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(57) Resumo: METODO PARA IMOBILIZAR LIPASES EM SUPORTES ORIUNDOS DA INDUSTRIA TEXTIL DURANTE A
FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO A presente invencéo refere-se a um processo de producéo, por fermentagéo no estado
sélido, e imobilizacédo de lipases utilizando como suportes, tecidos oriundos da inddstria téxtil. Neste processo, o suporte é
misturado ao meio de cultivo sélido. Devido a umidade do meio, as lipases extracelulares produzidas adsorvem no suporte téxtil
adicionado ao meio sélido. Ao final do processo de fermentacao, o suporte contendo as enzimas adsorvidas pode ser empregado
diretamente em reag6es de biocatélise sem preparos prévios. O objetivo da invengdo é aproveitar um residuo da industria téxtil
para imobilizar lipases ou enzimas em geral, agregando valor ao produto final que seria descartado no meio ambiente. Além
disso, visa minimizar as etapas que envolvem um processo de imobiliza¢do por adsorgao fisica convencional, a saber: extracao
da enzima; imobilizacéo; separagdo da enzima imobilizada da solucéo inicial; secagem da enzima imobilizada. O método
proposto mostrou-se mais eficaz em termos de reducdo de tempo, dispensa na utilizagéo de alguns equipamentos e manutengéo
na eficiéncia catalitica da enzima em rela¢&o ao método convencional.
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METODO PARA IMOBILIZAR LIPASES EM SUPORTES ORIUNDOS DA

INDUSTRIA TEXTIL DURANTE A FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO
CAMPO DA INVENCAO
[001] A presente solicitagdo de Patente de Invencéo se refere ao método de
producao, por fermentacao no estado sélido, e imobilizacdo de lipases utilizando
suportes (tecidos) oriundos da industria téxtii com aplicacdo na éarea de
biotecnologia/biocatalise.
[002] O método propde reduzir etapas até a obtencdo do biocatalisador
imobilizado, em suporte inerte, e o aproveitamento de um residuo oriundo da
industria téxtil.
FUNDAMENTOS DA INVENC;AO
[003] As lipases (triacilglicerol éster hidrolase, EC 3.1.1.3 - nUmero de acordo
com a Comissao de Enzimas (do inglés Enzyme Comission), disponivel em:
http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) tém grande aplicacdo porque sao
enzimas que catalisam inUmeras reacdes dentre elas, a hidrolise de ésteres de
acidos graxos e reacfes de sintese (in vitro e em um ambiente aquo-restrito)
como esterificacdo, transesterificacao (alcodlise e aciddlise), interesterificacéo e
amindlise (DUARTE et al.,, 2016; AOUF et al.,, 2014; KAZLAUSKAS e
BORNSCHEUER, 1998).
[004] As aplicacbes tém destaque na sintese de produtos de interesse nas
areas clinica, nutricional, ambiental, industrial e biotecnolégica, como por
exemplo: a) na industria 6leo-quimica, para a hidrolise e interesterificacdo
regiosseletiva de 6leos e gorduras e sintese de biosurfactantes; b) na sintese de
poliésteres biodegradaveis; c) na indastria farmacéutica, na sintese de
intermediarios de produtos biologicamente ativos, como 0 naxopreno e
ibuprofeno e na resolucdo de misturas racémicas, como a sintese do atenolol,
medicamento usado no tratamento de hipertensao; d) na industria de alimentos:
sintese de aromas, sintese do aspartame e na maturacdo de queijos; €) na
indUstria de cosméticos: na sintese de ésteres como o palmitato de isopropila

(emoliente em produtos para a pele e 6leos para banho) e f) producdo de
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biodiesel (AOUF et al., 2014; SINGH e MUKHOPADHYAY, 2012; SINGH et al.,
2008).

