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(67) Resumo: PROCESSO DE PRODUGAO DE LIPASES A
PARTIR DE RESIDUO AGROINDUSTRIAL, A presente invencédo se
refere & produgao de lipases com diferentes atividades, produzida com
baixo custo, a partir de residuos industriais ou agroindustriais, em
especial empregando substratos largamente disponibilizados no
territério nacional, tais como: torta de pinhdo manso, torta de mamona,
torta de soja, torta de babagu, torta de macauba dentre outras. O
processo tem por objetivo a producdo de lipases com caracteristicas
distintas, por fungos filamentosos naturalmente ocorrentes, dos
géneros Aspergillus, Trichoderma e Rhizopus, por fermentagdo no
estado sélido (FES). Adicionalmente, o processo permite ainda obter a
reducao da alergenicidade das tortas que apresentam carater toxico e
alergénico e consequente valoragao das biomassas.
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PROCESSO DE PRODUGAO DE LIPASES A PARTIR DE RESIDUO
AGROINDUSTRIAL

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencao trata de um processo para a producéao de
lipases por fungos filamentosos por fermentacdo em estado sdlido.
Utilizam-se tortas residuais de diversas matérias-primas oleaginosas, com
concomitante destoxificacdo e reducdo da alergenicidade das tortas que
apresentam carater toxico e alergénico e consequente valoragdo das
biomassas.

FUNDAMENTOS DA INVENGAO

Apesar da rota quimica para producdo de biodiesel a partir de
6leos vegetais estar bem estabelecida, a rota enzimatica, todavia, ainda se
encontra em desenvolvimento.

A reacao catalisada por lipases se apresenta como alternativa
promissora, tanto no que se refere a reducido de custos associados a
purificagao da glicerina gerada quanto ao fato de representar forte reducao
do impacto ambiental para disposicédo deste residuo.

Por outro lado, a aplicagdo na industria de processos enzimaticos
catalisados por lipases ainda apresenta o inconveniente do alto custo para
a producgao da enzima.

Lipases sdo enzimas que apresentam grande versatilidade de
aplicacdo, podendo ser utilizadas em diferentes industrias, como por
exemplo, alimentos, farmacéutica, quimica, entre outras, visto que
hidrolisam ligacdes éster-carboxilicas presentes em trigliceréis, liberando
acidos graxos e glicerol, e, também, atuam de modo reversivel, nas
reacdes de transesterificagéo para obtencao de biodiesel.

A fermentacdo em estado soélido (FES) reproduz processos
microbioldgicos naturais. Assim, varios produtos de valor agregado tém
sido produzidos por esta técnica, fazendo uso de matérias-primas

provenientes da natureza. A FES apresenta como vantagem a
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possibilidade de uso de matérias-primas de baixo custo como meio de
cultivo do microrganismo, simplicidade do meio de fermentagao, menor
probabilidade de contaminacdo e possibilidade de obtencdo de enzima
extracelular mais concentrada (Martins, 2001; Alonso, 2001).

TECNICA RELACIONADA

O processo seletivo dos substratos soélidos empregado para a
producdo de enzimas por meio de FES depende de varios fatores, dentre
eles, custo e disponibilidade da matéria-prima, possibilitando o
aproveitamento de grande variedade de residuos industriais.

O documento de patente norte-americano US 2004/0055953, citado
como referéncia apresenta um processo de preparagdo de uma
composicéo enzimatica utilizando efluentes domésticos e industriais ricos
em gorduras e outros nutrientes, produzida pelo fungo Penicillium
restrictum.

O documento de patente EP 0384717, citado como referéncia,
descreve um processo para producido de lipases, de grau alimenticio,
empregando como substrato o 6leo de milho e Bacillus spp.

No Brasil diversas pesquisas tém sido desenvolvidas com base no
aproveitamento de residuos agroindustriais resultantes de processos de
obtencido de biodiesel. Sdo descritos processos de obtengdo de lipases
com diferentes atividades, obtidas por FES com Burkholderia cepacia
(Fernandes, 2007) em substratos como o farelo de casca de trigo, o farelo
de sementes de girassol e a torta de milho.

