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POTENTIAL CATALYTIC OF MYCELIUM-BOUND LIPASE OF FILAMENTOUS FUNGI IN BIOTRANSFORMATION
PROCESSES. Over the past decades, mycelium-bound lipase of filamentous fungus has been extensively studied as an alternative

biocatalyst in biotransformation processes. Mycelium-bound lipase can be used directly as suspended free cells or immobilized

within biomass support particles as whole cells biocatalyst. In the latter, cells can be immobilized in situ or extra situ using different
support materials avoiding the purification step. This represents an attractive, cost-effective technology to enhance chemical reaction
efficiency. The present review covers the great versatility of mycelium-bound lipase to mediate biotransformation processes, given

particular emphasis in its use as biocatalyst for biodiesel production.
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INTRODUCAO

Reagdes de biotransformagdo ou biocatélise, uma das ferramentas
da quimica verde, sdo amplamente usadas em sintese organica. Este
tipo de processo emprega enzimas purificadas ou células integras,
em especial, células microbianas livres ou imobilizadas e apresenta
notdvel destaque como uma tecnologia suplementar util para a in-
dustria quimica, fornecendo em alguns casos, reacdes que ndo sao
facilmente conduzidas pela quimica orgéanica classica ou, em outros
casos, promovendo reacdes que podem substituir etapas quimicas
severas.'? Adicionalmente, outros atributos benéficos da biotrans-
formacdo incluem versatilidade reacional, especificidade, reducio
no niimero de etapas no processo e alto rendimento.® Diferente da
fermentagdo, na biotransformagao o biocatalisador transforma molé-
culas precursoras pré-formadas (naturais ou sintéticas) em limitado
nimero de etapas. Além disto, o produto formado néo € limitado pelo
metabolismo do biocatalisador.*>

As enzimas sdo catalisadores notavelmente eficazes, responsa-
veis por milhares de reacdes quimicas coordenadas, envolvidas nos
processos biolégicos dos sistemas vivos e podem agir in vitro.%’
Os processos enzimdticos apresentam uma série de vantagens
quando comparados com 0s processos quimicos convencionais
catalisados ou ndo. Segundo Faber,* tipicamente, as velocidades das
reacdes mediadas por enzimas sdo superiores em relagdo aquelas
ndo catalisadas, por um fator de 10% - 10'°. Entretanto, a literatura
ainda aponta outras perspectivas sobre o vasto poder catalitico das
enzimas, podendo alcangar, por exemplo, velocidades de reagcdo
aproximadamente 10'°a 10% vezes superiores aos encontrados na
auséncia do catalisador.® Diferente dos catalisadores metalicos nos
processos quimicos, as enzimas agem como um reagente ambien-
talmente favordvel, uma vez que sdo completamente degraddveis e
0s processos enzimdticos sdo realizados sob condigdes operacionais
mais brandas. Ainda, as reagdes biocataliticas podem transformar
uma grande variedade de substancias naturais ou ndo, em ambiente
aquoso ou orgnico.*

A acdo de células integras (whole cells), por sua vez, pode ser
comparada com aquela de enzimas em células que se encontram em
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estado estaciondrio (resting cells) ou mortas (ndo vidveis), mas com
a maquinaria enzimdtica de interesse mantida ativa.” Na forma mais
simples, a célula integra € usada como suporte, evitando as etapas de
extragdo, isolamento e purificaciio das enzimas de interesse, as quais
sdo normalmente trabalhosas e contribuem para tornar o processo
oneroso. Ademais, o ambiente natural das células integras garante
a estabilidade da enzima porque sua localiza¢@o espacial otimizada
permanece intacta.'®!? As células integras podem ser imobilizadas
como um fendémeno natural ou por meio de procedimentos artificiais.
As células imobilizadas sdo preferidas em relag@o as células livres,
uma vez que sfo mais convenientes de manusear e de separar do meio
reacional, além de serem mais estdveis.?

Cerca de dois tercos das pesquisas em sintese organica por
biotransformagdo envolvem a acdo de enzimas hidroliticas como
as lipases, as proteases e as esterases.* Impulsionadas por sua ver-
satilidade, as lipases apresentam destaque no cendrio mundial de
enzimas pois permitem a catdlise de reagdes de hidrdlise e de sin-
tese, muitas vezes de forma quimio, regio e enantiosseletiva.'® Esta
caracteristica faz com que as lipases apresentem aplicacdo em varios
setores, como por exemplo, na industria alimenticia, farmacéutica,
de quimica fina, oleoquimica, energia (biodiesel) e na formulacio
de detergentes, dentre outros. Com base em indicadores, cientifico e
tecnoldgico, Daiha et al.,' relataram que a importincia das lipases
como biocatalisadores, identificada em 1930, ainda mantem elevado
grau de interesse para aplicacdo em diversos segmentos industriais,
com projecao de crescimento na demanda mundial estimada em 6,2%
anualmente, atingindo US$ 345 milhdes em 2017.

A disponibilidade e os sélidos conhecimentos de selecdo, puri-
ficacdo, preservagdo, manipulagdo bem como condicdes de cultivo
de fungos filamentosos e a busca constante de novas e alternativas
fontes de lipases, criam oportunidades para o aprimoramento e/ou
descobertas de novas formas de obtengdo e aplicagdo da biomassa
como fonte da enzima. Dentro deste contexto, a presente revisao
tem como objetivo apresentar dados de estudo e aplicag@o de lipase
ligada ao micélio de fungos filamentosos, iniciando com os principais
aspectos relacionados a enzima, bem como a obtencdo e o preparo
do biocatalisador na forma de células integras.
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LIPASE
Aspectos gerais

As lipases (glicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) fazem parte do
grupo das o/B-hidrolases, as quais possuem um padrdo de dobramento
caracteristico. A descri¢do original deste dobramento foi baseada no
estudo comparativo feito por Ollis ez al.," das estruturas tridimensio-
nais de hidrolases de origem filogenética e fungio catalitica diferentes.
As o/B-hidrolases sdo compostas por um nicleo de oito folhas 3,
principalmente paralelas, rodeadas em ambos os lados por o-hélices.'®

