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Producao e aplicagao de lipases em residuos téxteis

Production and application of lipases in textile waste

RESUMO

Lipases dePenicilliumcorylophilumforam produzidas por fermentagdo soélida, utilizando
materiais de baixo custo e oriundos de residuos da industria téxtil como meio de cultivo
(substrato). Além disso, utilizou-se o sélido fermentado contendo lipases em reagdes de
sintese do oleato de etila com heptano (co-solvente). Dois meios de cultivo foram usados:
a) farelo de semente de girassol (SG, 10 g) e b) farelo de semente de girassol e Fibroina
(SGF) razdo (5:5 m/m em g) ambos com umidade relativa de 55%; 29°C. Os frascos
inoculados foram incubados em estufa a 29 °C e a cada 24 h (total de 168 h) retirou-se trés
frascos para dosagem da atividade enzimdtica no sélido fermentado. A atividade maxima
(hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila) foi de 82 + 14 U gSS'e278 + 24 U gSS* em 144 h
para os meios SG e SGF respectivamente. O rendimento da sintese do oleato de etila
utilizando o sélido fermentado SGF foi de 50 + 17% em 3 h, a 37°C e 150 rpm.

PALAVRAS-CHAVE:Lipase. Fermentacao sélida. Esterificagao.

ABSTRACT

Penicilliumcorylophilum lipases were produced by solid fermentation, using low cost
materials and from textile industry residues as a culture medium (substrate). In addition,
the fermented solid was used in ethyl oleate synthesis reactions with heptane (co-
solvent). Two culture media were used: a) sunflower seed (SG, 10 g) and b) sunflower seed
and Fibroin (SGF) ratio (5: 5 m / m in g) both with relative humidity of 55%; 29 ° C. The
inoculated flasks were incubated in a stove at 29 °C and every 24 hours (total of 168 h)
three bottles were taken for dosing of the enzymatic activity in the fermented solid. The
maximum activity (hydrolysis of p-nitrophenylpalmitate) was 82 + 14 U gSS* and 278 + 24
U gSS? at 144 h for SG and SGF respectively. The yield of the ethyl oleate synthesis using
the SGF fermented solid was 50 £ 17% in 3 h, at 37 ° Cand 150 rpm.

KEYWORDS:Lipase. Solid-fermentation. Esterification.
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INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas pertencentes ao grupo das hidrolases e estdo
associadas ao metabolismo, a hidrolise de lipidios, reacdes de esterificacdo,
transesterificacdo, lactonizagdo entre outras (GONCALVES, 2007; RIGO et al.,
2010; SALIHU et al., 2012; ANANTHI et al., 2018).

Um fator limitante para a utilizagdo em escala industrial no setor de
biocatalise das lipases microbianas tem sido o seu custo de producdo, que é
determinado pelo rendimento de produc¢do, condi¢des do processo e pela
estabilidade da enzima. Uma das dreas de pesquisa envolvendo a produgao de
lipases estd direcionada no uso de diferentes microrganismos, suplementos e
substratos a fim de encontrar a melhor combinagdo para obter lipases utilizando
condi¢bes operacionais que facilitem e reduzam o pregco de producgdo
(GONGCALVES, 2007; SALIHU et al., 2012). Um dos pardmetros mais importantes
na producdo de enzimas, através da fermentagdo no estado sélido (FES), é o tipo
de substrato utilizado. Na FES, o microrganismo cresce em substratos sélidos
umedecidos ou suportes inertes, na auséncia (ou quase) de agua livre. Neste
caso, o microrganismo pode crescer entre os fragmentos do substrato (dentro da
matriz do substrato) ou sobre a superficie do substrato, consumindo-o e
secretando metabdlitos, dentre os quais as enzimas (MITCHELL et al., 2006). O
material sélido é insoluvel e pode agir como suporte fisico (imobilizacdo por
adsorcdo no proprio substrato) e como fonte de nutrientes.

Dentre os substratos mais usados na FES, os residuos agroindustriais
normalmente tém sido empregados, pois reduzem o custo da produgdo, agregam
valor ao produto final, além de solucionar problemas associados a poluicdo
ambiental (GEOFFRY e ACHUR, 2018). O casulo do bicho da seda é composto por
duas proteinas, a fibroina e a sericina. A segunda é retirada através do processo
de degomagem e a fibroina é a que da origem a seda (YANGet al.,, 2013;
ARAMWIT, SIRITIENTONG e SRICHANA, 2010). Casulos do bicho da seda
defeituosos tendem a ser utilizados na fabricacdo de fios de segunda e terceira
linha, matéria prima na fabricacdo de cachecdis e outros artigos artesanais ou
simplesmente descartados (SANTOS, VIDIGAL E MERLINI, 2011). Por se tratar de
um material com caracteristicas interessantes como tolerancia térmica,
excelentes propriedades mecanicas e absorcdao de agua (ZHU, IMADA e
ASAKURA, 2009; ARAMWIT, SIRITIENTONG e SRICHANA, 2010), o aproveitamento
de casulos defeituosos em processos biotecnoldgicos, assim como os residuos
agroindustriais, torna-se interessante, pois agregaria valor ao produto final.

Tendo em vista a possibilidade de utilizar meios de cultivo de baixo custo
bem como residuos da industria téxtil, o objetivo deste trabalho foi estudar a
producdo de lipases de P. corylophilum por FES utilizando farelo da semente de
girassol e casulos do bicho da seda defeituosos. Apds a producdo, o solido
fermentado contendo lipases foi aplicado em reacdes de esterificacdo.