O pedido de patente brasileiro PlI 0703290, citado como referéncia,
apresenta um método de tratamento de rejeitos agroindustriais, em
especial tortas de mamona, com o objetivo de destoxicacdo e reducédo da
alergicidade com a produgado de enzimas lipasicas.

A torta de mamona é empregada como substrato para o crescimento
de microrganismos, por FES com fungos filamentosos produtores de

lipases. O residuo tratado, depois de esterilizado, podera ser descartado
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ou utilizado como racéo animal ou como fertilizante.

Com os incentivos governamentais para a cultura de diversas
oleaginosas, visando a obtengdo de biodiesel, &€ esperado o aumento na
formagao de seus sub ou co-produtos, tais como as tortas residuais da
etapa de extragdo dos 6leos. Certas tortas, tais como a de pinhdo manso,
apresentam carater alergénico e téxico, tendo restrita aplicagao como
fertilizantes ou racao animal, por exemplo.

Portanto um objetivo da presente invencéo é a producgéo de lipases
com diferentes atividades, produzidas com baixo custo, a partir de
residuos industriais ou agroindustriais, em especial empregando
substratos largamente disponibilizados no territério nacional, como a torta
de pinhdo manso, a torta de mamona, a torta de soja, a torta de babacu,
dentre outras.

O pinhdao manso (Jatropha curcas L.) pertence a mesma familia da
mamona e da mandioca. A semente é relativamente grande e, quando
seca, apresenta fratura resinosa. O fruto estd sendo considerado uma
opcdo agricola para a regido nordeste, por ser uma espécie nativa,
exigente em insolacdo e com forte resisténcia a seca e apresentar a
possibilidade de uso para a producdo de biodiesel. Apés a extragdo do
6leo, a torta contém ainda aproximadamente 8% de 6leo, o qual pode ser
extraido com solventes orgénicos, e o farelo é rico em nitrogénio, foésforo e
potassio.

Outro objetivo da presente invencdo é disponibilizar um processo
para a reducéo da toxicidade dessas tortas, de forma que as aplicagdes
citadas tornam-se possiveis. Dessa forma, além de agregar valor a um
subproduto, também se obtém um insumo para o processo de obtencao de
biodiesel.

SUMARIO DA INVENGAO
A presente invengdo se refere a um processo para producdo de

lipases a partir de residuos agroindustriais, em particular residuos
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oleaginosos, por fungos filamentosos nativos dos géneros Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma e Rhizopus, por fermentacdo no estado soélido
(FES). Os fungos filamentosos naturalmente ocorrentes foram cultivados
em diferentes substratos sélidos, especialmente tortas residuais de
processos de extracdo de 6leos, tais como o rejeito de mamona, a torta de
babagu, a torta de pinhao manso, a torta de macatiba e a torta de soja.

Em outro aspecto a invencéo trata de um processo para a redugéao
da toxicidade dessas tortas, de forma que as aplicagées como fertilizantes
ou racao animal, por exemplo, passam a ser possiveis. Dessa forma, além
de agregar valor a um subproduto, também se obtém um insumo para o
processo de obtencdo de biodiesel, sendo empregada como
biocatalisador.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra um grafico que representa producio de lipases
por P. simplicissimum a partir de torta de pinhdo manso.

A Figura 2 apresenta fotografias de um microscopio
estereoscopico, mostrando que a linhagem P. simplicissimum foi capaz de
crescer completamente na torta de pinhdo manso.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente inven¢do tem por objetivo a producio de lipases com
caracteristicas distintas, por fungos filamentosos naturalmente ocorrentes,
dos géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma e Rhizopus, por
fermentagédo no estado soélido (FES). Os fungos filamentosos nativos foram
cultivados em diferentes tortas de processos de extragio de 6leos, como
por exemplo, rejeito de mamona, torta de babacu, torta de pinhdo manso,
torta de macauba e torta de soja.

