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INTRODUCAO

A biotransformacdo tem sido bastante utilizada pergossibilita a obtencdo de
produtos de alto valor agregado com bons rendirsaetgaeacido (CARVALHO, 2005). Este
processo envolve a utilizacdo de catalisadore®diimds. Neste contexto as enzimas ganham
grande destague. Sendo assim, torna-se necessaap determinado tipo de enzima, as
lipases. As lipases sao catalisadores biolégicepgdem ser isoladas de fungos, bactérias ou
leveduras (WOODWARDet al, 1984). As principais razdes para utilizacdo daasks na
biotecnologia sédo a utilizacdo de condi¢bes reagsohbrandas, resultando em produtos de
melhor qualidade, menores custos de energia eefividdde das lipases. Além disso, a
exploracdo da especificidade dessas enzimas gdasidi sintese de produtos que nao
poderiam ser obtidos por rota quimica convencioBGabe ainda ressaltar que, do ponto de
vista ambiental, o processo é tecnicamente limpegero (FREITAS. al, 2009).

As lipases podem catalisar reacdes de hidrolme esterificacdo. Nestas reacdes sado
utilizadas condicBes reacionais mais brandas (tehpas moderadas 30%), levando a
produtos com elevado grau de pureza.

Do ponto de vista industrial, os fungos sao espweiate valorizados porque as
enzimas por eles produzidas normalmente sdo ekila@s, o que facilita sua recuperacao
do meio de fermentacdo (VULFSON, 1994). As lipases sido utilizadas em uma variedade
de segmentos biotecnoldgicos, como em industriadicientos (desenvolvimento de aromas
e maturagdo de queijos), de detergentes, oleocafinidrolise de 6leos e gorduras, sintese de
biosurfactantes) e para tratamento de residuosadeorovindos da industria do couro e de
papel. Uma aplicacdo que tem merecido destaqua étdidacdo na obtencdo de farmacos ou
insumos farmacéuticos em suas formas enantiométoas com elevada pureza otica, pois
estas enzimas sao capazes de reconhecer moléautais @ atuam, preferencialmente, em
um dos isdbmeros de uma mistura racémica (FABER))200

A regido do semi-arido baiano apresenta uma diledsi bioldgica pouco explorada
no Brasil e possui as caracteristicas para apegsentrorganismos resistentes a condicdes
extremas, além de enorme potencial para aplicaghsirial.

O presente estudo teve como objetivo principaliava quantificar a producéo de
lipases extracelulares de fungos endofiticos edlmsicetos isolados do semi-arido baiano
pertencentes a Colecdo de Cultura de Micro-orgassstia Bahia (CCMB) pela metodologia
do Cup Plate e avaliacdo das metodologias de obtencdo do exbrato enzimatico nas
reacdes de hidrdlise e avaliar a atuacdo das fipasereacdes envolvendo acido oleico e
alcool isoamilico em reacdes de esterificacéo.
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MATERIAL E METODOS
Sele¢do de microrganismos secretores de enzimasopelétodo“Cup Plate”

Reacdes de hidrolise

Os fungos estudados (40 fungos) foram cultivadosreo PDA (Potato Dextrose
Agar) numa temperatura de 28 °C por um periodo dag. Para a secre¢do de enzimas, 0S
fungos foram transferidos para reatores de 250 oriteado 25 mL do meio liquido de
inducdo, composto de 0,7% de fosfato de amoni®%0 fbsfato dibédsico de potassio, 0,05%
de sulfato de magnésio, 0,03% de cloreto de cal;R5% de solucdes de tracos de sais
(preparado a partir de 0,1% de cloreto manganq&és @de sulfato de zinco e 0,1% de agua
destilada), tampao fosfato pH= 7 e substrato (128 bleo de soja para cada reator), sendo
mantidos em estufa bacterioldgica (B.O.D) a 28°C7@choras.

A caracterizacdo da secrecdo de lipases hidrdificarealizada em meio sélido
composto de 1,0% de Gleo de soja, 2,0% de agaa, degtilada e revelador Rodamina B. Em
seguida foram realizadas 3 (trés) perfuracdes §Qygara favorecer o crescimento do micro-
organismo, com didmetro de 6mm, na superficie do @@dicionou-se 150uL do filtrado. As
placas foram incubadas a 28°C e verificou-se adoaim de halos apds 24, 48 e 72h. O
tamanho do halo formado foi medido com uma régadugda em milimetros. O fungo com
maior tamanho de halo foi selecionado para quaatéio de enzimas.

Obtencéo de Extrato Bruto Enzimatico

Para obtencdo do extrato bruto enzimatico, os fingon as maiores secrecdes
enzimaticas foram incubados em PDA por 72h e 16odisle 6 mm dos mesmos foram
transferidos para o meio de inducdo onde permaarecpor 24h. Filtrou-se a amostra para
separacao da massa celular.

Determinacao da Atividade Hidrolitica das lipases

Para avaliacdo quantitativa da atividade hidra@itie lipases os extratos brutos foram
submetidos ao método titulométrico no qual umaualig de 3 mL do filtrado contendo a
enzima foi adicionado a 7mL de emulséo (solucadgé&miosfato pH=7, 6leo de soja e goma
arabica). Em seguida, o meio reacional foi submetidbanho de agitacdo a 40°C por 5
minutos e titulado com solugdo KOH alcodlico (0,blin) na presenca de fenolftaleina. A
reacao foi paralisada com a adicdo de 3mL de solagétona: etanol:agua.

