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RESUMO - A aplicacdo de enzimas em diferentes sinteses, visando a
obtencdo de produtos com alto valor agregado, € um dos campos mais
promissores dentro da tecnologia enzimatica. Nesse sentido, a exploragéo de
novas técnicas para producdo de enzimas leva a manipulacdo de diferentes
microrganismos. Dentre as enzimas disponiveis, as lipases sdo capazes de
catalisar a hidrélise total ou parcial de triacilglicerideos, atuando sobre as
ligacGes ésteres presentes na molécula e promovendo a liberacdo de &cidos
graxos e glicerol. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi
produzir, caracterizar e imobilizar lipases por cultivo submerso de cepas de
Aspergillus japonicus DPUAL1727. Apos a producdo da enzima obteve-se o
filtrado enzimético, o qual foi liofilizado. O material liofilizado foi
imobilizado por adsorcdo fisica em argila montmorilonita KSF e a enzima
na forma livre e imobilizada foi caracterizada em relacdo ao pH e a
temperatura Otima de atuacdo. Os resultados de pH étimo e temperatura
6tima foram os mesmos, 8,0 e 30°C, respectivamente.

1. INTRODUCAO

Lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes ao grupo das hidrolases e
denominadas glicerol eésteres hidrolases (HASAN, SHAH, HAMEED; 2009). A
versatilidade das lipases permite que estas enzimas sejam selecionadas para aplicagdes
potencias em diversos setores (alimenticio, de detergentes, farmacéutico, téxtil,
cosmético e industrias de papel) (FERREIRA-DIAS et al., 2013; NUNES et al., 2011),
constituindo assim um importante grupo de enzimas para aplicacfes biotecnologicas
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

As lipases podem ser obtidas a partir de diferentes fontes, estas, podendo ser
vegetais, animais e microrganismos. Do ponto de vista econdmico e industrial, lipases
de origem microbiana apresentam vantagens devido a facilidade de obtencdo por
processos fermentativos (PADILHA et al.,, 2011), bem como maior estabilidade



Xl Congresso Brasileiro de Engenharia
& 2017 Quimica em Iniciagao Cientifica

CONGRESSO BRASILEIRQ DE ENGENHARIA UFSCar - Sao Carlos - SP
QUIMICA EM INICIACAO CIENTIFICA 16 a 19 de Julho de 2017

(CONTESINI et al., 2010). Dentre os microrganismos produtores de lipases, os fungos
filamentosos sdo amplamente conhecidos como fonte de lipases extracelulares. Dentre
estes, cepas de Aspergillus sdo importantes microrganismos utilizados na é&rea
biotecnologica devido a sua capacidade de produzir enzimas extracelulares
reconhecidas como GRAS (geralmente considerada como seguro) pelo FDA
(MHETRAS, PATIL, GOKHALE; 2010).

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido fundamental uma vez
que propiciam a reutilizacdo das lipases, facilitam a separacao dos produtos, aumentam
a estabilidade em solventes organicos (GUISAN, 2006), além de conferir, por exemplo,
maior estabilidade ao pH e a temperatura (ZANIN; MORAES, 2004). Desta forma, a
imobilizacdo torna o processo vidvel sob os pontos de vista comercial e econdmico
(D’AGOSTINI, 2001). Nesse contexto o objetivo deste trabalho foi produzir lipase de
Aspergillus japonicus por cultivo submerso, imobilizar em montmorilonita KSF por
adsorcéo fisica e caracterizar quanto aos valores 6timos de pH e temperatura.

