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Resumo

Lipases sdo enzimas hidroliticas que catalisam reacdes de hidrdlise de triacilglicerdis na
presenca de agua e reacdes de esterificagdo e transesterificagao na auséncia de agua, possuindo
grande destaque e importancia para aplicagdes no setor alimenticio. Este trabalho teve como
objetivo selecionar fontes de carbono e nitrogénio para o cultivo submerso da levedura Candida
viwanathii para a producao de lipase, otimizar as condi¢des nutricionais do meio de cultivo pelo
planejamento experimental DCCR, aplicar as condi¢des otimizadas em biorreator STR e
imobilizar a enzima em nanoparticulas magnéticas de quitosana funcionalizada com diferentes
ativadores (glutaraldeido, epicloridrina e liquido i6nico) para testar a viabilidade na producao
de ésteres de isoamila com diferentes acidos graxos. Nas condigdes testadas, o extrato de
levedura obteve os melhores resultados, com uma produgio de 7,70 U.mL"' e como fonte de
carbono nio lipidica o sorbitol se destacou com uma produgdo enzimatica de 13,66 UmL™. O
dleo vegetal selecionado como fonte de carbono indutora foi o 6leo de soja (12,69 UmL™) na
presenga de sorbitol e extrato de levedura. Apds o DCCR, os pardmentros nutricionais sorbitol,
extrato de levedura e 6leo de soja obteve a melhor condicdo, para as condigdes testadas, com a
utilizagdo de 7,5 g.L'!, 10 g.L'! e 23,4 g L'!, respectivamente, conseguindo uma producio de
13,56 U.mL!. A melhor condi¢io no biorreator apresentou uma producio semelhante ao
observado apds o planejamento experimental (13,75 U.mL!). As imobiliza¢des realizadas com
diferentes ativadores alcancaram rendimentos de 96,56%, 93,19%, e 83,5% para as
nanoparticulas ativadas com epicloridrina, glutaraldeido e liquido i6nico respectivamente. Os
maiores rendimentos de esterificagdo apds 24h de reagdo, quando utilizado octano como
solvente, foram de 12,29% para 4cido laurico utilizando enzima imobilizada com liquido
i6nico, 14,5% para acido miristico utilizando enzima imobilizada com glutaraldeido, 6,65% e
6,61% para o acido palmitico utilizando enzima imobilizada com glutaraldeido e liquido i6nico,
e 12,75% para o acido estedrico utilizando enzima imobilizada com liqudio i6nico. Com a
utilizacdo do dimetilsulféxido como solvente, os rendimentos de esterificacdo apos 24h foram
40% para o acido laurico utilizando enzima imobilizada com glutaraldeido, 50,53% para o 4cido
miristico utilizando enzima imobilizada com liquido i6nico, 66,25% para o 4cido palmitico
utilizando enzima imobilizada com glutaraldeido e 68,35% para o 4cido esteario utilizando
enzima imobilizada com glutaraldeido. Assim a otimiza¢do do cultivo para aumento na
produgdo enzimdtica se mostrou eficiente utilizando um o6leo vegetal de baixo custo. Além
disso, a imobilizagdo da lipase em nanoparticulas magnéticas de quitosana apresentou potencial
para aplicacdes na sintese de ésteres utilizando acidos graxos de cadeia longa como substratos.
Finalmente a lipase imobilizada em nanoparticulas magnéticas de quitosana funcionalizadas
com glutaraldeido, epicloridrina e liquido 16nico se mostraram como promissores
biocatalisadores com alto potencial de uso na industria de alimentos.

Palavras-chaves: Oleos vegetais; planejamento experimental; imobiliza¢do; nanoparticulas
magnéticas; esterificacdo.



