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Potencial utilizagdao em biocatalise de lipases ligadas ao
micélio

Potential use in biocatalysis of mycelium-bound lipases

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi otimizar a sintese do oleato de etila utilizando micélio
contendo lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas (ML) e hexano como co-solvente
iniciada por lIgarashi (2018). Aplicou-se a ferramenta estatistica da desejabilidade (FED),
com a finalidade de maximizar a varidvel resposta (rendimento da reagdo %). As condigGes
sugeridas pela FED foram temperatura (T) de 45 °C; quantidade de micélio (QML) acima de
1 g e razdo molar acido:alcool (RM) entre 1:1 e 1:2. Por isso, alguns experimentos foram
realizados com a finalidade de validar as condigGes sugeridas pela FED, sendo eles: (1) 45
°C, 1 g de QL e RM 1:2 (90%; 24 h); (2) 40 °C, 1 g de QL e RM 1:2 (90%, 24 h); (3) 40 °C, 1,6 g
de QL e RM 1:2 (alcool adicionado em 1 etapa), (90%, 12 h) e (4) 40 °C, 1,6 gde QL e RM 1:2
(alcool adicionado em 3 etapas) (rendimento proximo a 90%, 12 h). A cinética da reacdo foi
acompanhada nos intervalos de tempo de 3, 6, 9, 12 e 24 h. Os resultados mostraram que
foi possivel reduzir o tempo da reagdo a metade (12 h), mantendo o mesmo rendimento
(90%) para as condigdes (3) e (4).

PALAVRAS-CHAVE: Biotransformacgdo. Enzimas. Esterificagdo.

ABSTRACT

The objective of this work was to optimize ethyl oleate synthesis using mycelium-linked
Botryosphaeria ribis EC-01 lipases (LM) and hexane as co-solvent initiated by Igarashi
(2018). The statistical desirability tool (EDF) was applied to maximize the response variable
(reaction yield %). The conditions suggested by the EDF were temperature (T) of 45 °C;
amount of mycelium (QLM) above 1 g and acid: alcohol (RM) molar ratio between 1:1 and
1:2. Therefore, some experiments were performed with the purpose of validating the
conditions suggested by the EDF, as follows: (1) 45 °C, 1 g of QLM and 1:2 RM (90%; 24 h);
(2) 40°C, 1 g QLM and 1:2 RM (90%, 24 h); (3) 40 °C, 1.6 g QLM and 1:2 RM (1-step alcohol),
(90%, 12 h) and (4) 40 °C, 1.6 g QLM and RM 1:2 (alcohol added in 3 steps) (yield close to
90%, 12 h). The reaction kinetics were monitored at 3, 6, 9, 12 and 24 h. The results showed
that it was possible to reduce the reaction time in half (12 h), maintaining the same yield
(90%) for conditions (3) and (4).

KEYWORDS: Biotransformation. Enzymes. Esterification.

Pégina | 1


https://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2019
mailto:isabel.komeroski@hotmail.com

IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO
XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENT(FICA E TECNOLOGICA r PR

11 a 13 de Novembro | Pato Branco - PR

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

CAMPUS PATO BRANCO

INTRODUCAO

Com vasta aplicacdo no setor biotecnolégico as lipases (EC 3.1.1.3) sdo
utilizadas em reag¢Ges como a hidrélise de ésteres de acidos graxos e reagGes de
sintese realizadas in vitro como esterificacdo, transesterificacdo (alcodlise e
aciddlise), interesterificacdao e amindlise.

A obtencdo de lipases pode ocorrer através de tecidos de animais e vegetais
ou pela producdo envolvendo o processo de fermentagdo submersa (FS) ou sélida
(FES) de microrganismos (bactérias, fungos e leveduras). Na FS, as lipases podem
ser extracelulares (normalmente as empregadas na industria), ou seja, que é
secretada no meio de cultivo, e intracelular ou presente em células inteiras, neste
caso, a enzima esta no interior da célula ou na parede celular (CANELA-GARAYOA
et al., 2014). Na maioria dos casos, o extrato bruto é purificado, sendo a enzima
concentrada e/ou imobilizada em suportes inertes. A biomassa (micélio) é um
subproduto da fermentacdo e pode ser empregada como fertilizantes,
complemento de racdo animal (SILVA, 2010) e em biotransformacdo, caso haja
enzimas ligadas ao micélio (BIROLLI et al.,, 2015). Compreende-se por
biotransformacdo, as reacdes quimicas catalisadas por microrganismos ou
preparacdes que derivam da biomassa, podendo ser realizada em meio aquoso ou
organico.

Botryosphaeria ribis EC-01 foi preliminarmente selecionado como um bom
produtor de lipases quando cultivado em diferentes 6leos vegetais e glicerol
através de fermentacdo submersa (FS) dentre outros isolados fungicos do género
Botryosphaeria, por ser endofitico e conhecido por secretar diferentes enzimas.
(MESSIAS et al.,, 2009). Em resultados anteriores (IGARASHI, 2018), o micélio
contendo lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas, apresentaram boa
eficiéncia catalitica na sintese do oleato de etila quando realizada com co-solvente
(hexano). Um planejamento experimental 23 (temperatura-T, quantidade de
micélio contendo lipases ligadas massa do micélio-QLM e Razdo molar acido:
alcool-RM), com triplicata no ponto central, analisando a varidvel resposta,
rendimento da reagdo (%), foi realizado. O melhor rendimento (90%) foi obtido nas
seguintes condigdes 40 °C; 1 g de micélio e RM de 1:1. Por isso, o objetivo deste
trabalho foi dar continuidade a otimizagdo da sintese do oleato de etila utilizando
micélio lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio (LLM) tendo o
hexano como co-solvente.

