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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a produ¢do de lipase pelo fungo
Mpyceliophthora sp F 2.1.4, por fermentacdo em estado solido (FES), fermentacdo
submersa (FS) e fermentacdo semi-solida. Alguns testes foram realizados para a
obtengdo do meio nutricional que melhor proporciona a producdo da lipase. Nas
condig¢des encontradas foi possivel a obtencao de 21 U/mL de lipase na FES, enquanto
que para a FS, a producdo caiu bruscamente tendo conseguido somente 0,20 U/mL,
indicando que a FES foi mais adequada para a producdo de lipase por Myceliophthora
sp F 2.1.4. As mesmas condi¢des também foram testadas para a fermentacdo semi-
solida com o uso de buchas vegetais e, dessa forma, a produ¢do enzimética voltou a
aumentar com aproximadamente 9 U/mL. A caracteriza¢do parcial da lipase produzida
pelo fungo Myceliophthora sp. F 2.1.4 por fermentacdo em estado solido indicou que a
enzima atua em seu maximo em pH entre 5,0 ¢ 7,0 ¢ a temperatura de 35°C sendo
estavel entre 35 e 50°C e em faixa de pH 4,0 € 9,0. A enzima foi sensivel a SDS, Al e
Hg”" e tolerante a etanol e metanol, solventes utilizados na produgio de biodiesel.
Quanto a especificidade aos substratos, a lipase apresentou atividade crescente com o
aumento da cadeia acila dos substratos sintéticos, conseguindo atuar em substratos com
cadeia superior a 10 carbonos, critério utilizado para classificar uma enzima como
lipase. Além disso, ela atuou bem em todos os substratos naturais testados, mostrando
sua eficiéncia para aplicagoes de digestao de oleos. A lipase foi imobilizada em alginato
de calcio e em quitosana sendo possivel uma reutilizagdo da enzima por 6 e 12 vezes
consecutivas, respectivamente. Estes resultados mostram que as propriedades fisico-
quimicas da lipase de Myceliophthora sp F 2.1.4 possuem um grande potencial para

aplicagdes industriais.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the production of lipase by the fungi Myceliophthora sp F
2.1.4, by solid-state fermentation (SSF), submerged fermentation (SmF) and semisolid
fermentation. Several tests were made in order to obtain the best nutritional media to
lipase production. This conditions were tested for SSF, SmF and semisolid
fermentation. The results of the tests showed that for SSF it was possible to obtain 21
U/mL of lipase. On the other hand, for SmF, the production declined brusquely having
obtained only 0,20 U/mL, indicating that the SSF was more appropriate for the
production of lipase by Myceliophthora sp F 2.1.4 than SmF. In addition, for semisolid
fermentation, using loofa sponges, the enzymatic production increased again with
approximately 9 U/mL. Partial characterization of lipase produced SSF showed that this
enzyme has maximum activity in both pH between 5,0 and 7,0 and temperature of 35
°C, being stable between 35 and 50 °C and in range of pH 4,0 and 9,0. The enzyme was
sensible to SDS, A’ and Hg%, and tolerant to ethanol and methanol, solvent used for
biodiesel production. Regarding the substrate specificity, the tests proved that the
enzyme studied seems to be a real lipase since it could act in long-chain substrate.
Moreover, it acted effectively for all natural substrates tested, being efficient for
applications of oil digestion. Lipase was immobilized in alginate of calcium and
chitosan, with the possibility of reuse of 6 and 12 consecutive times, respectively. These
results imply that the physicochemical properties of lipase produced by Myceliophthora

sp F 214 make it a great potential for industrial applications.



INTRODUCAO

A aplicagdo de enzimas em processos biotecnoldgicos apresenta vantagens
significativas sobre as reagdes quimicas tradicionais. Dentre o0s processos
biotecnoldgicos de transformagdes, as lipases se destacam por sua versatilidade em
reacdes de hidrolise e de sintese, podendo catalisar reagdes tanto em meio aquoso como
em meio organico, com teor de agua restrito. Além disso, possuem capacidade de
atuacdlo em uma ampla gama de substratos e apresentam quimio-regio €
enantiosseletividade. Entre as lipases de vegetais, animais e microbianas, estas ultimas
sdo as mais utilizadas, pela facilidade de producdo e abundancia de microrganismos
capazes de sintetiza-las.

As lipases tém sido utilizadas em uma variedade de segmentos biotecnologicos,
como em industrias de alimentos, de detergentes, agroquimica, oleoquimica e
biocombustiveis. Apesar das vantagens evidentes do uso de lipases nesses processos,
existem ainda problemas a serem resolvidos, principalmente do ponto de vista
econdmico, pois o custo de produgdo e purificagdo muitas vezes torna 0s processos
enzimaticos inviaveis.