Com poucas excecdes, as lipases apresentam ativagao interfacial.
A presenca de um grande volume de agregado lipidico préximo a
superficie da enzima altera o ambiente dielétrico nesta regido e os
residuos carregados da proteina interagem mais fortemente com um
substrato lipidico do que com a 4gua. Isto faz com que muitas lipases
apresentem uma alteragéio conformacional.!” Nestas enzimas, uma
tampa na forma de lago ou de uma pequena o-hélice, bloqueia o
acesso ao sitio ativo. Quando em presenga de um substrato lipidico
(ou inibidor), a tampa se adapta a uma nova conformagao de forma a
permitir o acesso ao sitio ativo e a0 mesmo tempo, uma grande drea
hidrofébica também fica exposta, o que facilita a ligacdo da lipase
a interface dgua-6leo.''® Entretanto, nem todas lipases apresentam
a tampa que controla o acesso do substrato ao sitio ativo, tornando,
a presenca desta estrutura e a “ativag@o interfacial”, critérios nio
adequados para sua classificacdo. Desta forma, lipases podem ser
melhor definidas como carboxilesterases que catalisam a hidrdlise
de acilglicerdis de cadeia longa."
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A hidrélise de um substrato lipolitico catalisada por uma lipase
se inicia com a ligagdo do éster do lipideo a enzima e o ataque do
residuo serina da biomolécula a carbonila do substrato, formando um
intermedidrio tetraédrico. A clivagem deste intermedidrio tetraédrico
libera o dlcool, permanecendo um intermedidrio correspondente a
enzima acilada. Em uma reag@o de hidrdlise a 4gua ataca esta enzima
acilada para formar um segundo intermedidrio tetraédrico e a clivagem
deste intermedidrio libera o dcido. Alternativamente, outro nucleofilo
tal como um dlcool pode atacar a enzima acilada, resultando, entdo,
um novo éster (uma reacdo de transesterificacdo). Na maioria dos
casos, a formagdo da enzima acilada € uma etapa rapida, portanto, a
remocdo do grupo acila € a etapa determinante.'®

As lipases catalisam uma série de diferentes reacdes. Os pro-
cessos basicos de hidrdlise e formacdo de ésteres (esterificagdo)
podem ser combinados em uma sequéncia 16gica para resultar em
reagdes denominadas interesterifica¢des.”® Dependendo dos materiais
de partida, pode ocorrer uma reacio de acidélise, na qual ocorre a
transferéncia do grupamento acila entre um acilglicerol e um acido
carboxilico. Ainda pode ocorrer uma alcodlise, na qual o grupamento
acila € transferido entre um acilglicerol e um édlcool. Outra reacdo
também possivel € a transesterificacdo, caracterizada pela troca de
grupamentos acila entre dois acilglicerdis (Figura 1). As lipases
também catalisam a reagdo de glicerdlise. Neste caso, ocorre a inte-
resterifica¢do do triacilglicerol com glicerol.??

A especificidade € uma caracteristica importante das lipases.
Estas enzimas podem ser especificas com relagdo a molécula 4cida
ou alcodlica do substrato.” As lipases ndo especificas clivam as
moléculas de acilglicerol na posi¢ao randdmica, produzindo dcidos

HOOC-R; + HOOC-R, + HOOC-R: Hidrélise
ROOC-R; + ROOC-R, + ROOC-R; Alcodlise
ROH
o o]
I Il
0—C—R; OH O0—C—R;
o 0
Il > . Sue
0—C—R, OH OH OH O0—C—R; + OH Glicerdlise
0 L1 1 o
OH O—C—Rj
o] o]
Il Il
O0—C—FR’ 0—C—R;
i 0
O—C—R, * HOOC-R; + O—C—R; + HOOC-R; Aciddlise
o]
Il Il
O0—C—R; O0—C—R’
o]
Il Il
I O_C_R1 O_C_R1
Q—0TRS I I
O—C—R, + O—C—R’; Transesterificagao
Il Il
O—C—R’; O0—C—R;

Figura 1. Alguns exemplos de reagdes catalisadas por lipases (Adaptado de Vulfson,*')



Vol. 40, No. 1

graxos livres, glicerol, monoacilgliceréis e diacilgliceréis como
intermedidrios. As lipases 1,3 especificas liberam dcidos graxos das
posicdes 1 e 3 e formam, por esta razdo, produtos com composicdes
diferentes daquelas obtidas pelas lipases ndo regiosseletivas, ou
mesmo pelo catalisador quimico. As lipases dcido graxo especificas,
por sua vez, apresentam acdo especifica na hidrélise de ésteres cujos
dcidos graxos sdo de cadeia longa insaturada com duplas ligacdes,
em cis no carbono 9.3

Outra caracteristica importante € a estereoespecificidade, ou
seja, a capacidade que algumas lipases possuem de discriminar os
enantioméros de uma mistura racémica. A especificidade estrutural
ou regiosseletividade € decorrente da orientagdo imposta pelas di-
mensdes e pela estrutura do centro ativo a ligagdo do substrato. Estas
restri¢des levam a distingdo e a transformac@o seletiva de funcdes
quimicamente similares na mesma molécula. A seletividade e a este-
reoquimica advém da prépria quiralidade da enzima, ou seja, de sua
simetria estrutural, que limita a acdo em substratos que ndo satisfagam
determinadas relagdes espaciais. Desse modo, a catdlise enzimatica
permite transferir ou criar centros quirais nas moléculas, assim como
distinguir formas enantioméricas. Lipases tém sido empregadas para
resolugc@o de racematos, resultando em rendimentos elevados, para
obtengdo de ésteres, dlcoois e dcidos opticamente puros.'>!32* Essa
versatilidade faz destas enzimas, biocatalisadores potenciais devido a
sua grande aplicabilidade em varios setores, conforme exemplificado
na Figura 2.
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Figura 2. Alguns exemplos de aplicagdo de lipases nos diversos setores

