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RESUMO — O presente trabalho teve como objetivo obter e caracterizar lipases de
Aspergillus niger C e 11T53A14 imobilizadas em suporte octil sepharose. Utilizando
p-nitrofenil laurato como substrato, foram avaliados o pH 6timo de reacdo,
especificidade frente a p-nitrofenil esteres e estabilidade operacional. A lipase de A.
niger C imobilizada s6 apresentou atividade para pH 7 e 8, teve maior afinidade para
C4 e perdeu 80% da atividade inicial apds o 5° ciclo. Quanto a lipase de A. niger
11T53A14 imobilizada esta sO apresentou atividade para pH 7 e 8 tendo sido
influenciada pelo tipo de tamp&o usado, mostrou perfil similar ao da enzima livre
para os p-nitrofenil esteres estudados e perdeu 100% da atividade inicial ap6s o 5°
ciclo.

1. INTRODUCAO

A industria de alimentos tem como principal uso as hidrolases e dentre as diversas
enzimas hidroliticas, pode-se citar, amilases, celulases, poligalacturonase, polipeptidases e as
lipases(glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3), que se destacam por sua consideravelmente
importancia como biocatalisador industrial (L1 et al., 2012), j& sendo utilizada na producgéo de
queijo, margarina e sintese enzimatica de dmega-3 e obtencao de lipideos funcionais. Além da
funcdo de catalisar a hidrolise de triacilglicerdis aos &cidos graxos correspondentes e glicerol,
em condic¢es micro-aquosas, as lipases também sé@o capazes de catalisar a sintese de ésteres,
estendendo sua aplicacdo para outros setores, como industria téxtil, de detergentes e 6leos, por
exemplo.

Um aumento no numero de aplicacdes de lipases em sinteses e biotransformacdes tem
elevado a demanda por biocatalisadores imobilizados eficientes para uso. A imobilizagdo
possibilita o reuso de lipases caras, como também, pode melhorar a estabilidade e a atividade
da enzima, elevar o grau de pureza do produto de interesse, além da possibilidade do
desenvolvimento de processos continuos, aumentando a produtividade e reduzindo os custos
de producdo (DICOSIMO et al., 2013; FERNANDES, 2010). Processos economicamente
importantes, tais como a transesterificacdo de 0leos alimenticios (105 ton por ano), producédo
de biodiesel de triglicerideos (104 ton por ano) e resolucgdo quiral de &lcoois e aminas (103 ton
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por ano), sdo exemplos da aplicacdo industrial de lipases imobilizadas (DICOSIMO et al.,
2013).

Neste cenario, o presente trabalho teve por objetivo obter e caracterizar lipases de
Aspergillus niger C e 11T53A14 imobilizadas em octil sepharose quanto ao pH 6timo de
reacao, especificidade e estabilidade operacional, esperando-se obter um derivado ativo e
estavel para aplicar em reacdes de hidrolise.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Producéo de lipase

Os extratos enzimaticos lipoliticos foram produzidos através de fermentacdo em
estado sélido (utilizando torta de dendé como substrato) pelos fungos Aspergillus niger C e
Aspergillus niger 11T53A14, da Colecdo de Microrganismos de Interesse da Inddstria de
Alimentos e Agroenergia, da Embrapa Agroindlstria de Alimentos. A fermentacdo foi
conduzida em colunas aeradas, incubadas em banho-maria a 32 °C e com entrada controlada
de ar ndo umedecido de 1,0 vvm por 96 horas. Os fungos foram inoculados em cada coluna
contendo 40g de meio (torta de dendé umidificada com 80 mL de solucdo de sulfato de
amonio e com adi¢do de 3% de borra de dendé como indutor). A enzima foi extraida com a
adicdo de 2,5 mL de tampédo fosfato de sodio (pH 7,0) por grama de meio fermentado,
permanecendo por 1 hora sob agitagdo de 90 rpm a 32 °C. O extrato enzimatico bruto foi
obtido ap0s filtracdo com papel de filtro seguido de filtracdo em membrana de microfiltracao
(0,45 um) para posterior determinacdo da atividade enzimatica.

2.2. Método de Imobilizacéo

Para imobilizacdo de lipases de Aspergillus niger C e 11T53A14, foi utilizado o
extrato enzimatico diluido em tampéo fosfato pH 7 na proporcéo de 1:2. Utilizou-se 0,3 g de
suporte e 12 mL de solucdo para a imobilizacdo por adsorcdo que ocorreu a 25°C, sob
agitacdo de aproximadamente 40 rpm, utilizando a técnica de banho finito. Ap6s 2 horas de
contato, o sobrenadante foi separado do derivado por filtragéo e a atividade de ambos foi
determinada.