Este trabalho trata da producao de lipase pelo fungo termofilico Myceliophthora
sp F 2.1.4 e a caracterizagdo parcial da enzima e sua imobilizagdo por encapsulagdo e
ligacdo covalente, buscando contribuir para o desenvolvimento da tecnologia enzimatica

brasileira.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Enzimas

Enzimas sdo proteinas biocataliticas que regulam a velocidade das reacdes
bioquimicas que ocorrem nos sistemas vivos. Atuam de forma a acelerar a reacdo com
reducdo de energia de ativacdo, sem, no entanto, alterar a constante de equilibrio ou a
energia livre da reagdo. O que as diferencia de um catalisador sintético (quimico) ¢ a sua
capacidade de catalisar uma reagao em condi¢des brandas, como em solugdes aquosas
em temperaturas baixas e pressdo normais, com conseqiiente diminui¢do do risco de
desnaturagdo térmica dos compostos termolabeis, da redugdo das necessidades
energéticas e dos efeitos corrosivos dos processos (KENNEDY; CABRAL, 1983;
DIXON; WEBB, 1986; BAILEY; OLLIS, 1986). Algumas enzimas também podem
exercer sua atividade catalitica em meios organicos, ¢ em condi¢des de alta pressdo,
como ¢ o caso das lipases, alcool desidrogenases e fosfatase alcalina (DORDICK,

1991).

1.1 Lipase

As lipases s3o enzimas encontradas em microrganismos, plantas e animais
(GILBERT, 1993; WOHLFAHRT, 1993; JAEGER et al. 1994). Elas sao classificadas
como hidrolases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) e atuam sobre a ligacdo éster de
varios compostos, sendo os acilglicerois seus substratos preferidos (JAEGER; REETZ,
1998). As lipases podem ter massa molecular variando entre 20 a 75 kDa, atividade em
pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas de ambiente at¢ 70°C. Contudo, sua
termoestabilidade varia consideravelmente em func¢do da origem, sendo as lipases
microbianas as que possuem maior estabilidade térmica (JAEGER et al., 1994;
VULFSON, 1994; WOOLLEY; PETERSEN, 1994; PEREIRA, 1995; SVENDSEN et
al., 1997; SHANLEY, 1998; JAEGER; REETZ, 1998; KAZLAUSKAS;
BORNSCHEUER, 1998).

A estrutura tercidria de todas as lipases descritas, tanto de eucariotos quanto
procariotos, ¢ do tipo o/pf hidrolase (SCHRAG; CYGLER, 1997). O sitio ativo das
lipases ¢ formado por uma triade catalitica constituida pelos aminoacidos serina, 4cido
aspartico (ou glutdmico) e histidina. O residuo nucleofilico serina est4 localizado no C-
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terminal da fita B5 de um pentapeptideo GXSXG altamente conservado, formando uma
caracteristica principal 8 em torno de o”, designada como a cavidade nucleofilica
(PETERSEN, 1996; JAEGER; REETZ, 1998). O sitio ¢ composto de uma folha 3
central consistindo de 8 diferentes fitas B (B1-f8) conectadas com seis a hélices (A-F)

(PETERSEN, 1996) (Figura 1).

nucledfilo acido histidina

J“‘\ Y \
; i
- C

Bl B2 P4 oA B3 oB BS ac P6 on BT E P8 aF

Figura 1. Modelo estrutural do sitio ativo de o/f hidrolases (POUDEROYEN et al.,
2001).

O mecanismo envolvido na hidrolise catalisada pelas lipases ¢ ilustrado na
Figura 2. No primeiro passo, a serina ¢ ativada por desprotonacdo . Consequentemente,
a nucleofilicidade dos residuos hidroxil da serina ¢ refor¢ada e ataca o grupo carbonil da
ligacdo éster da cadeia do substrato formando um intermediario acil-enzima. O anel
imidazolico da histidina fica protonado e carregado positivamente, sendo estabilizado
pela carga negativa do residuo acido. O intermediario tetraédrico ¢ estabilizado por duas
pontes de hidrogénio formadas com ligagdes amida dos residuos de aminoacidos. Um
alcool ¢ liberado, deixando um complexo acil-enzima. Em um segundo ataque
nucleofilico por um ion hidroxila, o 4cido graxo € liberado e a enzima ¢é regenerada

(JAEGER et al., 1994; REIS et al., 2009).
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Figura 2: Mecanismo da hidroélise pelas lipases (JAEGER et al., 1994)

O sitio ativo da maioria das lipases conhecidas ¢ coberto por uma superficie
entrelacada, denominada de tampa (ou /id). Quando hé ligacdo do substrato na
superficie da enzima, esta tampa move-se, alterando a forma fechada da enzima para a
forma aberta deixando o sitio ativo acessivel ao substrato e, ao mesmo tempo, expondo
uma larga superficie hidrofobica que facilita a ligagdo da lipase a interface
(PETERSEN, 1996; JAEGER; REETZ, 1998).

Este fenomeno ¢ referido como -ativacdo interfacial”’. Logo, as lipases
preferencialmente atuam em interface agua-6leo, ou agua-solvente organico, e a
-ativagdo interfacial” relaciona o aumento da atividade da lipase em funcdo de
substratos insoliveis, ou seja, as lipases atuam preferencialmente em substratos
emulsionados (BRZOZOWSKI, et al., 1991; JAEGER; REETZ, 1998; SHARMA et al.,
2001).