MATERIAIS E METODOS

Depois do cultivo do microrganismo e a producdo das lipases, as células
(micélio) foram separadas por filtragdo e secas em liofilizador.

A atividade de hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila (oNPP) catalisada pelas
lipases ligadas ao micélio foi determinada baseado no método de Winkler e
Stuckmann ( 1979) (2,71 £ 0,27 U mg™?).

Apds, aplicou-se a ferramenta estatistica da desejabilidade (FED), com a
finalidade de maximizar a varidvel resposta (rendimento da reagdo %) analisando
os resultados obtidos por Igarashi (2018). As condicBes sugeridas pela FED foram
temperatura (T) de 45 °C; quantidade de micélio (QLLM) acima de 1 g e razdo molar
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acido:alcool (RM) entre 1:1 e 1:2. Por isso, alguns experimentos foram realizados
com a finalidade de validar as condi¢des sugeridas pela FED (Tabela 1):

Tabela 1. CondicGes reacionais para otimizacdo da sintese do oleato de etila
catalisada por lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio.

Experimento Temperatura (°C) qQmLW RM®@
1 45 1,0 1:2
2 40 1,0 1:2
3 40 1,6 1:2 (adigdo em 1 etapa)
4 40 1,6 1:2 (adicdo em 3 etapas)

WQML: quantidade de micélio contendo lipases ligadas; @RM: razdo molar acido
alcool. Fonte: Autoria propria.

Para todos os casos, utilizou-se 10 mL de hexano, 120 rpm, 240 uL de acido
oleico, 90 pL de etanol (RM 1:2), para o experimento (4), adicionou-se 30 pL a cada
3 horas, iniciando no tempo zero. A cinética da reacdo foi acompanhada nos
intervalos de tempo de 3, 6, 9, 12 e 24 h. As reagdes (triplicata) foram
acompanhadas retirando-se aliquotas de 100 pL e o rendimento em éster (%) foi
realizado pelo método de Lowry-Tinsley (1976).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a finalidade de validar a ferramenta estatistica de desejabilidade(FED),
que indicou maximizacdo do rendimento da esterificacdo para as condicdes: (T) de
45 °C, quantidade de micélio (QLLM) acima de 1 g e razdo molar acido:alcool (RM)
entre 1:1 e 1:2, os resultados obtidos para o primeiro experimento (45°C, 1 g de
QLLM e RM 1:2) podem ser observados na Figura 1. O rendimento da reagao foi
proximo a 90% (24 h), resultado semelhante ao obtido por Igarashi (2018) (90% de
rendimento a 40 °C; 1 g de micélio e RM de 1:1), porém, a referida autora utilizou
menor temperatura e RM. Em seguida, a temperatura foi alterada para 40 °C, e as
demais condicdes foram mantidas (Figura 1). Neste caso, o rendimento em éster
foi também préoximo a 90%, ou seja, é possivel diminuir a temperatura de 45 para
40 °C sem prejuizos no rendimento da reacdo.

O teste de desejabilidade sugeriu ainda que, quantidades de micélio
superiores a 1 g poderia aumentar o rendimento da reagao. Por isso, a quantidade
de micélio foi aumentada de 1 g para 1,6 g (Experimento 3) (Figura 2).

Outro fator importante estudado neste trabalho, estd relacionado a utilizagao
de etanol como reagente, sendo hidrofilico, pode favorecer a desnaturagdo da
enzima devido a remogao da dgua de hidratagdo necessdria para a manutengao da
estrutura cataliticamente ativa (VERDASCO-MARTIN et al., 2016). A inativac3o da
enzima pode ocorrer também por inibigdo competitiva, onde moléculas do alcool
se ligam de forma reversivel ao sitio ativo da enzima, diminuindo o acesso do
substrato hidrofdbico (PEREZ et al., 2014). Para minimizar este inconveniente, o
experimento 4 foi importante para avaliar a influéncia da adi¢gdo do etanol em
etapas.
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Figura 1 — Cinética de esterificacdo entre acido oleico e etanol empregando lipases de
Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio (e) 45 e (m) 40 °C. Condig¢Ges: Razdo molar
acido:alcool (1:2); 120 rpm; 1 g de micélio; 10 mL de hexano.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 2 — Cinética de esterificagdo entre acido oleico e etanol empregando lipases
de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio (A) 1 g de micélio; ( ® ) 1,6 g de micélio e
etanol adicionado em 3 etapas e ( m )1,6 g de micélio e etanol adicionado em 1 etapa.
CondigGes: 40 °C; Razdo molar acido:alcool (1:2); 120 rpm; 10 mL de hexano.
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados indicaram (Figura 2) que foi possivel reduzir o tempo da reagdo
a metade (12 h), mantendo o mesmo rendimento (90%) para as condi¢cGes (3) e
(4). Além disso, em 6 h de reagdo, a producdo de éster foi aproximadamente 30%
superior para a reagdo onde o etanol foi adicionado em etapas. Apds este tempo,
ambas reacgdes (3) e (4) atingiram rendimento muito préximos a 100% em 24 h.
Estes resultados indicam a importancia do referido estudo e sugere que o
rendimento de 100% possa ser atingido possivelmente em 15 h para a reagdo onde
o etanol foi adicionado em etapas.

CONCLUSAO
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Lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 ligadas ao micélio, na reac¢do de acido
oleico e etanol, demonstraram resultados préximos a 90% de rendimento, nas
condigdes: 40 °C; Razao molar acido:alcool (1:2) e quantidade de micélio 1,6 g.

Os resultados obtidos no presente trabalho podem ser considerados
promissores e contribuiram para o aproveitamento do micélio contendo lipases na
area da biocatalise.
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