Em um estudo muito interessante visando avaliar se o uso das
lipases como biocatalisadores ainda € relevante no contexto tecnol6-
gico, Daiha et al.,'* analisaram o nimero de publica¢des e patentes
relacionados, em um periodo de trinta anos (1983 a 2012), com base
em quatro setores industriais de diferentes estdgios de desenvolvimen-
to e com diferentes niveis tecnoldgicos. Durante a busca de patentes,
foram obtidos 671 documentos relacionados a resolucdo cinética,
456 na formulagdo de detergente, 165 para a produgdo de biodiesel
e 544 para produtos do setor alimenticio e veterindrio. Com relagio
a publicagdes cientificas, o nimero de documentos encontrados para
cada setor correspondeu a 1352, 117, 439, e 315, respectivamente.
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Neste estudo, os autores concluiram que a aplicagdo destes bioca-
talisadores para o setor industrial ainda € significativo, entretanto,
ressaltam a necessidade do desenvolvimento de lipases que alcancem
seu potencial catalitico total.

Fontes produtoras

As lipases s@o encontradas na natureza em tecidos animais e vege-
tais e em microrganismos (fungos, leveduras e bactérias). Dependendo
da sua origem, podem apresentar massa molecular variando de 19 a
75 kDa e atuar numa ampla faixa de pH (4,0-9,0) e de temperatura,
a qual varia do ambiente até 70 °C.* Dentre as fontes produtoras de
lipase, as microbianas sdo as mais utilizadas industrialmente, porque
as enzimas apresentam uma grande diversidade em suas propriedades
cataliticas e especificidades por substratos.? Os microrganismos com
potencial para produzir lipases podem ser encontrados em varios
habitats, incluindo, por exemplo, ambiente marinho,?® ambiente
antdrtico,””? residuos de dleos vegetais e de petréleo® e inddstrias
de produtos ldcteos,* solos contaminados,® plantas,* e alimentos
deteriorados®®. Desta forma, a natureza e os ambientes oferecem um
extraordindrio e potencial acervo de fontes de lipase, as quais podem
apresentar novas propriedades e aplicagdes.

Os fungos filamentosos possuem a habilidade de crescer em
substratos bastante simples e de baixo custo, além da excepcional
capacidade de expressar e excretar proteinas.** Estas caracteristicas
e gracas ao avango do conhecimento da fisiologia, bioquimica e
genética dos fungos filamentosos tornou possivel a exploracio de
seu imenso potencial para a producio de lipase, assim como outras
enzimas de aplicacé@o industrial.*> Alguns dos fungos produtores de
lipase com destacada aplicacdo comercial sdo aqueles pertencentes
dos géneros Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Geotrichum
sp., Mucor sp. e Rhizomucor sp. Entretanto, a Figura 3 representa
uma listagem de diferentes espécies desses géneros, bem como de

Penicillium

* Penicillium sp.36-37

« P. rubrum; P. urticae®

* P. expansum?3®

* P. candidum?39-4°

* P. abeanum*!

. P. ; P. brevicomy P.
caseicola; P. charlesii; P. cory/oph:lum P.
corymblferum P. crustosum; P. duclauxu P.

; P. funiculosum; P. granulatum;
P griseofulvum; P. nelicum; P. n/gncans P.
oxalicum; P. rugulosum; P. spiculisporum;
P. variable*?

« P. restrictum*

* P. aurantiogriseum44

* P. camembertif*®

* P. simplicissimum?-47

* P. chrysogenum*8-52

* P. citrinum53-5%

« Penicillium sp.; P. commune; P. crustosum®

*P. janthinellum, P. chrysogenum, P.
camemberti, P. charlessi, P. roqueforti, P.
crustossum, P. oxillicum, P. italicum, P.
brevicompactum, P. citrinum e P.
purpurogenum>s8

Fusarium

« F. heterosporum>7
« F. oxyporum f. sp. Vasinfectum?36.58
« F. oxyporum; F. poae; F. solanf0-51
« F. graminearum®

Rhizomucor

* R. pusillis; R. microsporus; R. microsporus
var. chinensiss®

* R. variabilis var. regularion52

* R. variabilis®1

Mucor
* M. circinelloides52.55.62-65

* M. fragilis52
* M. hiemalis f. corticola®®

Aspergillus

* A. candidus®®

* A. oryzae>67

* A. nigeré7-70

* Aspergillus sp.”t

« A. anamori’2

« A. fumigatus52

*A. niger, A. fumigatus, A. ochraceus, A.
phoenicis™

* A. carbonarius™

Outros géneros

* Humicola lanuginosa var. catelunata™

« Curvularia fallax Curvulan'a fnaequalis;
Di Mucor | beus;
Paecilomyces e/egans Paec:lomyces
variotii, ~ Pestalotia  versicolor, ~Phoma
sorghina; Pycnoporus  cinnabarinus;
Sclerotium cepivorum; Stachylidium bicolor,
Staurophoma sp.; Syncephalis nodosa;

Thanatephorus cucumeris; Thielavia
sepedonium; Trichocladium opacum;
Verticillium cinnabarinum?3®

« Absidia repens®’

« Trichoderma reesei, Thermoascus

thermophiles; Talaromyces emersonii’®

« Talaromyces thermophilus™”

* Achremonium murorum; Monascus sp.;
Monascus mucoroides; Arthroderma ciferrii;
Ovandendron sulphureo-ochraceum>s°-5

« Geotrichum candidum®*

* Nomuraea rileyi’®

* Mortierella allicea™

* Galactomyces  geotrichum;  Mycocladus
corymbiferus ~ (Lichtheimia  corymbifera);
Galactomyces sp.52

« Geomyces sp.80

* Pseudallescheria boydi1

* Beauveria bassiana, Paecilomyces variotii,
Rhizopus  microsporus e  Hypocrea
pseudokoningii™?