[005] Lipases, proteases e outros metabdlitos sdo produzidos por dois tipos
basicos de fermentacdo: Fermentacdo Submersa (FS) e Fermentacdo em
Estado Sdlido (FES). Quando a enzima € produzida por FS, para posterior
utilizacdo em biocatalise, a enzima presente no extrato aquoso pode ser
liofilizada (enzima em pd) ou imobilizada em um suporte inerte. Quando a
producdo ocorre por FES, para aplicar as enzimas em biocatalise ou
biotransformacéao, pode-se utilizar, em alguns casos, o proprio sélido fermentado
(SF) ou a extracdo da enzima do SF é realizada, seguida da imobilizacdo em
suporte inerte. Sendo possivel ainda com a enzima extraida do SF, a liofilizac&o.
[006] Quando se utilizam enzimas imobilizadas, as vantagens estao associadas
especialmente a reutilizacdo do biocatalisador, permitindo a separacdo dos
produtos do meio reacional de forma facil e a possibilidade de melhorar a
eficiéncia catalitica da enzima (WANG e HSIEH, 2008; SABBANI et al., 2006).
[007] Dentre as vantagens em se utilizar o SF diretamente no meio reacional, 0
SF pode atuar como suporte para a enzima, eliminando a necessidade da etapa
de extracao e imobilizacdo em outro suporte (PI0704791-6 A2, FERNANDES et
al., 2007; SALUM, 2010; REINEHR, 2015). Entretanto, nem sempre a utilizacéo
do SF diretamente ao meio reacional é viavel. Nos casos onde o SF contém
metabdlitos que podem interferir nas reacfes (residuos de lipideos como
sementes oleaginosas, por exemplo) produzindo subprodutos indesejaveis e
para os casos onde a producdo enzimatica € baixa.

[008] Para os casos onde a utilizagdo do SF diretamente ao meio reacional ndo
€ viavel, a extracdo da enzima e posterior imobilizacéo ou liofilizacdo (REINEHR,
2015) se fazem necessérias. Menoncin et al. (2009) por exemplo, optaram por
produzirem lipases de Penicillium verrucosum em FES utilizando o farelo de soja
como meio, mas néo utilizaram o SF diretamente ao meio reacional. Ao invés
disso, realizaram a extracdo da enzima do solido fermentado (solu¢do tampéo

fosfato pH 7) e posteriormente a imobilizacédo (adsorcéo) no suporte Accurel®.
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[009] Dentre os métodos de imobilizacdo, a adsorcéo fisica € muito utilizada por
ser tratar de um método simples, de baixo custo, pois ndo ha a necessidade de
ativacao do suporte. Além disso, 0 método promove pouca altera¢ao na estrutura
conformacional da enzima. Neste método, as enzimas sdo imobilizadas no
suporte por meio de interacdes hidrofobicas, forcas de Van der Waals, ligacdes
de hidrogénio e liga¢Ges idnicas (LEE, LIN E MOU, 2009).

[0010] Quando o processo de imobilizacdo enzimatica é realizado, independente
da escolha do método (adsorgdo, ligacdo covalente, encapsulacdo, ligacdo
cruzada, etc), algumas etapas sdo necessarias até a obtencédo do catalisador
imobilizado, a saber: producdo da enzima (FES ou FS); extracdo da enzima;
imobilizagdo (enzima e suporte em contato por um determinado tempo, para
adsorcao); separacdo da enzima imobilizada da solucéo inicial; secagem da
enzima imobilizada.

[0011] Analisando esses casos, onde a utilizacdo do SF ndo é viavel surgiu a
ideia proposta no presente pedido de patente de invengdo “METODO PARA
IMOBILIZAR LIPASES EM SUPORTES ORIUNDOS DA INDUSTRIA TEXTIL
DURANTE A FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO”. A inovacdo esta no
processo simultaneo de producéo por FES e imobilizagao, pois o suporte (tecido)
é introduzido conjuntamente ao meio de fermentacéo sélido. Exemplificando, o
meio de fermentacdo solido (que contém 0s nutrientes necessarios para o
desenvolvimento do microrganismo) é misturado com um suporte inerte. O
microrganismo ira se desenvolver e produzir enzimas que ficardo adsorvidas
tanto no solido fermentado como no suporte inerte. Por consequéncia, ao final
do processo de fermentacdo, o suporte contendo as enzimas adsorvidas, é
separado, podendo ser empregado diretamente em reacfes de biocatalise. Com
isso, a realizacdo das etapas para o procedimento de imobilizacdo citadas
anteriormente (extracdo da enzima; imobilizacdo; separacdo da enzima
imobilizada da solucdo inicial; secagem da enzima imobilizada) seriam
dispensadas.