METODOS

O fungo P. corylophilum foi repicado em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA),
em erlenmeyers de 250 mL e incubados a 29°C por 7 dias. Para a fermentacdo
foram utilizados erlenmeyers de 250 mL, com:(A) 10 g de farelo de semente de
girassol (triturados, tamisados e embalados em sacos plasticos, sendo utilizadas
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as fragbes com granulometria entre 0,8 e 2,0 mm de diametro);(B) 5 g de farelo
de semente de girassol com 5 g de fibroina (casulo do bicho da seda degomado).
Em ambos os casos 0os meios foram umedecidos com tamp3o fosfato 0,1 mol L?;
pH 7,0, para obter a umidade de 55%. Os cultivos foram iniciados pela adigdo de
1mL de suspens3o de esporos (10%esp mL™?) aos frascos de pré-indculo. Os frascos
inoculados foram incubados em estufa a 29 °C e a cada 24 h retirou-se trés
frascos para dosagem da atividade enzimdtica do sdlido fermentado. A
composicao centesimal do substrato foi realizada na UTFPR, Campus Apucarana
(CAMARGO, 2015).

A atividade enzimatica do sélido fermentado foi medida através da hidrdlise
do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) (WINKLER; STUCKMANN, 1979). Utilizou-se
10 mL da solugdo contendo pNPP e 10 mg do sdélido fermentado. O meio
reacional foi incubado a 37°C, e a cada minuto aliquotas de 1mL foram retiradas
durante cinco minutos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Além das reac¢des de hidrélise, o sélido fermentado foi aplicado em reag¢des
de sintese do oleato de etila. Para tal, utilizou-se erlenmeyers de 125 mLcom 10
mL de heptano, 0,35 mg (100 U, pNPP) do sélido fermentado, 236 uL de Acido
Oleico (150 mM) e 87 uL de Etanol 95% (75mM) razdo molar de (1:2), 3 h, 37°C,
150 rpm. As reag¢des foram acompanhadas retirando-se aliquotas de 100 pL em
diferentes intervalos de tempo por 3 h. O rendimento em éster (%) foi calculado
pelo método de Lowry-Tinsley (1976).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a producdo de lipases por FES, observa-se (Figura 1) que a maior
atividade foi obtida em 144 h de fermentagdo para os dois meios sendo maior
para o meio contendo a fibroina (278 + 24 U gSS™).

Figura 1 — Producdo de lipase por Penicilliumcorylophilum em fermentagdo no estado
sélido com farelo de semente de girassol (-m-) e farelo de semente de girassol com
fibroina (1:1) (-e-). Atividade da hidrdélise do pNPP. Experimentos realizados em triplicata.
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Fonte: préprio autor (2018).
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A conversdo em éster (%), para as condicGes testadas, ndo foi observada
guando se utilizou o sdélido fermentado contendo somente semente de girassol.
Para o fermentado contendo fibroina, a conversdo foi de 50 + 17 % (Figura 2).

Figura 2 — Cinética da sintese do oleato de etilacatalisada pelo sélido fermentado
contendo lipases de Penicilliumcorylophilum. Condi¢es: 10 mL de heptano, 236 uL de
Acido Oleico (150 mM) e 87 pL de Etanol 95% (75 mM) razdo molar de (1:2),3 h, 150 rpm,
37 °C.
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Fonte: préprio autor (2018).

N3o ha relatos na literatura, até o momento, da utilizacdo da fibroina como
substrato em fermentacgdo sdlida para a producdo de lipases, porém ha relatos da
utilizacdo de sélidos fermentados tanto em reagGes de hidrélise do pNPP como
em esterificacdo do oletao de etila. Por exemplo, Fernandes et al. (2007) e Salum
et al. (2010) observaram atividade maxima de 108 U g (72 h, 29°C) e 234 U g
(96 h, 29 °C), frente a hidrélise do pNPP, para lipases de Burkholderiacepacia em
FES usando respectivamente como substrato a torta de milho e farelo de
semente de girassol com bagaco de cana (50:50; m/m). Os resultados obtidos
neste trabalho, quanto a atividade frente a hidrélise do pNPP, foram superiores
aos referenciados e portanto sdo promissores quanto a utilizacdo do casulo do
bicho da seda como substrato para o cultivo de lipases.

Para reacOes de esterificacdo, Aguieiraset al. (2019) observaram conversdo
de 85% (4h) para o oleato de etila utilizando sélido fermentado contendo lipases
de Rhizomucormiehei e semente de algoddo como substrato. As condicGes
reacionais foram acido oleico: etanol 1:1 (total de 20 mL), 600 rpm, 40°C e 20%
do sélido fermentado liofilizado.

Como as condi¢cdes reacionais, para o presente trabalho, ndo estdo
otimizadas, outros experimentos devem ser realizados para verificar a
possibilidade de maiores rendimentos em reacdes de esterificacdo.

CONSIDERAGOES FINAIS
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Foi possivel produzir lipases de Penicilliumcorylophilum por fermentagao no
estado soélido utilizando farelo de semente de girassol (SG) e farelo de semente
de girassol com fibroina (SGF), sendo a maior atividade de 278 + 24 U gSS™ para
SGF apds 144 horas de cultura. Além disso, o sélido fermentado (SGF) foi capaz
de catalisar a sintese do oleato de etila. A possibilidade de utilizagdo de um
residuo da industria téxtil na producdo de lipases justifica a continuidade dos
estudos.
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