Figura 3. Exemplos de fungos filamentosos avaliados para obtengdo de lipases
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outros géneros descritos na literatura como fontes promissoras da
enzima. Essas espécies foram isoladas de amostras de solo, fezes de
animais, partes de plantas e em frutos (endofiticos).

Os fungos endofiticos habitam o interior das plantas, sendo
encontrados nos 6rgdos e tecidos vegetais como sementes, folhas
e ramos, sem causar danos aos seus hospedeiros, mas agindo como
controladores de patégenos e predadores por meio da produgdo de
substincias antagOnicas e enzimas.®®* A Figura 4 destaca alguns
exemplos de estudos de detec¢@o e sele¢dao de fungos endofiticos
isolados a partir de amostragens originadas do Brasil, da Espanha
e da India.

Plantas do Mediterraneo (Espanha) Plantas medicinais (india)

Rhizopus oryzae, selecionado e identificado  « Curvularia brachyspora, Curvularia
a partir de um total de 94 fungos endofiticos vemiformis, Drechslera  hawaiiensis,
isolados®* Colletotrichum falctum, Phyllosticta sp.8°

*Fi i sp., Ci i sp.,

Plantas da regido da Amazoénia (Brasil)

UEA_001, UEA 007 e UEA_115,
selecionados a partir de 212 fungos
endofiticos isolados®®

Frutos de macauba (Brasil)

M62, M184 e M233 foram destacados dentre
19 fungos endofiticos isolados8é

s de ol
(india)

Aspergillus fumigatus, A. niger, A. tamarii, A.
terreus, A. versicolor,  Colletotrichum
dematium, C. gloeosporioides, C.
lind i , C. tr 1t Chalaropsis

thielavioides, ClI P
Curvularia lunata, Fusarium oxysporum,
Lasiodiplodia theobromae, Mucor racemosus,
P. citrinum, P. variabile, P. varioti, P.
palmarum, P. glomerata, Phomopsis
longicolla, P. stipata, Phyllosticta occulta,

Rhizopus stolonifera, Sclerotinia
sclerotiorum,  Trichoderma  viride, — T.
harzianum?®’

Colletotrichum sp., Cylindrocephalum sp.,
Phoma sp., Aspegillus niger, Colletotrichum
sp., Alternaria  sp., Colletotrichum
gleosporoides, Pestalotiopsis sp., Mycelia
streilia  sp., Isaria sp., Xylaria sp.,
Paecilomyces variotii, Fusarium
chlamydosporum, Acremonium implicatum,
Penicillium sp., Colletotrichum falcatum,
Phomopsis longicolla, Fusarium oxysporum,
Colletotrichum gleosporoides,
Colletotrichum truncatum, Drechsclera sp.9°

Plantas de pinha e graviola (Brasil)

Acremonium  sp.,  Chaetomium  sp.,
Colletotrichum sp., Cylindrocladium sp. ,
Fusarium sp., Glomerella sp., Nigrospora sp.
e Phomopsis sp., foram identificados em um
total de 110 inicialmente isolados de fungos
endofiticos isolados®?

Amostras de solo do cerrado localizados
abaixo de arvores de pequizeiro e de
abacateiro, adicionadas de aparas de
sementes oleaginosas de baru (Brasil)

Colletotrichum  gloesporioides, identificado
dentre 59 fungos isolados®2

Plantas de manjericdo sagrado (india)

Fb1,Fb2, Fb3, Fg2 e Fg3, selecionados em
um total de 07 fungos endofiticos isolados8®

Figura 4. Exemplos de estudos de detec¢do e selegdo de fungos endofiticos,
citando as potenciais fontes de lipase

Condicées para a producio de lipases ligadas ao micélio de
fungos filamentosos

A otimizagdo das condicdes de cultivo € de grande importincia
uma vez que influenciam nas propriedades do microrganismo pro-
dutor da enzima, bem como na razdo das lipases retidas no micélio e
excretadas para meio de cultivo.” Em geral, as lipases sdo excretadas
para o meio de cultivo com o objetivo de captar os nutrientes para
a célula microbiana, clivando o substrato lipidico em componentes
mais polares e, portanto, mais ficeis de absor¢do.”® Entretanto, a
excregdo da lipase para meio de cultivo depende do género do fungo
filamentoso, como por exemplo para Geotrichum candidum no qual
a lipase € formada na regido do envelope celular e retida por um
periodo, antes de ser liberada.”* Esse comportamento foi também
confirmado no trabalho desenvolvido por Loo et al.,* que consta-
taram em 54 h de incubag@o elevada atividade lipolitica nas células
integras de G. candidum, seguida de redu¢do da atividade apds este
periodo, provavelmente devido a liberagdo da enzima para o meio de
cultivo. Em estudo com Rhizopus oryzae, Hama et al.,’® constataram a
presenca de dois tipos da enzima, sendo uma lipase de 34 kDa (ROL
34) encontrada ligada a parede celular e uma lipase de 31 kDa (ROL
31), ligada a membrana e parede celular. Neste mesmo estudo, os
autores também observaram um decréscimo acentuado na quantidade
de lipase ligada 8 membrana com o tempo de cultivo.
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O crescimento e as distintas atividades metabdlicas dos organis-
mos sdo respostas as condi¢cdes do ambiente fisico-quimico que os
rodeia.”” A produgdo de enzimas em escala industrial se faz majo-
ritariamente por fermentagdo submersa, embora haja uma tradi¢ao
estabelecida na utiliza¢do de fermentacéo sélida ou semissélida.®*
Os processos submersos sdo aqueles em que a célula produtora se
desenvolve no seio do meio de cultivo, sob agitacio.