[0012] A limitagdo do método estd no tipo de suporte que pode ser adicionado

em conjunto com o meio de fermentacao solido. Alguns suportes inertes nao séo
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viaveis por diferentes motivos, materiais na forma de po, por exemplo, dificultaria
a separacao do SF; assim como materiais que se degradam durante 0 processo
de esterilizacdo via autoclave, necessaria antes do inicio de qualquer processo
fermentativo. A escolha pelo suporte proposto neste pedido de patente (tecido
de algodao) baseou-se no fato do material ser resistente, ndo estar na forma de
po e por se tratar de um residuo oriundo da industria téxtil. Para se ter uma ideia,
o0 Brasil € o quinto maior produtor de téxteis do mundo (IEMI, 2014), no entanto
toda essa producdo é responsavel por gerar mais de 175 mil toneladas de
residuos da induastria téxtil ao ano. Além disso, de acordo com a Abit, mais de
90% dos restos de tecido sdo descartados incorretamente (SINDITEXTIL,
2012).

[0013] Tendo em vista a preocupacdo com os descartes da industria téxtil e
analisando a possibilidade de realizar um procedimento de imobilizacdo de
lipases ndo convencional, a finalidade desta patente é reduzir etapas durante a
imobilizacdo de enzimas e contribuir para o reaproveitamento retalhos téxteis
agregando valor ao produto final.

ESTADO DA TECNICA

[0014]No estado da técnica, existem alguns documentos com algumas
similaridades ao presente pedido e que serdo apresentados nesta se¢ao.
[0015] A PI0704791-6 A2, intitulada: PROCESSO DE SINTESE DE ESTERES
COM LIPASES IMOBILIZADAS NO SUBSTRATO SOLIDO FERMENTADO,
trata de um processo de sintese de ésteres através de reacdes de esterificacao,
transesterificacdo (alcodlise e acidolise) e interesterificacdo catalisada por
lipases. Neste processo, as lipases sado produzidas por fermentacdo no estado
sélido (FES) e o substrato fermentado obtido (SF) (contendo a enzima e o
microrganismo) é adicionado diretamente ao meio reacional para catalise da
reacao, eliminando as etapas de extracao, purificacdo e imobilizacéo da lipase.
O custo de producdo ainda é reduzido através da utilizacdo de residuos
agroindustriais como substratos. A principal diferenca é que os inventores
propuseram a utilizacdo do solido fermentado (contendo enzima e

microrganismo) diretamente no meio reacional. No presente pedido, adicionou-
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se conjuntamente ao meio de cultivo, um suporte inerte (tecido) para que as
enzimas produzidas pudessem ser imobilizadas simultaneamente durante a
fermentacao no estado solido.
[0016] Outros processos foram encontrados, porém sem guardar relagdo com o
pedido em questdo. Os inventores propuseram um método de producao de um
fertilizante na fermentacdo no estado solido no pedido W02015100513 (Al),
enquanto a patente MX9800035 (A) descreve o processo de imobilizagéo
convencional, portanto nenhuma semelhanca entre os trabalhos.
DESCRICAO DA ABORDAGEM DO PROBLEMA TECNICO E DIFERENCIAL
INOVATIVO
[0017]Para esclarecer a diferenca entre o processo de imobilizacdo
convencional e o proposto neste pedido de patente, as etapas para os dois
casos serdo descritas a seguir:
[0018]Para o processo de producdo e imobilizacdo de lipases/enzimas
convencional, diferentes etapas sdo necessarias como:

a) in6culo do microrganismo;

b) producdo da lipase/enzima por fermentacao solida ou liquida;

c) extracdo da lipase/enzima pés fermentacéo;