O fenomeno da ativagdo interfacial foi descrito por Holwerda et al. (1936) e
Schenheyder e Volqvartz (1945). Medindo a atividade da lipase pancredtica frente a
tricaproina, os autores observaram que a hidrolise era enormemente aumentada quando
a concentragcdo do substrato excedia o limite de solubilidade. Este comportamento foi
chamado de ativa¢ao interfacial. Em 1958, Sarda e Desnuelle, repetindo os
experimentos de Holwerda et al. (1936) e Schenheyder e Volqvartz (1945), observaram
que esterases eram ativas somente sobre substratos molecularmente dispersos, enquanto
lipases constituiam uma classe especial de esterases que apresentavam maior atividade
sobre substratos formando agregados plurimoleculares. Desta forma, foi postulado que
o fendmeno da ativagdo interfacial seria uma caracteristica das lipases que as
distinguiria de outras esterases. Com a descri¢ao tridimensional de algumas lipases, a
lid foi correlacionada ao fendmeno da ativacdo interfacial. A abertura da lid ¢
conseqiientemente a ativacdo da lipase seriam favorecidas pela interagdo da [lid
hidrofébica com a interface formada por substratos agregados ou micelizados.

Ferrato et al. (1997) revisaram o fendmeno da ativacdo interfacial e observaram
que a ativacdo em presenca de interfaces varia de acordo com a enzima empregada e
com substratos e condigdes experimentais. Além disso, segundo os autores, nem a
presenga da /id nem a ativacdo interfacial sdo caracteristicas genéricas de todas as
lipases.

Recentemente, revelou-se que a presenga dessa estrutura em forma de tampa
nem sempre estad correlacionada com a ativacdo interfacial. Lipases de origem
microbiana (Pseudomonasaeruginosa, Burkholderia glumae e Candida antarctica B) e
uma lipase pancredtica ndo especifica ndo mostraram ativagdo interfacial, embora
apresentem uma —tampa” anfifilica cobrindo seus sitios ativos. Esta observacdo sugere
que a presenca de uma tampa dominante e a ativagdo interfacial ndo sdo critérios
adequados para classificar uma enzima como lipase. Portanto, a defini¢do mais aceita ¢
a seguinte: uma lipase ¢ uma carboxiesterase que catalisa a hidrolise de acilglicerdis de
cadeia longa (JAEGER; REETZ, 1998).

Embora muitos aspectos do mecanismo catalitico das lipases ainda ndo estejam
esclarecidos, os dados estruturais das lipases permitem algumas conclusdes: a) a
maioria das lipases sofre profundas mudancas estruturais durante a ativagao interfacial;
a lid se move deixando a enzima na forma aberta e ativa, expondo uma grande
superficie hidrofébica de interacdo lipideo-proteina; b) a abertura da lid pode ser
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facilitada por solventes organicos, provavelmente por dimuicao da constante dielétrica
do meio; c) a interacdo lipideo-proteina provavelmente ¢ complexa, ndo podendo ser
explicada por modelos cinéticos simples (BRZOZOWSKI et al., 1991).

Para aplicacdo industrial, a especificidade da lipase ¢ um fator crucial (FABER,
1997, KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998). As lipases podem mostrar
tiposeletividade, regioseletividade e estereoseletividade em suas reagdes com
triacilglicerois (VILLENEUVE et al.,, 1996; MURALIDHAR et al., 2002). A
tiposeletividade ocorre quando uma lipase ¢ especifica para um acido graxo em
particular (ou um grupo de acido graxo), hidrolisando um tipo particular de éster de
acido graxo.

A regioseletividade ocorre quando a lipase ¢ capaz de hidrolisar grupos de éster
carboxilicos primarios nas posigdes Sn-1 e Sn-3, mas ndo posi¢do Sn-2. Nessa
classificagdo, as lipases podem ser divididas em trés grupos:

- Lipases ndo especificas (ex: produzidas por Candida rugosa, Staphylococcus
aureus, Chromobacterium viscosum e Pseudomonas sp.) hidrolisam ésteres de acidos
graxos primdrios ou secundarios, liberando 4cidos graxos na posicao 1(3) ou 2 (Figura
4). Neste caso, os produtos sdao similares aqueles produzidos por catalise quimica,
porém com menor grau de termodegradagdo, devido a temperatura na biocatalise ser
bem inferior (JENSEN et al., 1990; KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998).

- Lipases 1,3 especificas (ex: de Aspergillus niger, Mucor javanicus, Humicola
lanuginosa, Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae, Candida lipolytica, Rhizopus niveus e
Penicillium roquefortii) hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos primarios, isto €, na
posicdo 1 ou 3 (Figura 3). (KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998; WILLIS;
MARAGONI, 1999).

- Lipases 2 - especificas sdo lipases que hidrolisam as ligacdes éster na posicao 2

do triacilglicerol.
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Figura 3: Reac¢des catalisadas por lipases do tipo ndo especifica e do tipo 1,3 especifica.

A estereoseletividade ocorre quando a lipase ¢ capaz de diferenciar entre dois

enantiomeros em um substrato racémico (MITCHELL et al., 2008).

1.2 Fontes para obten¢ao das lipases

As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e vegetais e podem ser
produzidas por fermentagdo usando varias espécies de micro-organismos. Em
eucariotos, as lipases estdo envolvidas em varios estagios do metabolismo incluindo
digestdo de gordura, absorc¢do, reconstituicdo e metabolismo de lipoproteinas. Em
plantas, as lipases sdo encontradas em tecidos de reserva de energia (SHARMA, et al.,
2001) e as sementes oleaginosas provavelmente usam esta enzima durante os primeiros
estagios de germinagao, iniciando a metabolizagdo de triglicerideos estocados através da
hidrolise dos acidos graxos. Os &cidos graxos liberados sdo levados as vias de producao
de energia e assim, fornecem energia para o crescimento do embrido (STAUBMANN et
al., 1999).