Os mecanismos que regulam a biossintese de lipases variam de
forma significativa entre os diferentes microrganismos produtores.
Em alguns casos, a producdo de lipase parece ser constitutiva e
independente da adi¢@o de substratos lipidicos no meio de cultivo.
Entretanto, sua presenga pode aumentar o nivel de atividade lipolitica.
Por outro lado, ha microrganismos que preferem, por exemplo, éleo,
triacilglicerdis ou qualquer outro indutor como dcidos graxos, do que
fontes de carbono simples como agticares, para a produgdo da enzima.
Deste modo, as fontes de carbono lipidicas podem ser consideradas
essenciais para a obten¢@o de um alto rendimento em lipase. Fontes
de nitrogénio e micronutrientes também devem ser considerados para
o crescimento microbiano e a otimizac¢do da produ¢do da enzima.'®

A literatura relata diversos estudos de otimizac¢do do meio e das
condicdes de cultivo de microrganismos visando obter biomassa com
elevada atividade lipolitica (ligada ao micélio). Por exemplo, Essamri
et al.,'"" verificaram que as varidveis pH, temperatura, concentragio de
6leo e periodo de incubacdo foram significativas sobre o crescimento
celular de Rhizopus oryzae e a atividade lipolitica no interior das
células. Os resultados mostraram que os rendimentos mais elevados
foram obtidos quando utilizados pH 5,0, temperatura de 25 °C, 3%
de concentragdo de 6leo de colza e 120 h de incubagdo.

Yang et al.,'? Zeng et al.,'” Wang et al.,'* observaram que os
diferentes efeitos dos dleos na produgdo de lipase por R. oryzae e
Rhizopus arrhizus sdo causados pelos dcidos graxos presentes em sua
composi¢do, e a producdo da enzima estd relacionada aparentemente
com a quantidade de 4cido oleico presente em cada dleo. A utilizagdo
de 6leos refinados como substrato no meio de cultivo aumentou a
atividade catalitica das células integras, e dentre diversos 6leos tes-
tados, o 6leo de oliva foi o que promoveu atividades lipoliticas mais
elevadas. Em outro estudo, as células de R. oryzae provenientes de
meio de cultivo enriquecido com os dcidos oleico e linoleico mostra-
ram atividade de metandlise superior a observada com as células cujo
meio foi enriquecido com dcidos graxos saturados. Além disto, células
provenientes de meio enriquecido com dcido palmitico mostraram
maior estabilidade do que células enriquecidas com &4cidos graxos
insaturados.'® Utilizando também R. oryzae, Sun et al.,'® observaram
que diferentes 6leos indutores resultaram em composic¢des variadas
de membrana celular, o que influenciou diretamente na atividade
catalitica e na estabilidade operacional do biocatalisador. A adi¢io
de 6leos vegetais ricos em dcidos graxos insaturados promoveu um
aumento na producdo de lipase ligada ao micélio. Os autores também
observaram que as células cultivadas em meio enriquecido com dcidos
graxos saturados exibiram maior estabilidade operacional do que as
células enriquecidas com dcidos graxos insaturados.

Durante estudo com Rhizopus chinensis para verificar a produgio
e atividade da lipase ligada ao micélio, Wang et al.,'* constataram que
o 6leo de oliva foi melhor indutor de enzima dentre uma variedade
de substratos lipidicos. Com a suplementagdo do meio cultivo com
peptona (56 g L''), maltose (13 g L'!), K,HPO, (3 g L'"), MgSO,.7H,0
(5 gL e pH inicial 6,0, a atividade da biomassa celular proporcionou
um incremento da ordem 90%. Ainda com relag@o ao R. chinensis,
Teng e Xu,'” verificaram dentre uma série de varidveis experimen-
tais que as mais significativas foram volume de indculo, agitagdo,
concentracio de dleo de oliva e volume do meio de fermentagdo.
Os autores também constataram a importancia do 6leo de oliva na
produgdo da lipase ligada ao micélio.
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Em 2014, Andrade ef al.,*? avaliaram o efeito dos 6leos vegetais
de soja, de girassol, de linhaga, castanha-do-pard e de oliva sobre o
crescimento celular e a atividade lipolitica de Mucor circinelloides.
Todos os 6leos favoreceram as varidveis respostas, sendo os valores
maximos obtidos quando foi utilizado o dleo de oliva numa con-
centragdo de 30 g L. Segundo os autores, estes resultados podem
estar relacionados a alta propor¢ao de dcido oleico (70%) no 6leo de
oliva. Ainda neste estudo, a adi¢do de fontes de nitrogénio ao meio,
bem como o nivel de indculo e a aeragdo do meio também foram
parametros importantes.

O cultivo na presenga e auséncia de 6leo de oliva também
apresentou efeito sobre a atividade lipolitica das células integras
de Aspergillus niger, conforme verificado por Romero et al.,”. As
especificidades dos biocatalisadores variaram com o tipo de reagio
e o substrato utilizado (4cido graxo, éster de dcido graxo ou dlcool).
O cultivo do fungo filamentoso na presen¢a do indutor resultou em
uma lipase ligada ao micélio mais reativa em reagdes de transeste-
rificagdo e esterificacdo com ésteres de 4cido graxo de cadeia longa
na presencga de etanol.

Imobilizacdo de células integras

O processo de biotransformacao pode ser conduzido por células
integras no estado livre, entretanto a imobilizacao facilita o manuseio
e separagdo do biocatalisador do meio reacional, além de promover
maior estabilidade do sistema.’

Imobilizag@o € um termo geral que descreve as muitas formas de
fixagdo, encapsulamento ou aprisionamento de células ou enzimas
em um suporte solido. Especificamente, a imobiliza¢do de células
integras representa uma forma particular de adesdo celular baseada
na habilidade de certos microrganismos de se fixarem em suportes
s6lidos por meio de ligagdes naturais ou fisico-quimicas.'® O conceito
de células integras imobilizadas em biocatdlise € diferente do con-
ceito de células imobilizadas utilizadas em processos fermentativos.
As células sao normalmente tratadas antes ou apds imobilizacgdo, de
forma a perder a capacidade de multiplicagdo (viabilidade), mas com
as enzimas desejadas mantidas estdveis e em estado ativo. No caso
de processos fermentativos convencionais, as células imobilizadas
sdo mantidas em estado de crescimento dentro da matriz por um
suprimento continuo dos nutrientes, favorecendo a manutencgio de
suas fun¢des bioldgicas necessdrias para o processo.’