Reac0es de esterificagao

Para a realizacdo deste experimento, foram sebbisnos fungos que apresentaram as
melhores secrecdes enzimaticas pelas reacdes délideid Ou seja, os fungos que
apresentaram o0s maiores tamanhos de halos pelaotugia doCup Plate. Realizou-se o
mesmo procedimento realizado nas reacdes de Isiglyddira a selecdo dos micro-organismos,
porém, como substrato foi utilizado quantidadesireglares de acido oléico e o alcool
isoamilico (0,25mmol). Neste experimento ndo fdizsido nenhum tipo de emulsificante. As
reacOes foram realizadas em duplicata e os redtmaas colocados em estufa bacterioldgica
(B.O.D) a 28°C e as amostras foram retiradas apd®eas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 120
horas.

2.4. Determinacao da atividade Hidrolitica das lipaes

A quantificacdo da secrecao enzimatica de lipasagou-se através do método titulométrico
utilizando-se como titulante NaOH (hidroxido de isogadronizado de concentragdo molar
0,0166 mol/L). As amostras foram filtradas e adiedas de 5 mL de éter etilico: alcool
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etilico (1:1 v/iv). Em seguida foram retiradas dwdigjuotas de 5 mL desta solucdo e
acrescidas de 5 mL de éter etilico: alcool etiladicionando-se em seguida 3 gotas do
indicador acido-base fenolftaleina e submeteuttalacédo (esta fragdo que foi utilizada para
obtencdo da taxa de conversdo em produtos por dwiequacdo 1). Utilizou-se como

titulante o NaOH de concentracdo molar de 0,016&mdloi realizado também o teste

branco das amostras.

% conversao = (Vbranco — Vamostra/ Vbranco) x 100(Equacéao 1)
RESULTADOS E DISCUSSAO

Reacdes de Hidrolise

Na figura 1 esta apresentado uma fotografia dosshdéds enzimas secretadas pelos
fungos basideomicetos 413, 368 e 401.

Figura 1. Visualizacdo dobkalos das enzimas secretadas pelos fungos basiéiimsi4 13,
368 e 401.

Dos fungos estudados apenas o 404 e 413 apresertiata visivel. Os valores das
medidas dos halos em relacdo a cada tipo de fungduecdo do tempo podem ser
visualizados na tabela 1:

Tabela 1.Halos (cm) obtidos pela acdo das enzimas seceepaiias fungos Basidiomicetos

404 e 413.
Fungos Halo (cm)
24h 48h 72h
404 0 0 13
413 0 0 15

No método titulométrico, verificou-se a acdo dasireas na hidrélise do 6leo vegetal
de soja em acidos graxos pelos fungos 404 e 413u@o o fungo 413 apresentou maior
guantidade de &cidos graxos liberados, ou sejarmaiume de hidroxido consumido (4,13
mL) enquanto que o fungo 404 consumiu apenas 2,9 Molvos testes serdo realizados
aumentando o tempo de obtencao dos extratos orimaticos para 48 e 72h.

Reacdes de esterificacao

Na tabela 2, se apresentam os resultados obtidestedficacdo do acido oléico com alcool
isoamilico. A reacéo foi realizada em diferentaafes reacionais mantendo a temperatura
constante Z&. A conversdo da reacao foi determinada a pastivalume de NaOH obtido
na titulacdo de cada mistura reacional atravésjdagéo:

Converséao (%) = (V branco — V amostra/ V branca)8
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Tabela 2: Conversédo (%) obtida na esterificacdo de acidicmidtilizando &lcool isoamilico
em relacdo molar (1:1) a 4B e varios tempos reacionais.

CH

3
f o, . PPN
ch/MW( H HC OH

acido oleico alcool isoamilico

oleato de isoamila

Converséo (%)
Fungos 24h 48h 72h 96h 120h
- 0 0 0 0 0
413 0 2,5 16,7 0 57
29/07 10,3 0 11,1 0 0
26/07 9,4 13,5 24,1 3,1 0
88/06 0 6,7 0 1,2 0
404 6,3 0 8,3 0 18,7

Foi observado que o fungo 26/07 apresentou um rpai@ncial de esterificacdo com
uma taxa de 24,10% de conversao do éster as 78 tieneacédo. O fungo basidiomiceto 404
apresentou um maior potencial de esterificacdoengpo de 120 horas, com uma taxa de
conversao no valor de 18,73%.

Nas reacdes de hidrolise os fungos 404 e 413 ayppeeaen grande expressdo para
lipases no método qualitativo doup Plate. Contudo, o fungo 413 apresentou melhor
eficiéncia na quantificacdo da secrecdo enzimdiea.reacdes de esterificacdo, verificou-se
que o fungo 26/07 apresentou um maior potencig@stierificacdo para o tempo de reacéo de
72 horas, Ja o fungo basidiomiceto 404 apresentoumaior potencial de esterificacdo no
tempo de 120 horas. Novos experimentos devem akragos com o objetivo de identificar
biocatalisadores que possam levar ao produto defestcdo com conversdes mais elevadas
e/ou em menores tempo de reacdo, bem como estedosnuizacdo de meio reacional e
parametros como pH, temperatura, entre outros,pggsam elevar a conversédo obtida no
sistema estudado.
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