2.3. Atividade enzimatica e caracteristicas avaliadas

A reacdo de hidrolise de p-nitrofenil laurato (pNFL) foi definida como a metodologia
padrdo para a medida de atividade hidrolitica no presente trabalho. Para tanto, acompanhou-se
a hidrodlise de uma solugao de pNFL a 560 uM em tampao fosfato de sodio a 50 mM e pH 7
(BRIGIDA et al., 2014). A reacdo foi monitorada em espectrofotdmetro com absorbancia a
410nm.

Para avaliar o efeito de pH na atividade do derivado obtido, solu¢bes tampdes com pH
variando de 6 a 8 foram utilizadas para preparar o substrato. Quanto a especificidade,
determinou-se a atividade hidrolitica dos derivados em 560 uM de p-nitrofenil acetato,
butirato, octanoato, laurato ou palmitato a pH 7, 25°C. E quanto a estabilidade operacional,
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foi realizado ciclos de hidrélise de p-nitro fenil laurato em pH 7 com uma massa determinada
do imobilizado. A mesma massa foi recuperada, lavada com tampdo, submetido a secagem a
vacuo e usada a cada ciclo. A atividade foi expressa em percentual frente a atividade obtida
no primeiro ciclo de hidrolise.

3. RESULTADOS

A especificidade quanto a cadeia carboxilica da lipase de A. niger C livre e
imobilizada em octil-sepharose foi avaliada utilizando p-nitrofenil ésteres (Figura 1a). Para o
extrato rico em lipase de A. niger C, maior afinidade foi para o substrato com 8 carbonos na
cadeia carboxilica. Ja para o derivado obtido a partir da imobilizacdo das enzimas presentes
no extrato em octil-sepharose, maior afinidade foi para o substrato com 4 carbonos na cadeia
carboxilica. Durante o processo de imobilizacdo pode ter ocorrido uma mudanca na
conformacéo das enzimas ou pode de ocorrido uma selecédo preferencial de esterases frente as
lipases presentes no extrato bruto no processo de imobilizacdo contribuindo para este
resultado, j& que esterases tem maior afinidade por cadeias carboxilicas menores.

A especificidade quanto a cadeia carboxilica da lipase de A. niger 11T53A14 livre e
imobilizada em octil-sepharose também foi avaliada utilizando p-nitrofenil ésteres (Figura
1b). Para o extrato rico em lipase de A. niger 11T53A14, maior afinidade foi para o substrato
com 8 carbonos na cadeia carboxilica, assim como o derivado obtido a partir da imobilizacédo
das enzimas presentes no extrato em octil sepharose.

Figura 1 — Especificidade em diferentes p-nitrofenil esteres da lipase de A. niger C
imobilizada em octil-sepharose (a) e lipase de A. niger 11T imobilizada em octil-sepharose

(b)

O efeito do pH na atividade das lipases de A. niger imobilizadas em octil sepharose
também foi estudado (Figura 2a). Para o derivado da lipase do extrato de A. niger C pode-se
observar que ndo houve diferenca entre as atividades em pH 7 e 8, e para pH 6 e 8 este
derivado ndo apresentou atividade. Quanto ao derivado da lipase do extrato de A. niger 11T,
este também n&o teve atividade para pH 6 e 8, e mostrou maior atividade para pH 7. Neste
ultimo caso, pode-se observar ainda uma influéncia quanto ao tipo de tampdo, sendo o
derivado mais ativo em tampéo citrato-fosfato pH 7. Este aumento de atividade no tampé&o
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citrato-fosfato pode estar relacionado a interacdo do ion citrato com as lipases presentes nesse
extrato.

Para avaliar a estabilidade operacional foram realizadas hidrolises sucessivas com a
lipase do extrato C e 11T imobilizados em octil como mostra a Figura 2b. O derivado de
lipase do extrato C, embora tenha apresentado valores oscilantes entre 80 e 40% durante esses
ciclos, perdeu 80% da atividade inicial apds o 5° ciclo reagdes. O derivado de lipase do
extrato 11T, embora tenha apresentado valores oscilantes entre 100 e 50% durante esses
ciclos, perdeu 100% da atividade inicial apos o 5° ciclo reagdes. Estes dados mostram uma
baixa estabilidade a reusos consecutivos dos derivados testados. Pode ter ocorrido inativacao
da enzima devido as condicGes reacionais ou dessorc¢ao.

Figura 2 — Efeito do pH na atividade hidrolitica (a) e na estabilidade operacional (b) de
lipase de A. niger C imobilizada em octil-sepharose e lipase de A. niger 11T imobilizada em octil-
sepharose na hidrolise de p-nitrofenil laurato.
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