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RESUMO

Os processos tecnolégicos demandam cada vez mais a utilizagdo de catalisadores bioldgicos nas
reagdes de conversdo quimica. As lipases sdo enzimas que catalisam reacGes de hidrolise de
trialcilglicerideos, esterificagdo, transesterificacdo, amindlise e lactonizacdo. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi a obtencéo de lipase de Aspergillus niger via fermentacédo em estado
solido (FES) da farinha de sementes de abobora e avaliagdo do potencial de obtencdo de
Butirato de Butila. Experimentos de esterificacédo foram realizados utilizando n-butanol (0,30 M)
e &cido butirico (0,45 M) variando-se a massa de lipase (1-5 g). A enzima obtida por FES
apresentou atividade hidrolitica de 1.390 U/g seca de residuo. Através de andlise em GC-MS,
verificou-se que para as quantidades de enzimas utilizadas, a producéo de butirato de butila foi
da ordem de 10° count (4rea do pico). Esta enzima considerada “verde” apresentou potencial
para a producdo do composto aromatico butirato de butila.
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INTRODUCAO
As enzimas sdo biocatalisadores essenciais em diversos setores industriais cujo mercado

mundial foi estimado em US$ 3,3 bilhdes em 2010, com meta de crescimento de 4.400 milhdes
délares em 2015 (BINOD et al., 2013). As lipases [triacilglicerol acilhidrolases (E.C. 3.1.1.3)] séo
enzimas que catalisam a hidrolise de triacilglicérideos em &cidos graxos livres e glicerol,
esterificacdo, transesterificacdo (inter esterificagdo, alcoolizes e aciddlises), amindlise e
lactoniza¢do (YIN; LIU; TAN, 2006). Particularmente, a esterificagdo € o processo de obtencéo
de um éster a partir da reacdo de um &cido organico ou inorganico com um alcool, pela
substituicdo de uma hidroxila (OH) de um &cido por um radical alcoxila (-OR) do &lcool, havendo
formacdo de &gua na reacdo (MARCHETTI e ERRAZU, 2008). Estas enzimas podem ser obtidas
por fermentacdo submersa (FS) ou fermentagdo em estado soélido (FES) utilizando bactérias e
fungos. A FES vem se destacando ao longo dos anos na producdo de lipases devido a
disponibilidade de subtratos para fermentagdo, favorecendo o aproveitamento de residuos
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agroindustriais (GUPTA et al., 2015). Varios residuos tém sido utilizados na FES para a obtengéo
de lipases, tais como cascas de abacate, torta de babacu, torta de mamona, borra de café
(DANTAS; AQUINO, 2010), sementes de algodéo, soja e outros (FARIAS et al., 2014). Trabalhos
prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa tém avaliado a producdo de lipase Aspergillus
niger a partir da FES de sementes de abdbora e a caracterizagdo bioquimica da mesma
(SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2014).

ReacgOes de esterificagdo catalisadas por enzimas, particularmente por lipases, tem adquirido
cada vez mais atencdo em muitas aplicacbes, devido ao aumento da utilizacdo de ésteres
organicos em biotecnologia e na indastria quimica (STERGIOU et al., 2013). Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de lipase de Aspergillus niger, obtida a partir da
fermentacdo de sementes de abdbora, como biocatalisador de rea¢des de esterificagdo para a
obtencéo de butirato de butila.

MATERIAIS E METODOS
A enzima foi obtida através da fermentacdo em estado sélido da farinha de sementes de

abobora, por Aspergillus niger conforme metodologia adaptada de Santos et al. (2012). As
fermentagGes foram conduzidas em placas de petri contendo 10g de farinha de sementes de
abdbora (70% de umidade) e 10° esporos/g de Aspergillus niger, sendo incubadas a
temperatura de 30°C durante 7 dias. A enzima foi extraida com tampéo fosfato de sodio a 0,1M,
pH 7,0, parcialmente purificada com sulfato de amoénio 80% e liofilizada.