d) imobilizacao da lipase/enzima no suporte sélido

e) separacao da lipase/enzima imobilizada no suporte sélido.
[0019] Para o processo proposto, o meio de cultivo estaria conjuntamente com
0 suporte inerte. O microrganismo € inoculado no meio contendo farelo da
semente de girassol (meio de cultivo) e o tecido. Desta forma, sera capaz de se
desenvolver, gracas ao meio de cultivo e produzira enzimas extracelulares que
irdo adsorver no tecido (imobilizacédo). Ao final do periodo de fermentacao, tem-
se enzima imobilizada em suporte inerte e sélido fermentado. Por consequéncia,
as etapas (c), (d) e (e) seriam dispensadas. Portanto, 0 processo proposto
possibilitaria reducao de custos para a producao do catalisador, contribuiria com
0 gerenciamento eco-amigavel de residuos solidos, além de poder ser aplicado
para imobilizar diversas enzimas.
DESCRICAO DAS FIGURAS
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[0020] O processo convencional e o processo proposto neste pedido de
patente de invencdo serdo descritos através de fluxogramas, no qual estdo
representadas:

FIGURA 1: Método convencional de imobilizacao.

FIGURA 2: Método proposto neste pedido de patente.

[0021] Os simbolos, triangulo, losango e circulo, nas Figuras 1 (método
convencional) e 2 (proposto neste pedido), representam respectivamente: Meio
de cultivo sdlido, suporte inerte e enzimas provenientes de algum
microrganismo.

[0022] As etapas da producdo da enzima e imobilizacdo em suporte solido
(processo de imobilizacdo convencional (A) representado na Figura 1) estéo
descritos a seguir:

[0023] a) In6culo do microrganismo (I): adicdo de uma pequena quantidade do
microrganismo produtor da enzima de interesse.

[0024] b) Producao da enzima por FES (Il): enzimas podem ser produzidas por
fermentacdo submersa ou soélida. Quando a producédo por fermentagéo sélida é
a realizada, ao final da fermentacdo obtém-se o sélido fermentado (SF). Este
material contém as enzimas adsorvidas, mas nem sempre pode ser utilizada
diretamente ao meio reacional como comentado anteriormente. Neste caso, as
etapas descritas a seguir sdo necessarias.

[0025] c) Extracdo da enzima (lIl): é a retirada da enzima do sélido fermentado,
por meio de uma solucdo extratora. Normalmente esta etapa requer otimizacdo
do tempo de extracéo, do tipo de solugcéo extratora e da temperatura durante o
processo de extracao.

[0026]d) mobilizacdo (IV): obtendo a enzima extraida em solucao, inicia-se o
processo de imobilizacdo que consiste em deixar a solucdo contendo a enzima
em contato com o suporte solido inerte sob agitacdo. Para este processo,
normalmente estuda-se o tempo de contato enzima-suporte, a concentracao de

enzima e a temperatura do processo de imobilizag&o.
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[0027]e) Filtracdo para separacdo da enzima imobilizada (V): apds a
imobilizacdo o suporte contendo enzima é separado da solucédo remanescente e
seco em dessecador.

[0028] Para o proposto neste pedido, “METODO PARA IMOBILIZAR LIPASES
EM SUPORTES ORIUNDOS DA INDUSTRIA TEXTIL DURANTE A
FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO’ (Figura 2), o suporte inerte oriundo do
descarte da industria téxtil (no caso especifico, foi testado o tecido de algodao
cru) foi introduzido no inicio da fermentacdo antes do pré inoculo (I). Assim, a
medida que um microrganismo utilizar o meio de cultivo para seu
desenvolvimento (no caso especifico, utilizou-se farelo de semente de girassol
com casca triturada) ira produzir enzimas/lipase extracelulares, essas enzimas
adsorvem no suporte inerte (tecido), sendo, portanto imobilizadas (Il). Na
producdo maxima de enzima (para o caso especifico, 6 dias) a fermentacéo &
interrompida, o suporte inerte (tecido) e o solido fermentado (SF) sédo separados
e podem ser aplicados como catalisadores pois ambos possuem as enzimas
adsorvidas (lll). Porém, para os casos onde o SF ndo for viavel (descrito
anteriormente), pode-se utilizar apenas a enzima imobilizada no suporte inerte
obtida conjuntamente ao soélido fermentado. Observa-se, portanto, que quando
uma enzima é imobilizada pelo método convencional (A), cinco etapas sao
necessarias. Para o método proposto neste pedido de patente (B), em trés
etapas seria possivel obter a mesma enzima imobilizada no mesmo suporte.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0029] Para a realizacdo do processo proposto é necessario: (1) o microrganismo
produtor da enzima de interesse; (2) meio de cultivo que permita o
desenvolvimento especifico do microrganismo bem como a producéo da enzima;
(3) suporte inerte resistente a esterilizacdo por autoclave e (4) ambiente
climatizado.