Enzimas microbianas sdo geralmente mais utilizadas que as enzimas derivadas
de plantas ou animais devido a grande variedade de atividade catalitica disponivel, ao
alto rendimento possivel, a facil manipulagdo genética, ao fornecimento regular devido
a auséncia de flutuagdes sazonais e ao rapido crescimento dos micro-organismos com
baixo-custo. Enzimas microbianas também podem ser mais estaveis que as
correspondentes em plantas e animais e sua produgdo ¢ mais conveniente e segura

(WISEMAN, 1995).



As fontes fingicas t€m sido preferencialmente utilizadas, ndo necessariamente
devido as suas melhores caracteristicas em relacdo as lipases bacterianas, mas sim
porque na sua grande maioria ndo sdo nocivas a saude humana, sendo reconhecidas
como GRAS - Generally Regarded as Safe (JAEGER et al., 1994). Fungos de diversos
géneros demonstraram ser bons produtores de lipases e as suas enzimas tém sido
estudadas sob o ponto de vista académico e industrial. Por exemplo, lipases de
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Mucor javanicus, Rhizopus niveus, Rhizopus
oryzae, Penicillium camembertii, Penicillium roqueforti e da levedura Candida rugosa.

Dentre as bactérias produtoras de lipases, comercialmente estdo disponiveis as
enzimas de Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens, Bulkholderia (anteriormente
Pseudomonas) cepacia para a aplicagao em sintese quiral e as lipases de Burkholderia
sp. e Arthrobacter sp. utilizadas na determinagdo diagnostica de triacilglicerdis. O
rapido crescimento celular, em relagdo aos fungos, ¢ uma das vantagens das fontes

bacterianas como produtoras destas enzimas (JAEGER et al., 1999).

1.3 Reacgoes catalisadas pelas lipases

As lipases catalisam uma série de diferentes reacdes (KAZLAUSKAS;
BORNSCHEUER, 1998; VILLENEUVE et al., 2000). Além de quebrar as ligagcdes de
¢éster de triacilglicer6is com o consumo de moléculas de agua (hidrdlise), as lipases sao
também capazes de catalisar a reagdo reversa sob condi¢cdes microaquosas, cOmo por
exemplo, a formacao de ligagdes éster, a partir de um alcool e 4cido carboxilico (sintese
de éster) (GANDHI, 1997; YAHYA et al., 1998). Estes dois processos basicos podem
ser combinados numa seqiiéncia logica para resultar em reacdes de interesterificagdo
(acidolise, alcodlise e transesterificagdo), dependendo dos reagentes de partida
empregados (Figura 4) (VULFSON 1994; WOOLLEY; PETERSEN,1994; BALCAO
et al., 1996). Sob determinadas condi¢gdes, a quantidade de dgua na reacao determina a
direcdo da reacdo catalisada pela lipase. Quando ha pouca ou nenhuma quantidade de
dgua, somente a esterificagdo ou a transesterificagdo sdo favordveis. A hidrolise ¢

favorecida quando existe um excesso de agua (KLIBANOV, 1997).
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Figura 4: Reagdes catalisadas por lipases (REIS et al., 2009)

A reagdo tipica catalisada pelas lipases em meio aquoso ¢ a hidrolise de éster.
Esta reacdo ocorre via hidrélise seqiiencial dos grupos acila no glicerideo, de tal forma
que, num dado momento, a mistura reacional contém ndo somente triglicerideo, agua,
glicerol e 4cidos graxos, como também diacilglicerois e monoacilglicerois
(HARALDSSON, 1991; GANDHI, 1997). O processo enzimatico ndo somente reduz os
requerimentos energéticos como também previne a decomposicdo de alguns acidos
graxos (MACRAE; HAMMOND, 1985; WILLIS; MARAGONI, 1999).

A interesterifica¢dao € o processo mais usado para a obtengdo de 6leos e gorduras
com fun¢des desejaveis na manufatura de produtos especificos. Esse processo consiste
em um rearranjo na molécula de glicerol possibilitando modificacdes das propriedades
dos o6leos e gorduras, por meio de um catalisador que, em sua forma ativa, promove a
separacao dos acidos graxos da cadeia inicial.

Na reacdo de transesterificagdo, os triglicerideos reagem com alcool na presenca

do catalisador. A forma simplificada dessa reagdo quimica ¢ apresentada na Figura 5,
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onde R1, R2 e R3 sdo hidrocarbonetos de cadeia longa. Normalmente, existem cinco
tipos de cadeias nos Oleos vegetais e animais: palmitico, estearico, oléico, linoléico e
linolénico. Geralmente, o metanol ¢ o alcool preferido para a produgdo de biodiesel

devido ao seu baixo custo.

CH,-0-CO-R, CH,-OH R-0-CO-R,
[ {Catalyst) |
CH-O-CO-R, + 3ROH ———— (H-OH R-O-CO-R,
[ [
CH,-0-CO-R, CH,-OH R-O-CO-R,
iTriglyceride) {Alcohol) ( Glycerol) (Mixture of fatty acid esters)

Figura 5: Reacdo de transesterificacdo catalisada pelas lipases (LEUNG et al.,
2010)

1.4 Aplicacoes industriais das lipases

Enzimas lipoliticas estdo atraindo uma enorme atencao devido ao seu potencial
biotecnoldgico (BENJAMIN; PANDEY, 1998).  Elas constituem a principal classe de
enzimas empregadas na industria, sendo que as lipases se diferenciam por catalisar
reacdes de sintese, além das suas reagdes hidroliticas naturais sobre lipideos, o que as
tornam atrativas para aplicacoes em segmentos industriais bastante diversificados.