Para a imobilizagdo de células sdo utilizados os métodos am-
plamente utilizados na tecnologia de imobilizacido de enzimas, tais
como adsorgdo, ligagdo covalente, ligagcdo cruzada e aprisionamento
(encapsulamento). Entretanto, devido a morfologia das células, alguns
critérios devem ser impostos para selecdo adequada do suporte e do
método de imobilizacdo. A literatura disponivel referente a imobi-
lizacdo de células integras € escassa, podendo ser destacado apenas
revisdes abrangentes publicadas por Fukui e Tanaka,” Jack e Zajic,'”
e Karel et al.,'” abordando aspectos importantes que serviram de base
para elaborag@o dos conceitos descritos neste topico. As principais
técnicas normalmente utilizadas para imobilizacdo de células integras
sdo baseadas na adsor¢do em suportes inertes, na encapsulagio e apri-
sionamento em matrizes poliméricas ou ligacao covalente, cruzada e
i0nica, em suportes previamente ativados.''®

Os sistemas em que as células sdo imobilizadas por liga¢do na
superficie sdo populares devido a facilidade de execugdo. Neste caso,
aforga com a qual as células estdo ligadas ao suporte varia de acordo
com o tipo de células e o tipo de suporte.''® Neste tipo de imobilizacdo
podem ocorrer interagdes idnicas ou adsortivas naturais, ou ligacdes
covalentes entre grupos reativos do suporte e do biocatalisador.!!'! As
células podem ser quimicamente ligadas a uma superficie por uma va-
riedade de métodos que incluem a ligacdo cruzada com glutaraldeido,
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silanizacdo a um suporte de silica e quelacdo de 6xidos de metal.!®

Em relacdo ao aprisionamento em matriz porosa, hd dois métodos
possiveis para este tipo de imobiliza¢@o: no primeiro caso, as células
se difundem em uma matriz porosa pré-formada e a reten¢do ocorre
no momento em que a mobilidade fica dificultada pelo aumento do
nimero de células. Os suportes pré-formados sdo mais vantajosos
porque s@o mais resistentes a compressdo e desintegragdo que
podem ocorrer em leitos empacotados ou em tanques agitados.'!”
Normalmente, utilizam-se este tipo para a imobiliza¢ao de fungos
filamentosos, visto que ocorre adesdo das células microbianas a
superficie do suporte. Quando os poros sdo maiores, as células em
crescimento (hifas) penetram no suporte, preenchendo seu espaco
interno.'? No segundo caso de imobilizagdo por aprisionamento, a
matriz porosa € sintetizada em torno das c€lulas a serem imobiliza-
das. Neste procedimento sdo utilizados compostos (polimeros) que
gelificam em forma matrizes porosas hidrofilicas.'"?

Entre as vdrias técnicas disponiveis para imobiliza¢do células
de fungos filamentosos para aplicacdo em biocatdlise, a que utiliza
particulas porosas para suporte de biomassa constituidas por cubos de
espuma de poliuretano (do inglés, Biomass Support Particles — BSPs)
¢ amais amplamente utilizada porque possui muitas vantagens sobre
outras técnicas, em termos de aplicacdo industrial. Estes suportes sdo
constituidos de material inerte com boas propriedades mecanicas e
baixo custo comercial, além de possuirem elevada porosidade e ampla
superficie de adsor¢do.!® Entretanto, a literatura aponta outros tipos
de suportes, como por exemplo, esferas de criogel obtidas a partir
do dlcool polivinilico (PVA) e esferas de quitosana adicionados de
polivinilpirrolidona e polisfosfatos,'*!'® esferas de polihidroxibutirato
- PHB e terra diatomécea - Celite,> particulas de bucha vegetal,!!7!!8
esferas de alginato de célcio,'"” membranas de politetrafluoretileno
— PTFE,'® conforme apresentado na Tabela 1.

APLICACAO DE LIPASES LIGADAS AO MICELIO DE
FUNGOS FILAMENTOSOS EM PROCESSOS DE BIO-
TRANSFORMACAO

Sintese de ésteres

Esteres de sacarideos e 4cidos graxos sdo surfactantes nio-idnicos
naturais, com propriedades prebidticas e aplica¢des na producio de
alimentos (gordura dietética), como emulsificante, agente antimicro-
biano e revestimento de prote¢do para frutas, dentre outros exemplos.
Em 2004, Antczak et al.,'"'* produziram os ésteres de acticar caprilato
de glicose, caprilato de sacarose, oleato de sacarose e linoleato de
sacarose por células integras de Mucor circinelloides imobilizadas
em criogel-PVA e meio reacional composto pelos agticares e dcidos
graxos solubilizados em mistura de éteres de di-n-pentila e de pe-
tréleo, adicionado de antioxidantes naturais. Os autores avaliaram a
atividade de 4gua do meio reacional e a otimizac¢do da composicio
do meio reacional e os rendimentos em ésteres produzidos variaram
de 0 a 66%, aproximadamente.