[0030]Com relacdo a (1), utilizou-se o fungo Penicillium corylophilum
anteriormente estudado como produtor de lipases (BARON et al., 2004).

[0031] Os meios de cultivo (2) mais empregados para producéo de lipases sado

0s provenientes da agroindustria como farelo de semente de girassol (utilizado
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no exemplo demonstrado neste pedido de patente), de soja, de trigo, de arroz,
de cevada, bagaco de cana de acucar, entre outros. As fracdes granulométricas
do meio podem ou nao ser controladas (depende de cada microrganismo)
dependendo essencialmente do resultado com relacdo a producéo da enzima de
interesse. A umidade da fermentacao deve ser controlada no inicio do processo,
pois esta associada diretamente com o0 crescimento do microrganismo e por
consequéncia com a producdo da enzima. Para este pedido de patente, a
umidade do meio de cultivo foi de 55% (m/m) com tampao fosfato pH 7,0.
[0032] Nesta etapa (3) é necesséria a selecdo de um suporte inerte que seja
resistente a esterilizacdo em autoclave, pois o suporte deve ser esterilizado
juntamente com o meio de cultivo. O tecido de algodao cru (residuo da industria
téxtil), por exemplo, é conveniente para o processo proposto. O meio de cultivo
e 0 suporte inerte devem permanecer no mesmo recipiente até o fim da
fermentacao. Para os testes, o processo foi realizado em escala laboratorial, em
erlenmeyers de 250 mL, porém para escalas industriais, reatores podem ser
utilizados. Para verificar se houve a imobilizacdo da enzima no suporte inerte
durante o processo realizado simultaneamente a producdo da enzima, é
necessario um procedimento de dosagem de atividade enzimatica. Para lipases,
a hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) com a presenca do catalisador é
um dos métodos mais empregados (Winkler e Stuckmann, 1979).

[0033] Para atestar que o método proposto (B) resultaria em uma enzima com
eficiéncia catalitica semelhante aquela obtida pelo método convencional (A) de
imobilizacdo, todas as etapas descritas na Figura 1 (método convencional)
também foram realizadas. Assim, os dois preparados enzimaticos (Enzima
imobilizada pelo método convencional e Enzima imobilizada pelo método
proposto) foram testados quanto a eficiéncia catalitica na hidrélise do pNPP.
Protocolo para a imobilizagdo convencional (A)

I) Producéo de lipases por fermentacéo solida

[0034] Utilizou-se farelo de semente de girassol (granulometria entre 0,8 e 2,0
mm de didmetro) umedecido com tampao fosfato pH 7,0, com umidade entre 50-

60%. Em seguida, adicionou-se suspensao de esporos do fungo Penicillium
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corylophilum aos frascos de pré-inoculo. Os frascos inoculados foram incubados
em estufa a 29 °C por 144 h (pico maximo de atividade lipolitica, segundo
resultados anteriores).

II) Extracé@o da enzima do sélido fermentado

[0035] A enzima foi extraida do material fermentado com agua destilada. A
mistura foi agitada por 1 h a 180 rpm e em seguida filtrada em retalhos de
algodao. O extrato foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 xg. O sobrenadante
obtido foi utilizado para determinacdo da atividade enzimética (hidrolise do
pNPP).