O processo seletivo de substratos sélidos depende de varios
fatores. No processo de fermentacéo no estado sélido, como mencionado
anteriormente, os substratos fornecem nao apenas nutrientes para a

cultura dos microrganismos, mas igualmente servem como suporte para o
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crescimento das células microbianas. A granulometria do material e o teor
de umidade, assim como a temperatura e pH do meio, s&o fatores criticos
para o crescimento das células e atividade no substrato.

As condicbes de FES utilizadas na presente invencdo foram
semelhantes as reportadas no pedido de patente brasileiro P10703290-0,
de titularidade da requerente, porém desta feita foram empregados
diferentes substratos e microrganismos, obtendo-se enzimas lipasicas com
diferentes atividades enzimaticas.

Os esporos foram obtidos em meio de cultura contendo a seguinte
composigao, tendo por base 100 mL de meio de cultura: amido soltuvel —
2,0 g; MgS0,.7H,0 - 0,025 g; KH,PO4 — 0,05 g; CaCO; — 0,5 g; extrato de
levedura — 0,1 g; éleo de oliva — 1,0 g; goma guar — 1,0 g, e incubados a
30°C por 7 dias. Para aplicagdo de 10° a 10® esporos por grama de
substrato, os esporos foram suspensos em solugcdo tampéo de fosfato de
s6dio (100 mM, pH 7).

Os esporos foram aplicados diretamente no substrato para se
conduzir a fermentagdo, ou aplicados primeiramente em uma pequena
quantidade de substrato (entre 5% e 15% da massa utilizada na
fermentag&o), com o objetivo de se fazer um pré-inoculo, e em seguida
esse pré-indbculo com as células crescidas foi inoculado em uma
quantidade maior de substrato para a fermentagéo.

A umidade foi ajustada entre 30% e 80% m/m e a temperatura
mantida entre 25°C e 35°C.

Em alguns casos, visando aumentar a producdo de lipases, as
tortas foram suplementadas com outros rejeitos agroindustriais, como
melaco (rejeito da produgdo de aglcar de cana) e glicerina (rejeito da
producao de biodiesel a partir de 6leos vegetais e sebo animal), em
concentragdes entre 0% e 10%.

A Tabela 1 apresenta alguns resultados comparativos de producao
de lipases por FES, empregando torta de mamona (P! 0703290) e utilizan-
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do torta de babagu como matéria-prima.

TABELA 1

Microrganismo

Atividade enzimatica

(U/g)

torta de mamona

torta de babacu

P. simplicissimum 87
P. restrictum 16
A. parasiticus 21
A. sulphureus 15
Rhizopus sp. 150
A. wentii 12
P. verrucosum 20
P. brevicompactum 60

A utilizacdo de rejeitos agroindustriais como suplemento durante a
fermentacdo é exemplificado pelo cultivo de Rhizopus sp. em torta de

babacu. Os resultados sao apresentados na Tabela 2.

TABELA 2
Concentragdao de melago Atividade lipasica
(%) (U/g)
0 88
2 150
6,25 85
5 As enzimas também foram produzidas utilizando-se torta de pinhao

manso como matéria-prima, como ilustra o grafico da Figura 1.

Observa-se que a torta de pinhdo manso foi uma excelente
matéria-prima para a producéao de lipases, visto que foram obtidos valores
superiores de producédo (139 U/g) em relacdo aos relatados na P10703290

10 (87 U/g), utilizando-se 0 mesmo microrganismo.
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A produgao de proteases, indesejadas por reduzirem a estabilidade
das lipases, foi bem inferior a das enzimas de interesse, e a concentragéao
de N-acetilglicosamina retrata uma medida indireta do crescimento do
fungo filamentoso no sistema, mostrando que ele é associado a produgao
das enzimas.

As fotografias de um microscépio estereoscopico, apresentadas na
Figura 2, comprovam que a linhagem P. simplicissimum foi capaz de
crescer completamente na torta, com consequente produgdo das enzimas
e destoxificacdo da mesma torta. O aspecto microscopico mostra o
desenvolvimento de P. simplicissimum sobre a torta de pinh&do manso
apos 24 h (a) e 96 h (b) de fermentacao.