Lipase ligada ao micélio de Rhizopus chinensis mostrou atividade
sintética superior a outras dez lipases comerciais, na esterificagao dire-
ta do etanol com diferentes 4cidos carboxilicos (C2 a C8). O tamanho
da cadeia do 4cido carboxilico influenciou o grau de esterificagdo,
sendo obtido o valor mais elevado (98,5%) para o dcido hexandico a
40 °C adotando rela¢do molar dcido:etanol de 1:1,3.13

Em 2003, Torres et al.,** isolaram um total de 94 fungos endofiti-
cos a partir 27 amostras de plantas provenientes do Mediterraneo. Os
autores verificaram que 80% das cepas isoladas se mostraram como
potenciais fontes de lipase. Os micélios liofilizados destas cepas foram
submetidos a esterifica¢do para produgdo de oleato de isopropila e
a cepa codificada como 10A foi a que apresentou melhor resultado,
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Tabela 1. Exemplos de imobilizacdo de fungos filamentosos

Quim. Nova

Meétodo de imobilizagao Suporte Fungo filamentoso Referéncia
Lo Thermomucor indicae seudaticae
Bucha vegetal (Luffa cyllindrica) Rhizopus oryzae 117-118,121
Espuma de poliuretano Asp elreglllus oryzae 122-125
Adsorcio fisica - oryzae
(Imobilizacdo in situ) Espuma de polufretapo revestida R oryzae 126
com carvao ativado
Esponja de aco inoxidédvel Rhizopus nigricans 127
Tecido nao tecido (PET/PE) R. oryzae 128
e Polihidroxibutirato (PHB) MMCAOT gtrCIn?ll?lde.v
Adsorgao fisica .o Penicillium citrinum 55
Celite
R. oryzae
Espuma de poliuretano - glutaraldeido M. circinelloides 62,129
Ligagdo cruzada R. oryzae
Bucha vegetal (Luffa cyllindrica) - glutaraldeido R. oryzae 130
Alginato de cdlcio R. oryzae 131
L Politetrafluoretileno (PTFE) Aspergillus terreus 120
Encapsulamento in situ
Quitosana-polivinilpirrolidona M. circinelloides 114-116

Criogel-PVA

Mucor racemosus

sendo posteriormente identificada como Rhizopus oryzae. Visando
avaliar o potencial deste biocatalisador em reacgdo de esterificacio
de dcidos graxos, os autores verificaram que a atividade catalitica
foi inversamente proporcional ao conteido de 4gua adicionada ao
meio reacional. Ainda foi verificado que a enzima se manteve ativa
em uma faixa de pH de 3,0 a 8,0, com atividade médxima entre 4,0 e
7,0, além de mostrar termoestabilidade, com maxima atuagio a 60 °C.

Recentemente, Zanotto et al.,* isolaram fungos de plantas da
Regido Amazodnica, Brasil, os quais foram avaliados como fontes de
lipase ligada ao micélio, visando aplicagdo em reacdes de biotrans-
formacdo. Neste estudo, foram isolados um total de 212 fungos,
sendo 77 fungos endofiticos, 45 fungos fitopatogénicos e 90 fungos
degradadores de madeira, extraidos de fontes como sementes, frutas,
hastes, folhas e raizes. Apds selegdo prévia, 64 fungos potencialmente
produtores de lipase foram submetidos a rea¢des de sintese do olea-
to de pentila e linoleato de dodecila (Figura 5 A-C). Os resultados
das reacdes de esterificag@o e transesterificagdo em meio organico
mostraram que as lipases ligadas ao micélio dos isolados UEA_001,
UEA_007 e UEA_115 foram capazes de sintetizar oleato de pentila,
linoleato de dodecila e palmitato de etila, com rendimentos que
variaram de 87 a 98%.

Em seu estudo, Solarte ef al.,' reportaram que células integras
de uma cepa selvagem de Aspergillus flavus, permitiu o preparo de
laurato de etila, com rendimento de 96% (Figura 6A) e uma mistura
de acrilato de 2-cloro-1-(cloro metil)etila e acrilato de 2,3-dicloro-1-
-propila, com rendimento similar ao encontrado quando utilizadas
lipases comerciais (Figura 6B).

Resolucio cinética

Os mesmos fungos isolados por Zanotto et al., testados para
sintese de ésteres, foram avaliados na resolug@o cinética do racemato
(R,S)-2-octanol, sendo verificado que as cepas UEA_053 e UEA_115
mostraram capacidades enantiosseletivas promissoras. Com o fungo
UEA_053, foram obtidos valores de excessos enantiomeéricos €€, ao
de 22%, ee, o de 99%, porcentagem de conversdo (c) de 18% e
razdo enantiomérica (E) superior a 200, enquanto utilizando células
integras de UEA_115 os resultados obtidos foram 29%, 99%, 22%
e superior a 200, respectivamente (Figura 7).

Alta preferéncia enantiomérica da lipase ligada ao micélio de
Aspergillus flavus permitiu o preparo de (R)-1-fenilacetato de etila
a partir da esterificacdo de rac-1-feniletanol (Figura 8). O produto
foi formado com um excesso enantiomérico (ee) de 94,6% em 24 h
de reacdo a 40 °C e (S)-1-feniletanol permaneceu no meio reacional
com um valor de ee superior a 99%.'3

Biodiesel

O uso de lipase ligada ao micélio como biocatalisador na produgio
de biodiesel tem atraido considerdvel atencdo, principalmente porque
evita o custo elevado de preparagdo da enzima purificada. O biodiesel
é produzido por meio da reagdo de transesterificagdo de triacilglicerdis
(6leos e gorduras) com dlcool de cadeia curta (metanol ou etanol).
A transesterificagdo dos triacilgliceréis (TGA) catalisada por lipase
é realizada em trés reagdes sucessivas: TGA a diacilglicerol (DAG),
DAG a monoacilglicerol (MAG) e MAG em éster alquilico gerando
glicerol como coproduto, sendo que cada etapa de reacdo libera uma
molécula de interesse (éster alquilicos). A clivagem enzimatica inicial
do TAG para DAG pela lipase parece ser a etapa limitante das trés
reagdes reversiveis, porque a clivagem do DAG € mais rdpida que
a reacdo anterior. A migragdo do grupo acila de 1,2-DAG para 1,3-
DAG e 2-MAG para 1-MAG, que precedem a rea¢@o, promovem um
rendimento elevado de biodiesel (Figura 9).!3*