Abaixo serdo listadas algumas das principais aplicagdes das lipases no setor industrial.

a) Industria de detergentes

O wuso de lipases como aditivos em detergentes ainda representa a maior
aplica¢do industrial destas enzimas (KIRK et al., 2002). Devido a sua capacidade em
hidrolisar gorduras, as lipases sdo mais aplicadas nesse setor industrial. O tipo de lipase
adequada para ser utilizada na industria de detergentes possui as seguintes
caracteristicas: baixa especificidade de substratos (habilidade em hidrolisar oleos e
gorduras de varios compostos); habilidade para suportar condi¢cdes do processo de
lavagem (pH 10 — 11, temperatura 30- 60°C); capacidade para suportar surfactantes e

outras enzimas (proteases), que sao importantes ingredientes de muitos detergentes.
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b) Industria de alimentos

Oleos e gorduras sdo componentes importantes dos alimentos. O valor
nutricional e sensorial e as propriedades fisicas de um triglicerideo sdo fortemente
influenciados por fatores como a posi¢ao dos acidos graxos no glicerol, o comprimento
da cadeia do acido graxo, e seu grau de insaturacao. O uso das lipases pode modificar as
propriedades dos lipidios, alterando a localizacdo de cadeias de acidos graxos no
glicerideo e substituindo um ou mais 4cidos graxos. Desta forma, um lipidio
relativamente barato e menos desejavel pode ser modificado para um valor mais elevado
de gordura (COLMAN; MACRAE, 1980; PABAI et al., 1995a,b; UNDURRAGA et al.,
2001).

A hidrolise seletiva da gordura do leite ¢ um outro exemplo de aplicagdo
potencial de lipases. Segundo Balcdo e Malcata (1998), o declinio do consumo per
capita de gordura de leite em diversos paises € a demanda por leite e derivados com
menor teor de gordura t€ém aumentado a necessidade e o interesse do setor industrial em
encontrar alternativas para o uso desta gordura. Neste caso, a lipase ¢ responsavel pela
formag¢do do aroma distinto no preparo de queijos do tipo Cheddar, para produzir
substitutos de manteiga, aroma de queijo e outros aditivos usados na manufatura de
cereais, balas, aperitivos e bolos.

Produtos deste tipo de gordura tém sido extensivamente utilizados em cereais,
molhos, aperitivos e assados em geral (um exemplo classico ¢ o uso em pipocas),
resultando em produtos com melhor aroma e maior aceitabilidade pelos consumidores.
A adigdo desses hidrolisados aos alimentos confere uma variedade de efeitos
organolépticos e ¢ dependente da quantidade empregada. Em niveis baixos, nenhum
aroma de 4cido graxo livre no alimento ¢ detectavel, ocorrendo apenas um
enriquecimento caracteristico no aroma; conforme o teor dessa adi¢do ¢ aumentado, um
aroma semelhante a manteiga comeca a ser detectado e, em presenca de elevados niveis,
o aroma sugere queijo (BALCAO; MALCATA, 1998).

As caracteristicas dos hidrolisados dependem da fonte da lipase utilizada, sendo
adequadas as enzimas oriundas do leite (lipase lipoprotéica), pancreas (lipase
pancreatica), fungos (Aspergillus niger, Geotrichum candidum, Penicillium roquefortii),
bactérias (Achromobacter lipolyticum, Pseudomonas fluorences) e trato gastrointestinal

(BALCAO; MALCATA, 1998).

11



Outro campo de aplicagdo de lipase na industria de alimentos, com boa
perspectiva de crescimento, ¢ no setor de panificagdo. O uso de lipase 1,3-especifica
tem um excelente efeito condicionador da massa, facilitando o seu manuseio em
maquinas convencionais da industria de panificagdo. Além disso, aumenta o volume do
pao, melhora a textura do miolo e confere ao mesmo uma cor mais branca. Nesta
aplicagdo, a lipase degrada os lipideos do trigo, modificando sua interacdo com o gluiten,
permitindo que o gliten obtenha uma rede mais forte e mais elastica (SI, 1997).

Um dos mais importantes usos da lipase, em processos de interesterificacao de
Oleos e gorduras, ¢ o aproveitamento de 6leos de baixo custo para produgao de analogos
de manteiga de cacau (VULFSON, 1994; WOOLLEY; PETERSEN, 1994; FACIOLI,
GONCALVES, 1998; UNDURRAGA et al., 2001; KHUMALO et al., 2002). A
manteiga de cacau ¢ um tipo de aditivo, que confere ao chocolate as caracteristicas
necessarias de cristalizagdo e fusdo. Geralmente, os produtos de chocolate contém 30%
de manteiga de cacau. Esta, tendo um custo bem elevado, levou o setor alimenticio a
buscar solugdes mais econdmicas para a sua substituigdo no processo, tendo os
chamados andlogos de manteiga de cacau alcancando uma posi¢do de destaque, sob o
ponto de vista técnico e econdmico, para aplicagdo na produgao de chocolates e seus
derivados (FACIOLI; GONCALVES 1998; UNDURRAGA et al., 2001; KHUMALO
et al., 2002).