2. METODOLOGIA

2.1. Producdo de Lipase por Cultivo Submerso de Aspergillus
Japonicus

Para a producdo da lipase, o inoculo foi realizado em Placa de Petri contendo
meio agar batata dextrose (BDA). O crescimento do microrganismo ocorreu durante 7
dias a 30°C. A seguir, 20 discos de micélio (8 mm de didmetro) retirados da margem da
colénia com auxilio de tubos de ferro foram transferidos para frascos tipos Erlenmeyers
(500mL) contendo 100mL do meio de cultivo com a seguinte composi¢do (g/L):
peptona bacterioldgica (40,0), azeite de oliva (1,6); MgS04.7H20 (1,2); KH2POs4 (2,0);
NHsNOs (2,0). O pH inicial foi ajustado para 7,0. O cultivo submerso foi conduzido em
agitador orbital por 72 horas a 30°C e 150 rpm. Ao fim do cultivo, a biomassa foi
separada por filtracdo em papel de filtro Whatman n°1 e o filtrado contendo as lipases
empregado no processo de imobilizacdo e caracterizagdo. Os cultivos foram feitos em
triplicata.

2.2. Determinacéo da atividade hidrolitica

Para determinacdo dos da atividade hidrolitica empregou-se o0 método
titulométrico utilizando-se como substrato emulsao de azeite de oliva (Paula, 2012).

2.3. Imobilizagdo por Adsorc¢éo Fisica em Meio Aquoso

O procedimento de imobilizacdo da lipase em meio aquoso foi estabelecido com
base na metodologia proposta por Vescovi et al. (2016), com modificagbes. O suporte
utilizado foi Argila Montmorilonita KSF. Para a imobilizagdo, 1g de suporte foi
mantido em suspensdo com 25mL de solucdo enzimatica em tampéo (fosfato pH 7,0;
25mM; contendo 20mg/mL de proteina). A suspensao foi mantida na cama de rolo a
temperatura ambiente, sob agitacdo, por 24h. Paralelamente, foi feito um controle, ao
qual néo se adicionou suporte. Apos 24h, o derivado imobilizado foi centrifugado (5000
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rpm, 5 minutos). O sobrenadante foi coletado e o sélido foi transferido para placa de
Petri, sendo mantido em geladeira por 24h. Foi quantificado o teor de proteinas
(Bradford, 1976) do sobrenadante.

2.4. Rendimento de imobilizacéo

O rendimento de imobilizacdo das enzimas foi calculado utilizando-se as
absorbancia obtidas através da determinacdo de proteinas totais pelo método de
Bradford, de acordo com a Equacédo 1:

n(%) = 100 — (
1)

Ax 1I}I}}
Ao

Em que: A = absorbancia do sobrenadante do derivado imobilizado; Ao =
absorbancia do controle no tempo zero.

2.5. Determinacéo de pH e Temperatura 6timos

Para determinacdo dos valores de temperatura e pH Otimos da lipase de
Aspergillus japonicus empregou-se 0 método titulométrico utilizando-se como substrato
emulsdo de azeite de oliva (Paula, 2012 modificado). O pH 6timo da enzima foi
determinado pela quantificacdo da atividade da lipase a 25°C a diferentes niveis de pH
(3,0 a 10,0). O pH no qual a enzima se manteve mais estavel foi selecionado para o
estudo de estabilidade e atividade 6tima em relacdo a temperatura. A temperatura 6tima
da enzima foi determinada pela atividade enzimatica a varias temperaturas (20 a 60°C).

3. RESULTADOS

3.1 Producéo e imobilizacdo da Lipase de Aspergillus japonicus

Apos a producdo da lipase de A. japonicus, em meios de cultivo com azeite de
oliva como substrato, foram quantificados biomassa (g/L), concentracdo proteica e
atividade hidrolitica. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1. Para ensaios de
imobilizacdo, os filtrados obtidos foram liofilizados. Ap6s a imobilizacdo, foram
quantificados os valores de atividade hidrolitica, calculando-se o rendimento de
imobilizacao.

O derivado imobilizado forneceu atividade hidrolitica de 270,7 + 30,6 U/g, e
rendimento de imobilizacdo de 70%. A argila montmorilonita, também conhecida como
esmectita, € um argilomineral que possui camadas compostas por duas folhas
tetraédricas de silica e uma folha central octaédrica de alumina, as quais sdo unidas por
atomos de oxigénio (PAIVA et al., 2008). As camadas desta argila ficam empilhadas e o
espaco formado entre elas é denominado galeria, onde hd 80% dos cétions trocaveis
(PAIVA et al., 2008). As argilas do tipo montmorilonitas sdo suportes versateis e vem
sendo muito utilizados para a imobilizacdo de enzimas, por ser uma argila expansivel e,
desta forma, ter afinidade para adsorcdo de proteinas. Em adicdo, seus cations
interlamelares podem ser substituidos por prétons (H") e as regides acidas do composto
também podem atuar como sitios de ligacbes do grupo amino dos biocatalisadores.