Abstract

Lipases are hydrolytic enzymes that catalyze hydrolysis reactions of triacylglycerols in the
presence of water and esterification and transesterification reactions in the absence of water,
having great prominence and importance for applications in the food sector. This work aimed
to select carbon and nitrogen sources for the submerged cultivation of the yeast Candida
viwanathii for the production of lipase, to optimize the nutritional conditions of the culture
medium by the experimental DCCR planning, to apply the optimized conditions in STR
bioreactor and to immobilize the enzyme in magnetic chitosan nanoparticles functionalized
with different activators (glutaraldehyde, epichlorohydrin and ionic liquid) to test the viability
in the production of isoamyl esters with different fatty acids. Under the conditions tested, the
yeast extract obtained the best results, with a production of 7,70 U.mL™"! and as a non-lipid
carbon source, sorbitol stood out with an enzymatic production of 13,66 U.mL"!. The vegetable
oil selected as an inducing carbon source was soybean oil (12,69 U.mL") in the presence of
sorbitol and yeast extract. After the DCCR, the nutritional parameters sorbitol, yeast extract and
soybean oil obtained the best condition, for the conditions tested, with the use of 7,5 g.L™!, 10
g.L'and 23,4 g.L"!, respectively , achieving a production of 13,56 U.mL"'. The best condition
in the bioreactor showed a production similar to that observed after the experimental planning
(13,75 U.mL™"). Immobilizations performed with different activators reached yields of 96,56%,
93,19%, and 83,5% for nanoparticles activated with epichlorohydrin, glutaraldehyde and ionic
liquid respectively. The highest esterification yields after 24 h of reaction, when octane was
used as solvent, were 12,29% for lauric acid using enzyme immobilized with ionic liquid,
14,5% for myristic acid using enzyme immobilized with glutaraldehyde, 6,65% and 6,61% for
palmitic acid using enzyme immobilized with glutaraldehyde and ionic liquid, and 12,75% for
stearic acid using enzyme immobilized with ionic liquid. With the use of dimethyl sulfoxide as
a solvent, the esterification yields after 24 h were 40% for lauric acid using enzyme immobilized
with glutaraldehyde, 50,53% for myristic acid using enzyme immobilized with ionic liquid,
66,25% for palmitic acid using enzyme immobilized with glutaraldehyde and 68,35% for stearic
acid using enzyme immobilized with glutaraldehyde. Thus, crop optimization to increase
enzyme production was shown to be efficient using a low-cost vegetable oil. In addition, the
immobilization of lipase in magnetic chitosan nanoparticles showed potential for applications
in the synthesis of esters using long-chain fatty acids as substrates. Finally, lipase immobilized
on magnetic chitosan nanoparticles functionalized with glutaraldehyde, epichlorohydrin and
ionic liquid have shown to be promising biocatalysts with high potential for use in the food
industry.

Keywords: Vegetable oils; experimental planning; immobilization; magnetic nanoparticles;
esterification.
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com ativador glutaraldeido; EP: Enzima imobilizada com ativador epicloridrina; LI: Enzima
imobilizada com ativador liquido 16nico; EB: Enzima imobilizada com ativador liquido idnico.

(Fonte: Dados da pesquisa, 2020).........ooiiiiieiieeie ettt ettt et e eiee e 132



LISTA DE ABREVIATURAS

ANAVA: Anélise de variancia

ATP: Adenosina tri-fosfato

BDA: Batata, dextrose, agua

C/N: razdo carbono por nitrogénio

CES: Cultivo em estado solido

Chi-Mag: Nanoparticulas magnéticas de quitosana
CSm: Cultivo submerso

DCC: Delineamento composto central

DCCR: Delineamento composto central Rotacional
DNA: 4cido dexorribonucleico

E.C.: Enzyme Commission

h: hora

H>SO4: acido sulfurico

IUBMB: International Union of Biochemistry and Molecular Biology
K>HPO4: Fosfato de potéssio Bibasico

Kd: Constante de inativagao

KH>POs: Fosfato de potassio monobasico

Mg: Magnésio

MgSOs: Sulfato de Magnésio

min: Minutos

mM: miliMolar

NaCl: Cloreto de sddio

NaOH: Hidréxido de sédio

OFAT: One-Factor-at-a-time

P;: produtividade enzimatica por hora de cultivo
p-NPP: para nitrofenil de palmitato

Px: produtividade de biomassa

qL: taxa especifica de producado de lipase

RNA: 4cido ribonucleico

rpm: rotagdo por minuto

STR: Biorreator de tanque agitado



t12: Tempo de meia vida
vvm: volume de ar por minuto
Y1/s: Rendimento enzimdtico por substrato consumido

Yy;s: Rendimento de biomassa por substrato consumido
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