¢) Industria de papel e celulose

O _Pich* (termo utilizado para descrever todo tipo de material hidrofobico da
madeira, principalmente triglicerideos e ceras), causa graves problemas na manufatura
de papel e celulose (JAEGER; REETZ, 1998). As lipases sdo usadas para remover o
pitch da celulose produzida para fabricagdo de papel. Uma indlstria de papéis chamada
Nippon, no Japao, tem desenvolvido um método para controle do pitch que usa lipase
de Candida rugosa para hidrolisar até 90% dos triglicerideos da madeira. (JAEGER;
REETZ, 1998).

d) Tratamento de efluentes
As lipases podem ser utilizadas para a remog¢do de dleo presente nas aguas
residuarias de fabricas, restaurantes e residéncias, ou proveniente de industrias de
refinacdo de 6leos e que poluem solos e dguas (JAEGER; REETZ, 1998; PANDEY et
12



al., 1999; CAMMAROTA et al., 2001). Existem experiéncias descritas sobre o cultivo
de microrganismos lipofilicos em dguas residudrias para a remog¢ao de filmes de gordura
(DEFELICE et al., 1997, VITOLO et al., 1998). As lipases também podem ser
utilizadas na remog¢ao de depdsitos de gordura que se formam em sistemas de tubulagao
de agua quente, bebidas ou alimentos liquidos (PANDEY et al., 1999).

A aplicagdo de lipases tem sido também preconizada na degradacdo biologica e
remocdo de carga lipolitica de efluentes industriais gerados em frigorificos,
abatedouros, laticinios e industrias de alimentos em geral (LIE; MOLIN, 1991;
GANDHI, 1997; PANDEY et al., 1999). Estas industrias produzem um elevado teor de
residuos liquidos e solidos, com odores desagradaveis, que prejudicam intrinseca e
extrinsecamente as unidades industriais.

Neste contexto, processos alternativos que visam a recuperagdo ou diminuigao
da carga de gorduras de efluentes sdo de extremo interesse para a industria. Um
tratamento preliminar desses efluentes por meio da agdo das lipases reduz o teor de
lipideos, o didmetro das particulas de gorduras em até 60% e o tempo de residéncia do
efluente nas lagoas de estabilizacdo (MASSE et al., 2001; LEAL et al., 2002). O uso de
lipases em tratamento de efluentes fornece varias vantagens potenciais, entre as quais
destacam-se a simplicidade e facilidade no controle do processo; ndo ha necessidade de
aclimatagdo de biomassa; ndo hé efeitos de choque por carga de poluentes; aplicagdo em
processos com baixa ou alta concentracdo de poluentes; operacdo em amplas faixas de

pH, temperatura e salinidade (KARAM; NICELL, 1997).

e) Sintese organica
As lipases sdo usadas em uma grande variedade de reagdes quimio-, regio-, €
estereosseletiva (RUBIN; DENNIS, 1997b; KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998;
BERGLUND; HUTT, 2000). A maioria das lipases usadas como catalisadores na
quimica organcia sd3o de origem microbiana. A enzima catalisa a hidrolise de

triglicerideos imisciveis em agua na interface.

f) Sintese de ésteres
Esteres originados de acidos graxos de cadeia curta possuem aplicagdes na
industria de alimentos. Metil e etil ésteres de acidos de cadeia longa sdao utilizados na
industria de biocombustiveis (VULFSON, 1994). Uma das aplicacdes mais
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interessantes para a lipase consiste na produg¢do de biodiesel, o qual tem ganhado
importancia nos ultimos anos devido a sua habilidade em substituir os combustiveis
fosseis que sdo susceptiveis de se esgotarem dentro de um século. Além disso, o
biodiesel ¢ mais vantajoso ecologicamente em relagdo aos combustiveis fosseis
(RANGANATHAN, 2008). Na producao de biodiesel por métodos enzimaticos,
catalisados por muitas lipases, algumas desvantagens como formagdo de sabdes,
pigmentos, entre outras decorrentes da catalise quimica, podem ser eliminadas e, assim,

0s processos enzimaticos sao alternativas promissoras (ANTCZAK et al., 2009).

g) Industria de cosméticos
As lipases podem ser utilizadas para a producdo de isopropil miristato, isopropil
palmitato e 2-etil-hexil-palmitato que sao encontrados nos cremes de pele,
bronzeadores, 6leos de banho, etc. O uso da enzima no lugar do catalisador acido
origina produtos com maior qualidade. Retindides (vitamina A e derivados) sdo bastante
utilizados neste setor industrial. Derivados de retinol dissolvidos em &gua sdo

preparados pela reacdo catalitica da lipase imobilizada (MAUGARD et al., 2002).

h) Lipases em processamento de cha

A qualidade do cha preto ¢ dependente da desidratagdo, quebra mecanica e
fermentag¢do enzimadtica a que sdo submetidos os brotos de cha. Durante a manufatura
do cha preto, a etapa enzimatica desarranja as membranas lipidicas para iniciar a
formagdo de produtos volateis que fornecem o sabor caracteristico do produto
enfatizando a importancia do lipideo no desenvolvimento do aroma. Lipases produzidas
pelo Rhizomucor miehei aumentam o nivel de d4cidos graxos poli-insaturados
observados pela reducao do conteudo total de lipideos (LATHA; RAMARETHINAM et
al. 1999).