O processo proposto também promove a reducéo da alergenicidade
das tortas que apresentam carater alergénico, de forma que estas passam
a ter potencial para aplicagdo como fertilizantes e ragdo animal. Como
exemplo, a Tabela 3 apresenta as concentracbes de ésteres de forbol,
uma classe de composto toxica presente na torta de pinhdo manso, ao
longo da fermentacgao.

TABELA 3
Amostra Concentragido de Esteres de Forbol
(na/g)

Torta in natura 4,11
Torta autoclavada 3,76
Torta fermentada 24h 1,83
Torta fermentada 48h 1,12
Torta fermentada 72h 1,04
Torta fermentada 96h 0,88
Torta fermentada 120h 0,57

A descricdo que se fez até aqui do processo para a producido de

lipases por microrganismos nativos por fermentacdo em estado sélido,
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objeto da presente invengdo, deve ser considerada apenas como uma
possivel ou possiveis concretizagcbes, e quaisquer caracteristicas
particulares nelas introduzidas devem ser entendidas como ilustrativa,
visando apenas facilitar a compreensdo. Desta forma, nido podem de
forma alguma ser consideradas como limitantes da invengdo, a qual esta
limitada ao escopo das reivindicagdes que seguem.
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REIVINDICACOES

1- PROCESSO DE PRODUGAO DE LIPASES A PARTIR DE RESIDUO
AGROINDUSTRIAL, caracterizado por empregar como substrato
residuos industriais selecionados entre torta de pinhdo manso, torta de
mamona, torta de babagu, torta de soja, torta de macauba em presenca

de fungos filamentosos selecionados entre os géneros Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma e Rhizopus, por fermentagéo no estado sélido.

2- PROCESSO DE PRODUGAO DE LIPASES A PARTIR DE RESIDUO
AGROINDUSTRIAL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por se suplementar a torta com outros rejeitos industriais,
preferencialmente melago e glicerina da produgéo de biodiesel a partir
de diversos o6leos vegetais e sebo animal, e estes promoverem o
aumento da producéo enzimatica.

3- PROCESSO DE PRODUGAO DE LIPASES A PARTIR DE RESIDUO
AGROINDUSTRIAL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por produzir lipases com diferentes atividades enzimaticas.

4- PROCESSO DE PRODUGAO DE LIPASES A PARTIR DE RESIDUO
AGROINDUSTRIAL, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por o substrato empregado preferencialmente ser a torta de pinh&o
manso.

5- PROCESSO DE PRODUGAO DE LIPASES A PARTIR DE RESIDUO
AGROINDUSTRIAL, de acordo com a reivindicacdao 1, caracterizado
por o fungo filamentoso preferencialmente empregado ser o Penicillium
simplicissimum.

6- PROCESSO DE PRODUGAO DE LIPASES A PARTIR DE RESIDUO
AGROINDUSTRIAL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por reduzir a toxicidade das tortas de pinh&do manso, de mamona e de
soja, de forma que possam ser aplicadas como fertilizantes ou racao
animal.

7- PROCESSO DE PRODUGAO DE LIPASES A PARTIR DE RESIDUO



2/2

AGROINDUSTRIAL, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado por a

lipase obtida ser empregada como biocatalisador para processo de
obtencao de biodiesel.
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RESUMO

PROCESSO DE PRODUGAO DE LIPASES A PARTIR DE RESIDUO
AGROINDUSTRIAL

A presente invengdo se refere a producdo de lipases com
diferentes atividades, produzida com baixo custo, a partir de residuos
industriais ou agroindustriais, em especial empregando substratos
largamente disponibilizados no territério nacional, tais como: torta de
pinhdo manso, torta de mamona, torta de soja, torta de babagcu, torta de
macauba dentre outras. O processo tem por objetivo a produgdo de
lipases com caracteristicas distintas, por fungos filamentosos naturalmente
ocorrentes, dos géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma e Rhizopus,
por fermentagdo no estado soélido (FES). Adicionalmente, o processo
permite ainda obter a redugdo da alergenicidade das tortas que
apresentam carater toxico e alergénico e consequente valoragdo das
biomassas.
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