultados, assim como ocorreu para as
celulas livres.
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6 CONCLUSOES

Tendo como perspectiva a utilizacdo das celulas integras de P. citrinum na

modificacdo de 6leos e gorduras, um estudo das reac6es de hidrdlise do 6leo de soja sob

diferentes condic@es foi realizado, empregando as células integras de P. citrinum livre e

imobilizada. Os resultados obtidos neste trabalho foram considerados satisfatérios e

nesse conjunto de dados pode-se concluir que:

a)

b)

d)

9)

As propriedades bioquimicas e cinéticas da lipase livre e imobilizadas foram
determinadas. As células livres revelaram os valores de kp = 1,06.10"*h 1,
ty, = 1,81h, e pardmetros cinéticos Ky, = 136,51 mM e V., = 267,33 U/g.

As células imobilizadas, apresentaram os valores de k, = 8,62.107°h™1, ty, =

2,23 h, e as constantes cinéticas Ky, = 158,10 mM e V,,,,,, = 123,24 U /g,

Os resultados iniciais demonstraram que as melhores condi¢des de atuacdo das
células livres na reacdo de hidrélise do o6leo de soja foram em pH 8,0 e
temperatura de 37°C;

Valores semelhantes de grau de hidrolise entre a agitacdo em shaker e a agitacao
mecanica na auséncia de agente emulsificante sugerem que uma agitacéo
vigorosa, neste caso de 1000 rpm, dispensa 0 uso de emulsificantes e fornece
uma boa estabilizacdo da emulséo;

A presenca dos solventes na reacdo de hidrolise nao foi eficiente para aumentar
0 grau de hidrdlise do 6leo de soja catalisado pelas células livres;

Os resultados fornecidos pelo delineamento experimental indicaram que o0s
niveis de hidrélise sdo maximizados numa temperatura de 37°C e razdo massica
6leo de soja/ tampédo em 20%, utilizando o biocatalisador em sua forma livre;

A utilizacdo da irradiagdo de ondas ultrassonicas favoreceu a obtencdo de
elevados graus de hidrdlise. Foram alcancadas conversdes de 96% no sistema
livre de agente emulsificante em 9 horas de reagdo, contra uma converséo
méaxima de apenas 38,6% em 3 horas de reagdo utilizando a agitacdo em shaker;
Os resultados obtidos por cromatografia gasosa do produto hidrolisado sugerem
que a lipase foi capaz de liberar para 0 meio 0s acidos graxos correspondentes a

composi¢cdo quimica do Oleo de soja, sendo em sua maioria acidos graxos
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insaturados, (acido oleico e linoleico), demonstrando a aplicabilidade desta
lipase para producéo de acidos graxos essenciais;

Utilizando diferentes 6leos vegetais verificou-se maior especificidade da lipase
por 6leos compostos por elevadas proporcfes de acidos insaturados de cadeia
longa, como o acido oleico, presente em grande guantidade nos 6leos de oliva e
canola, e o acido linoleico presente nos dleos de girassol e de soja;

Ao utilizar células integras de P. citrinum imobilizadas em espumas de
poliuretano, foi obtido grau de hidrolise maximo de 55,7% em 12 h de reacéo
sob agitacdo convencional, ndo sendo observada reversibilidade da reacdo por
um periodo adicional de 12h;

Os resultados descritos nesse trabalho indicam que a lipase proveniente das
células integras de P. citrinum pode ser considerada uma fonte promissora de
lipase ligada ao micélio, podendo ser aplicada com relativa eficiéncia em

reacOes de hidrolise de 6leos vegetais insaturados.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade ao estudo realizado, recomendam-se as seguintes etapas:

a) Explorar o potencial das células integras de P. citrinum em fontes ndo
convencionais de aquecimento e agitacdo na hidrolise de Gleos vegetais de
composicao rica em acidos graxos de cadeia longa e insaturadas;

b) Investigar outras cepas produtoras de lipase ligada ao micélio para aplicacdo na

hidrélise de dleos vegetais.
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APENDICES

APENDICE A - Caracterizagio bioquimica e cinética das células livres de P.
citrinum.