2. Imobiliza¢ao de enzimas e células

A especificidade de uma enzima envolve a discriminagdo entre substratos
(especificidade pelo substrato), entre partes similares da molécula (regioespecificidade)
e entre isdmeros Opticos (estereoespecificidade) (SEEGER et al., 1999; VAN DER
WEREF et al., 1999; ADELT et al., 2003; WOLOSOWSKA; SYNOWIECKI, 2004;
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ERICKSEN et al., 2005; JU; PARALES, 2006), e essas caracteristicas conferem a esses
catalisadores uma alta eficiéncia para diversas aplicagdes como citadas anteriormente.

Embora as vantagens das enzimas sejam muitas, suas utilizagdes em processos
industriais tém sido limitada, devido a: baixa estabilidade nas condi¢des de operagdo;
elevado custo de obten¢do da enzima, desde o isolamento até a purificacdo, e
dificuldade técnica e do elevado custo para a separagdo do substrato e produto, ao final
da reagdo. Isto restringe o emprego das enzimas soluveis, essencialmente em processos
em batelada, onde a mistura substrato — enzima permanece em contato pelo tempo
necessario para se atingir um determinado grau de conservagdo. Ao final do processo, a
eliminagdo da enzima e de outras proteinas ¢ realizada por meio de variagcdes de pH ou
tratamento térmico. Estes processos desnaturam a enzima, provocando a perda da
atividade e impedindo sua reutilizagao em bateladas posteriores.

Neste contexto, algumas pesquisas tém ganhado importincia no intuito de
aproveitar mais o potencial das enzimas, ligando-as em suportes sélidos insoluveis ao
meio reacional, ou tornando-as insoliveis por meio de reagdes entre seus grupos
quimicos. Estes processos sao conhecidos como imobilizagdao de enzimas.

Enzimas imobilizadas sdo definidas como —enzimas confinadas fisicamente ou
localizadas em uma regido definida de um suporte, com retengcdo de sua atividade
catalitica, e que pode ser usado repetida e continuamente” (JEGANNATHAN et al.,
2008).

Do ponto de vista comercial, as principais vantagens da utilizagdo de enzimas
imobilizadas, em relagdo as enzimas soliveis sdo, praticamente, aquelas relativas a
catalise heterogénea: aproveitar a atividade catalitica por um maior periodo de tempo,
uma vez que a enzima nao deve ser desnaturada ao final do processo de batelada; operar
de forma continua possibilitando um maior controle das varidveis do processo, pois o
catalisador ¢ retido no interior do bioreator € o substrato passa pelo leito catalitico em
escoamento continuo, ou transfere-se o biocatalisador para novas bateladas contendo
solugdo de substrato novo (processo em bateladas repetidas); facilitar a separagdo do
catalisador e do produto da reacdo, visto que a enzima imobilizada, por estar na forma
insolivel ao meio reacional, ¢ retida no interior do bioreator e o substrato que ndo
reagiu e produtos sdo retirados sem contaminagdao com o biocatalisador; reduzir o
volume de reacdo, pois a enzima estando imobilizada e retida no bioreator permite uma
alta concentragdo enzimdtica em menor volume de reator, isto ¢, uma alta atividade por
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unidade de volume, muito superior a que seria obtida com a enzima livre; alterar, em
alguns casos, as propriedade cataliticas da enzima em relagdo a sua forma soluvel, como
por exemplo, conferir maior estabilidade ao pH e a temperatura, reduzir os efeitos de
inibicao pelo substrato e produto, pois estes sao removidos continuamente do biorreator;
facilitar a interrup¢ao da reagdo, quando se atinge um determinado grau de conversao,
pela remogao do biocatalisador (HARTMEIER, 1988; MESSING, 1975; RESEVEAR
et al., 1987).

Existem varios métodos de imobilizagdo para lipases (Figura 6) incluindo
adsorc¢ao, ligacdo covalente e encapsulagao. A adsorcao ¢ a fixagdo da lipase em uma
superficie por forcas fracas como Van der Walls ou interagdes hidrofobicas.
(JEGANNATHAN et al., 2008). Na imobilizagdo por ligacdes covalentes a enzima se
ligar irreversivelmente a um suporte sélido (TREVAN, 1988a,b). No método de
encapsulacdo, ocorre a captura da enzima em uma matriz polimérica JEGANNATHAN

et al., 2008).

Métodos para Imobilizagio de Enzimas
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Figura 6: M¢étodos de imobilizacio de enzimas (DALLA-VECCHIA et al.
2004)

Nesse trabalho a lipase de Myceliophthora sp F 2.1.4 foi imobilizada pelo
método de encapsulagdo utilizando o polimero alginato de sédio e por ligagdes
covalentes utilizando o polimero quitosana. O alginato ¢ extraido de algas marrons do
tipo Phaeophyceae (HERTZBERG et al., 1992). Ele ¢ constituido por dois acidos
urénicos, o guluroénico (G) e o manurdnico (M) e tem a propriedade de formar gel em

contato com cations di e multivalentes. Os residuos podem estar dispostos
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continuamente, formando blocos homopoliméricos ou alternadamente, formando blocos
heteropoliméricos (Figura 7). Os cations polivalentes ligam-se ao polimero sempre que
ha dois residuos do acido gulurdnico, e a geleificagdo, que consiste na troca de ions,

depende da disponibilidade desses residuos (SMIDSROD; DRAGET, 1996) (Figura 8).
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Figura 7: Representacdo da estrutura do alginato. (A) blocos homopoliméricos
de residuos M; (B) blocos homopoliméricos de residuos G; (C) blocos
heteropoliméricos de residuos M e G.
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Figura 8: Formacao do gel de alginato de célcio: (a) homopolimeros de unidade
de 4cido guluronico em solugdo; (b) ligagdo entre as cadeias homopoliméricas por meio
dos ions calcio situados entre os grupos com carga negativa; (c) formagao da rede de gel
com cadeias homopoliméricas unidas por meio dos ions calcio (KAWAGUTI; SATO,
2008).