Xl Congresso Brasileiro de Engenharia
Quimica em Iniciagao Cientifica
UFSCar - Séo Carlos - SP

16 a 19 de Julho de 2017

C&BEQ &

CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA
QUIMICA EM INICIACAO CIENTIFICA

Assim, as enzimas podem ser adsorvidas tanto na superficie interna quanto externa das
camadas desta argila (SUDBRACK, 2012).

Tabela 1 - Dados de biomassa, pH, concentracdo de proteinas, atividade hidrolitica obtidos para
o cultivo do fungo Aspergillus japonicus empregando-se azeite de oliva como substrato

Biomassa Concentracao Atividade Atividade
(9/L) proteica (ug/ml)*  hidrolitica (U/mL)* hidrolitica
(Ulg)**
13,96 23,75+1,18 16,928 + 0 239,508 + 43,76
12,67 21,63+0,92 16,399 £ 0,75 301,988 + 0,42
Azeite 19,82 22,86 + 0,27 20,631 £ 0,75 270,7 = 30,60
16,12 21,58 £ 0,50 22,218+ 1,49 341,106 + 19,81
13,41 20,38+ 0,47 25,921 £ 0,75 232,654 + 28,61
MEDIA 15,2 22,041 + 0,79 20,42 + 0,81 277,191 +£ 45,13

* média + desvio padréo
** lipase imobilizada

3.2 Determinacédo de pH Otimo e Temperatura Otima

Em trabalho previamente realizado (FERRARI et al., 2016) os valores 6timos de
pH e temperatura determinados para a lipase de A. japonicus foram respectivamente 8 e
30°C. Na figura 1 apresenta-se o perfil de atividade hidrolitica da lipase de A. japonicus
imobilizada, em funcdo do pH.

Figura 1 - Determinacdo do pH o6timo da lipase de Aspergillus japonicus na forma
imobilizada
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A enzima imobiliza forneceu valor 6timo de pH em 8,0, ou seja, em comparacgéo
com a enzima livre, o valor permaneceu o mesmo, e a imobilizagdo parece ndo ter
influenciado no deslocamento do pH. De acordo com Souza et al. (2014), em trabalho
realizado com cepas de Aspergillus japonicus, as lipases produzidas por esse
microrganismo apresentaram maior atividade em valores de pH mais alcalinos,
fornecendo um pH étimo de 8,5.
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Na Figura 2 apresenta-se o perfil de atividade hidrolitica da lipase de A.
japonicus imobilizada, em funcdo da temperatura. As temperaturas 6timas para lipase
de A. japonicus, tanto na forma livre quanto na forma imobilizada foi de 30°C.

Figura 2 - Determinacdo da temperatura 6tima da lipase de Aspergillus japonicus na
forma imobilizada
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Segundo Colla et al. (2015), em estudo realizado com lipases produzidas a partir
de fungos do género Aspergillus, a faixa em que a lipase apresenta temperatura 6tima
dé-se em torno de 37°C. Analisando-se o perfil da Figura 2, nota-se que a lipase de A.
japonicus na forma imobilizada aprresentou boa maior estabilidade frente a variacdo de
temperaura. O resultado apresentado pode sugerir que o processo de imobilizacdo
proporcionou uma aumento na faixa de temperatura em que a lipase pode atuar.

4. CONCLUSOES

A Argila Montmorilonita KSF empregada como suporte de imobilizacdo da lipase
de Aspergillus japonicus, parece ter sido adequado, permitindo a obtencdo de
rendimentos de imobilizagdo de 70%, e um biocatalisador com pouca variacdo nos
valores 6timos de pH e temperatura, em relacdo a sua forma livre.
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