As lipases sn-1,3-especificas, tais como Rhizopus oryzae,'” e
Mucor circinelloides,* catalisam eficientemente a transesterificacdo
do ¢6leo vegetal para ésteres de etila com rendimentos superiores a
90%. Este elevado rendimento de transesterificagdo enzimética resulta
da migracdo de residuos acila para posi¢des especificas na molécula
de glicerol, pois mesmo sendo enzimas sn-1,3-especifica, estas li-
pases sdo eficientes para clivar dcidos graxos de TAG, nas posicdes
sn-1,3 promovendo a migracdo de residuos acila da posi¢do sn-2
para posicoes terminais (sn-1 e sn-3) no glicerol.’® Por outro lado,
a migracdo de grupo acila pode ser influenciada pela polaridade do
solvente usado na reacdo de transesterificagdo. De acordo com Li et
al.,"** a reducdo da polaridade do solvente aumenta as constantes de
velocidade de migragdo do grupo acila devido a influéncia favoravel
da dispersdo da carga sobre o estado de transi¢do, conduzindo a
rendimentos variados de biodiesel.
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Figura 5. Reacgoes de (A) esterificagdo de dcido oleico com n-pentanol e de (B) dcido linoleico com dedocanol e (C) transesterificagdo de palmitato de p-ni-

trofenila com etanol, catalisadas por lipases ligadas ao micélio de fungos isolados da Regido Amazonica (Adaptado de Zanotto et al.,*)

E crescente o ntimero de trabalhos publicados na literatura a
respeito da utilizag¢do de c€lulas integras de fungos filamentosos imo-
bilizados na produgdo de biodiesel. Apesar da utilizacio das células
integras reduzir as etapas de obten¢do do biocatalisador purificado,
acarretando redu¢@o do custo final do produto, alguns inconvenientes
devem ser levados em consideracdo. As células integras possuem
baixa estabilidade operacional em sistemas livres de solvente.'*’
Além disto, a imobilizacdo celular torna a sintese do biodiesel mais
lenta do que no processo em que se emprega lipase purificada.'*®
Neste aspecto, diversos estudos estdo sendo realizados com o obje-
tivo de promover a estabilidade operacional das células integras de
forma a reduzir a desativac¢do da lipase ligada ao micélio, causada
pelo excesso de metanol no meio reacional, além de propor novas
estratégias de processo visando o aumento da eficiéncia de conversio
e ganhos em produtividade. A Tabela 2 apresenta alguns exemplos.
A grande maioria dos trabalhos publicados reporta o emprego de
células integras de R. oryzae imobilizadas em particulas de espuma
de poliuretano. Este fato se deve a comprovada eficiéncia catalitica
da lipase deste fungo filamentoso juntamente com a simplicidade
operacional da técnica de imobilizacdo. Entretanto, existem relatos de
outros tipos de fungos filamentosos e de suportes também avaliados
para a producio de biodiesel.

CONCLUSOES

O uso de células integras de fungos filamentosos com atividade
lipolitica ligada ao micélio vem despertando grande interesse de
investigacdo pelo seu potencial de uso na biotecnologia, pois sua
aplicacdo pode reduzir consideravelmente os custos de um processo
enzimdtico. Em especial, a utiliza¢@o de células integras imobilizadas
em suportes porosos de baixo custo como biocatalisadores em reacdes
de biotransformagdo tem revelado resultados promissores de rendi-
mento em produto. A simplicidade da técnica de imobilizacdo, que
se baseia na habilidade natural de adesdo celular ao suporte durante
o crescimento, e a possibilidade de utiliza¢do do biocatalisador em
processos continuos, confere as células integras imobilizadas vanta-
gens do ponto de vista comercial e industrial.
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Figura 9. Esquema da transesterifica¢do de TGA catalisada por lipase 1,3-especifica com a migragdo do grupo acila (Adaptado de Li et al.,’*)
Tabela 2. Exemplos de produgio de biodiesel por lipases ligada ao micélio de fungos filamentosos imobilizados
Fungo filamentoso Estratégia avaliada Resultado observado Referéncia

Esterificagao de 4cido graxo, com adicdo de solvente

Rendimento de 80%, apds 12 h de reacdo, mantendo

(n-hexano) e peneira molecular no meio reacional; . 118
. . constante por dez ciclos
Reuso do biocatalisador
Previ a 61 ica 1 - . . =
revia degumagao do. dleo e adicdo de solvente (n Rendimento de 78%, apés 73 h de reacio 131
hexano) no meio reacional
.. L. A . . Rendimentos superiores a 90%, com de decréscimo
Adic¢do de liquido idnico no meio reacional; . .
. . para aproximadamente 60% a partir do segundo 139
Reuso do biocatalisador .
reciclo
Rhizopus oryzae
Uso de reator de leito empacotado, operado em modo - . .
batelada: Conversdes mantidas em aproximadamente 80% por 126
Alimentagdo periédica do agente acilante quatro ciclos consecutivos de aproximadamente 200 h
Uso de reator de leito empacotado, operando em
modo continuo; Conversao de 92%, apds 72 h de reacdo 121
Alimentacdo gradual do agente acilante
Reag@o em duas etapas: hidrélise prévia do 6leo Rendimento em ésteres metilicos de 88,6%, apds 42 129
seguida da esterificacdo dos dcidos graxos formados h, com retengdo de 79% mesmo apos seis bateladas
Reator de leito fixo empacotado, operando em modo Estabilidade operacional por 25 dias, com ren-
continuo; dimentos de reacdo de 93% e produtividade de 63
Adicdo de solvente (ferc-butanol) ao meio reacional 3,5 MZ¢eres Lpiocar N
Mucor circinelloides
— . ) L . . Os rendimentos mais elevados com 6leo de coco
Avaliagdo de diferentes 6leos vegetais ndo comestiveis; P . .
- . (97%) e de macatba (95%) cujos perfis de dcidos 64
Reacdo em modo batelada e continuo L P
graxos mostraram predominancia de 4cido ldurico
Aspereillus nominus Adigao de solvente (ferc-butanol) no meio de reagdo; Decréscimo na inativagdo da enzima, com obtengo de 140
Pers ’ Reuso do biocatalisador 95,3% de rendimento em ésteres, ap6s 40 h de reagio
Aspergillus niger Adigdo gradual do agente acilante Rendimento de 87% ap6s 72 h de reagdo 141
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