Tabela Al - Atividade lipolitica (U/g) e atividade relativa (%) em funcdo do pH para as células
integras livres de P. citrinum.

pH  Atividade Lipolitica (U/g) Atividade relativa (%0)

6,0 115,19 48,51
6,5 179,23 75,48
7,0 199,38 83,97
7,5 222,17 93,57
8,0 237,44 100

Fonte: do autor.

Tabela A2 - Atividade lipolitica (U/g) e atividade relativa (%) em funcdo da temperatura para
as células integras livres de P. citrinum

Temperatura (°C)  Atividade lipolitica (U/g)  Atividade relativa (%)

30 126,88 73,83
37 163,67 95,23
40 168,18 97,85
45 171,86 100

50 157,95 91,91
55 122,09 71,04

Fonte: do autor.

Tabela A3 - Evolugdo da atividade residual das células livres de P. citrinum em diferentes
tempos incubadas a 60°C.

Tempo (min) Atividade lipolitica (U/g) Atividade relativa (%)

0 170,04 100
15 152,08 89,44
30 131,73 77,47
60 120,45 70,83
90 84,37 49,62

120 79,15 46,55
150 65,45 38,49

Fonte: do autor.
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Figura Al - Linearizagéo para obtencdo do kj, e t; /, das celulas livres de P. citrinum.

Fonte: do autor.

Tabela A4 - Evolugdo da atividade residual das células livres de P. citrinum em diferentes
concentracdes de acidos graxos.
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Concentracéo de Porcentagem de Atividade Atividade
acido azeite lipolitica relativa
graxo (Mm) de oliva (%) (Ulg) (%)
186 5 172,54 64,46
372 10 186,09 69,52
744 20 200,57 74,93
1488 40 226,58 84,64
1860 50 264,74 98,90
2232 60 267,68 100
2604 70 259,33 96,88

Fonte: do autor.
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APENDICE B - Caracterizag&o bioquimica e cinética das células imobilizadas
de P. citrinum.

Tabela B1 - Atividade lipolitica (U/g) e atividade relativa (%) em funcdo do pH para as
células integras imobilizadas de P. citrinum

pH Atividade lipolitica (U/g) Atividade relativa (%)

6,0 70,98 32,09
6,5 80,09 36,22
7,0 107,44 48,58
7,5 147,04 66,49
8,0 221,14 100
8,5 196,24 88,74

Fonte: do autor.

Tabela B2 - Atividade lipolitica (U/g) e atividade relativa (%) em funcéo da temperatura
para as células integras imobilizadas de P. citrinum.

Temperatura  Atividade lipolitica  Atividade relativa

(°C) (U/g) (%0)
30 83,72 74,42
37 94,27 83,80
40 112,49 100
45 87,16 77,48
50 86,51 76,90
55 81,29 72,26

Fonte: do autor.

Tabela B3 - Evolucéo da atividade residual das células imobilizadas de P. citrinum
em diferentes tempos incubadas a 60°C.

Atividade lipolitica  Atividade relativa

Tempo (min) (Ulg) (%)
0 153,34 100

15 130,74 85,26

30 117,3 76.49

60 96,83 63,15

90 82,47 53,78

120 78,29 51,05

150 70,16 45,75

Fonte: do autor.
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Figura B1 - Linearizacdo para obtengéo do kj, e t, /, das células imobilizadas de P. citrinum.
Fonte: do autor.

Tabela B4 - Evolucéo da atividade residual das células imobilizadas de P. citrinum
em diferentes concentracfes de acidos graxos.

Concentracéo de Porcentagem de Atividade Atividade
acido azeite lipolitica relativa
graxo (Mm) de oliva (%0) (Ulg) (%)
186 5 68,02 57,14
372 10 86,16 72,38
558 15 95,55 80,27
744 20 100,73 84,62
1116 30 103,58 87,01
1488 40 114,11 95,86
1860 50 115,13 96,71
2232 60 119,04 100
2604 70 112,89 94,83

Fonte: do autor.
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