[11) Imobilizacéo de lipases em residuo da industria téxtil

[0036] Apds a extracdo das lipases, a atividade foi dosada e em seguida,
adicionou-se porcdes do suporte (algodao cru). A imobilizacdo, por adsorcéo,
ocorreu conforme o método proposto por Al-Duri e Yong (1999). Sob agitacéo
(180 rpm, 25°C), o suporte e a solucdo enzimatica ficaram em contato por 24
horas. Em seguida, o sobrenadante foi separado e os suportes, contendo as
lipases imobilizadas, foram secos em dessecador para dosagem da atividade
enzimatica de ambos.

Protocolo para aimobilizagcédo durante a fermentacéo no estado soélido (B)
[0037] Para o processo proposto neste trabalho, utilizou-se farelo de semente de
girassol (granulometria entre 0,8 e 2,0 mm de diametro) e tecido de algodao
umedecidos com tampao fosfato pH 7,0, com 50-69% de umidade. Em seguida,
ao meio de cultivo ja contendo o suporte inerte (tecido de algodao), adicionou-
se suspensao de esporos. Os frascos inoculados foram incubados em estufa a
29 °C por 144 h. Apés a fermentacao, o suporte (tecido de algodéo) contendo as
enzimas imobilizadas foram separados do meio de cultivo (SF) e armazenados
em refrigerador para dosagem da atividade enzimatica de ambos.
Determinacao da atividade lipolitica: Método da hidrdlise do pNPP em meio
aquoso

[0038]Para a determinacdo da atividade lipolitica utilizou-se o método da
hidrolise do pNPP em meio aguoso. O método foi inicialmente descrito por

Winkler e Stuckmann (1979) sendo modificado por Krieger (1995). Baseia-se na
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hidrolise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) pela enzima, em meio aquoso
contendo como surfactantes a goma arabica e o Triton X-100. A liberacdo do p-
nitrofenol, de coloracdo amarela é seguida a 410 nm.

[0039]Uma unidade de atividade enzimética € definida como a quantidade de
enzima que promove a liberacdo de 1 umol de pNP (p-nitrofenol) por minuto. A
atividade enzimatica foi calculada a partir do coeficiente de absortividade molar
do pnitrofenol, obtido a partir de uma curva de calibragdo do p-nitrofenol nas
mesmas condi¢gbes do ensaio. O coeficiente de absortividade molar do pNP em
pH 7,0 (8,31.10° L mol! cm™) foi utilizado para relacionar a concentracéo do
produto com a absorbancia obtida na leitura. A determinacédo da atividade foi
realizada a 37°C.

[0040] A dosagem da atividade enziméatica (pNPP aquoso, descrito
anteriormente) apos a imobilizacdo enziméatica € importante pois demonstra se
a enzima esta ativa no suporte apds o processo de imobilizacdo. Para a
imobilizagdo convencional (A) a atividade foi de 26 + 3 U g. Este valor significa
que 26 pumol do éster foram hidrolisados por min e por 1 g do suporte contendo
as lipases. Para o processo onde se utilizou as lipases imobilizadas durante a
fermentacao no estado sélido (B), proposto como inovador, a atividade foi de 33
+ 8 U g. Considerando o desvio padrdo, pode-se considerar que a atividade
para ambos os processos foi semelhante. Porém, quando se considera a
reducdo de etapas e de utilizacdo de equipamentos adicionais na obtencdo da
enzima imobilizada no processo (B), pode-se considerar que a adaptacdo do
processo convencional para o proposto € vantajosa, pois a enzima manteve seu
potencial catalitico na condig&o proposta.

[0041] Exemplificando, para o processo convencional (A) sdo necessarias, 144
horas para a fermentacao (utilizacdo de estufa), 1 hora de extracdo (utilizacdo
de shaker, centrifuga e acessorios da centrifuga), 24 horas de imobilizacéo
(utilizacéo de shaker e sistema de filtracéo), 24 horas de secagem (utilizacao de
dessecador). Para 0 “METODO PARA IMOBILIZAR LIPASES EM SUPORTES
ORIUNDOS DA INDUSTRIA TEXTIL DURANTE A FERMENTACAO NO
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ESTADO SOLIDO” (B) seriam necessarias somente as 144 horas de
fermentacao e somente a utilizacdo de estufa.