A atividade hidrolitica do extrato enzimatico foi determinada pelo método de hidrélise do
azeite de oliva de acordo com o procedimento descrito por SOARES et al. (1999), com algumas
modificagdes. O substrato foi preparado utilizando azeite de oliva e goma arabica a 7% (p/v).
Em frascos Erlenmeyeres foram adicionados substrato, solu¢éo tampéo fosfato de sodio (0,1 M,
pH 7,0) e o biocatalisador. As amostras foram incubadas a 37°C. Apds este tempo a reacgéo foi
paralisada pela adicdo de solucdo acetona, etanol e agua (1:1:1). Os &cidos graxos liberados
foram titulados com solu¢cdo de KOH 0,04 M, utilizando fenolftaleina como indicador. Uma
unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de acido
graxo por min de reagdo, nas condicdes de ensaio (37°C/pH 7,0/150 rpm). A atividade foi
expressa em U por grama seca de residuo. Para cada anélise de atividade foi preparado um
branco, substituindo o extrato enzimatico por 4gua destilada.

As reacOes de esterificagdo foram realizadas em frascos ambar contendo n-butanol (0,30 M)
e &cido butirico (0,45 M) na proporgdo 1:1 preparados em heptano, obtendo volume de meio
reacional de 20 mL. A massa do biocatalisador foi variada para 1, 2, 3, 4 e 5 g e as reac0es
foram conduzidas em agitador orbital a 200 rpm, 37°C durante 48 h. As amostras foram
analisadas por Cromatografia Gasosa, em equipamento Agilent GC-7890B equipado com
processador de dados. As andlises foram realizadas utilizando coluna HP 5 Apolar, detector
Agilent 5977 A, com a seguinte programacdo de temperatura: 60°C (10°C/min) até 150°C e
50°C/min até 250°C, totalizando 11 min, temperatura do injetor de 220°C, modo de injegao
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Split, razéo de split 1:100, gas de arraste H,, com fluxo do gas de arraste de 1 mL/min, e delay
de 2,5min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A lipase parcialmente purificada apresentou atividade hidrolitica de 1.390 U/g do residuo
seco. A producdo desta enzima a partir da FES de sementes de abdbora foi superior aos
resultados obtidos por Kamini et al. (1998), Mahadik et al. (2002) e Edwinoliver et al. (2010), os
quais obtiveram méaxima atividade hidrolitica de 169,0 e 198,3; 340,0; e 521,6 U/g seca de
residuo apés a fermentacéo de torta de sésamo e farelo de trigo; farelo de trigo; e uma mistura
de farelo de soja, torta de coco e trigo, com Aspergillus niger, respectivamente.

Em relacdo a produgcdo de butirato de butila verificou-se que n&o houve diferenca
significativa ao variar as massas do biocatalisador na reagdo de esterificagdo (Figura 1 e Tabela
1). Em geral tem sido relatado na literatura a produgdo de butirato de butila utilizando-se
lipases comerciais (MARTINS et al., 2011; MARTINS et al. 2014). Neste trabalho obteve-se a
producéo deste composto utilizando como biocatalisador lipase de Aspergillus niger obtida a
partir de residuo agroindustrial.
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Figura 1: Cromatogramas de Butirato de Butila obtidos por reagdes de esterificagdo catalisadas por lipase de A. niger
proveniente da FES de sementes de abdbora, utilizando diferentes massas de biocatalisador.

Tabela 1 Area referente ao composto Butirato de Butila

Massa de lipase (g) Tempo de Retengdo (min) Area do pico
(count)
1 4,221 3,03 x10°
2 4,214 2,62 x10°
3 4,214 2,68 x10°
4 4,217 2,86 x10°
5 4,218 3,05 x10°
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CONCLUSOES
A lipase de Aspergillus niger obtida através da fermentacdo em estado solido de sementes de
abobora apresentou potencial para catalisar reacGes de esterificacdo destinadas a obtencédo do
composto de aroma butirato de butila, sendo, portanto, uma alternativa para utilizacdo em
biocatalise como biocatalisador “verde”.
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