[0042] Vale ressaltar ainda que a ideia ndo esta direcionada, neste momento,
para produtividade enzimatica, pois a producdo pode ser alterada através de
outras formas mantendo o método proposto neste pedido de patente. Por
exemplo, € possivel empregar outros microrganismos distintos do que foi
utilizado, que produzam enzimas distintas das lipases bem como em
quantidades diferentes. Além disso, a producédo pode ser alterada usando outros
meios de fermentacdo, outros suportes inertes, ou seja, condi¢cdes de cultivos
distintos dos que foram empregados.
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REIVINDICACOES

1. METODO PARA IMOBILIZAR LIPASES EM SUPORTES
ORIUNDOS DA INDUSTRIA TEXTIL DURANTE A FERMENTACAO NO

ESTADO SOLIDO caracterizado por realizar um procedimento de imobilizac&o

diferente do convencional, sendo a obtencédo do biocatalisador imobilizado em
suporte inerte, oriundo de residuos da industria téxtil, simultaneo a producao de
enzimas, por fermentacéo solida.

2. METODO PARA IMOBILIZAR LIPASES EM SUPORTES
ORIUNDOS DA INDUSTRIA TEXTIL DURANTE A FERMENTACAO NO

ESTADO SOLIDO, de acordo com a reinvindicagio 1, caracterizado por utilizar

preferencialmente suportes oriundos de residuos da inddstria téxtil ou outro
material inerte de baixo custo.

3. METODO PARA IMOBILIZAR LIPASES EM SUPORTES
ORIUNDOS DA INDUSTRIA TEXTIL DURANTE A FERMENTAQAO NO

ESTADO SOLIDO, de acordo com a reinvindicag&o 1, caracterizado por utilizar

preferencialmente o microrganismo Penicillium corylophilum para producao de
lipases, em meio de fermentacéo solido.

4. METODO PARA IMOBILIZAR LIPASES EM SUPORTES
ORIUNDOS DA INDUSTRIA TEXTIL DURANTE A FERMENTACAO NO

ESTADO SOLIDO, de acordo com a reinvindicacéo 1, caracterizado por utilizar

preferencialmente nas condicbes do processo de fermentacdo e imobilizacao
simultaneos, a proporcao de 10 g do substrato (meio de cultivo), 1 g de suporte
inerte (preferencialmente um residuo), tamp&o ou agua para umidade entre 50-
60%, 1 mL de solucdo de esporos do microrganismo, sendo mantidos até a
producdo maxima de enzima em estufa a temperatura especifica para o

microrganismo empregado.
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RESUMO

“METODO PARA IMOBILIZAR LIPASES EM SUPORTES
ORIUNDOS DA INDUSTRIA TEXTIL DURANTE A FERMENTAC}AO NO
ESTADO SOLIDO”

A presente invencdo refere-se a um processo de producdo, por
fermentacdo no estado sélido, e imobilizacdo de lipases utilizando como
suportes, tecidos oriundos da industria téxtil. Neste processo, o suporte é
misturado ao meio de cultivo sélido. Devido a umidade do meio, as lipases
extracelulares produzidas adsorvem no suporte téxtil adicionado ao meio
sélido. Ao final do processo de fermentacdo, o suporte contendo as enzimas
adsorvidas pode ser empregado diretamente em reacdes de biocatalise sem
preparos prévios. O objetivo da invencéo é aproveitar um residuo da industria
téxtil para imobilizar lipases ou enzimas em geral, agregando valor ao produto
final que seria descartado no meio ambiente. Além disso, visa minimizar as
etapas que envolvem um processo de imobilizacdo por adsorcédo fisica
convencional, a saber: extracdo da enzima; imobilizacdo; separacdo da enzima
imobilizada da solucdo inicial; secagem da enzima imobilizada. O método
proposto mostrou-se mais eficaz em termos de reducéo de tempo, dispensa na
utilizacdo de alguns equipamentos e manutencdo na eficiéncia catalitica da

enzima em relacdo ao método convencional.
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