A quitosana (Figura 9) ¢ um biopolimero obtido pela desacetilagdo alcalina da
quitina (um polimero composto de unidades de acetilglicosamina). A quitina esta
presente nos exoesqueletos dos crustaceos, nas cuticulas dos insetos e nas paredes

celulares de muitos fungos (ROBERTS, 1992).
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Figura 9: Estrutura da quitosana (JANEGITZ et al., 2007)
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A preparagdo de um hidrogel contendo quitosana covalentemente ligada requer a
quitosana e um crosslinker em um solvente apropriado, geralmente agua. Os
crosslinkers sdo moléculas com pelo menos dois grupos reativos funcionais que
permitem a formagao de pontes entre as cadeias poliméricas (BERGER et al., 2004).
Atualmente, o crosslinker mais comumente usado sdo os dialdeidos como glioxal
(PATEL; AMIJL, 1996; KJALID et al., 1999) e principalmente o glutaraldeido (ALY,
1998; YAMADA et al., 2000, DENKBAS ¢t al., 2000). Ocorre, entdo, uma reagdao do
grupo aldeido formando uma ligagdo covalente com o grupo amino da quitosana
(MONTEIRO; AIROLDI, 1999; YAO et al., 1995).

Outro método biotecnoldégico de uso cada vez mais freqiiente ¢ o de
imobilizacdo de células que além de eliminar a necessidade de purificacdo e passos de
extracdo da enzima, também proporciona maiores rendimentos da atividade enzimatica,
maior estabilidade operacional, maior resisténcia a perturba¢des ambientais ¢ baixo
custo (KIERSTAN; COUGHLAN, 1985).

Estudos mostraram que ambos os métodos — imobilizagdo da enzima e da célula
— sao altamente eficientes quando comparados ao uso da enzima na sua forma livre

(RANGANATHAN et al., 2008).

3. Fermentacio em estado sélido e submersa

Existem trés técnicas de fermentacdo para a producdo de lipase: fermentagdo em
estado solido (FES), fermentacdo submersa (FSm) e fermentacdo com células
imobilizadas (BENJAMIN; PANDEY, 1997; ELIBOL; OZER, 2002; ELIBOL; OZER,
2000). A ultima pode ser considerada como uma derivagdo da FSm j& que € preparada
da mesma forma, diferenciando somente por ter cubos de esponjas de poliuretano
adicionadas ao meio. Entretanto essa técnica apresenta algumas vantagens ja que ¢ um
facil caminho para reduzir o tempo de duragdo da fermentagdo em batelada repetida,
devido a diminuicdo do tempo necessario para o crescimento celular (YANG et al.,
2005).

Dessa forma, podemos dividir os processos fermentativos em fermentacdo em
estado solido e fermentagao submersa.

A maior diferencga entre esses dois bioprocessos ¢ a quantidade de agua livre no
substrato. No caso da fermentacdo submersa, a quantidade de substancia solida
raramente alcanga mais que 50 g/L, enquanto isso na fermentacdo em estado solido a
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parte solida apresenta tipicamente entre 20 a 70% do total de peso. Mais
especificamente, a FES ¢ definida pela auséncia ou quase auséncia de adgua livre nos
espacos entre as particulas solidas. Ja que os micro-organismos necessitam de agua para
o crescimento, na FES eles obtém dgua da umidade dentro do substrato.

Outra diferenca importante entre esses dois processos refere-se ao crescimento
dos micro-organismos. Na FSm todos os substratos estdo livremente acessiveis aos
micro-organismos, enquanto que na FES os substratos que estdo realmente disponiveis
aos micro-organismos podem aumentar, diminuir ou permanecer relativamente
constantes durante a fermentacdo (KNAPP; HOWELL, 1977). Isto ¢ devido a uma
complexa interacdo de diversos fatores incluindo a produgdo e difusdo de enzimas
hidroliticas extracelulares, a difusdo de produtos hidroliticos e a penetragdo dos micro-
organismos no substrato (MITCHELL et al., 1991; VARZAKAS, 1998).

Os substratos utilizados na FES sdo tipicamente produtos derivados da
agricultura ou produtos derivados da transformagdo de produtos agricolas. Os exemplos
incluem graos de arroz, tubérculos de mandioca, soja, farelos de arroz e de trigo, farinha
de milho e de arroz, bagaco de cana de agucar, entre outros. Esses substratos podem
requerer preparagdes ou pré-tratamentos que visam o aumento as susceptibilidade de
macromoléculas para um melhor ataque das enzimas microbianas, além disso os
substratos podem ser picados para facilitar a acessibilidade do interior das particulas aos
micro-organismos (MITCHELL et al., 2000).

Os fungos filamentosos sdo o grupo de micro-organismos mais indicados para
serem utilizados em FES devido ao modo de crescimento das hifas (que se espalham
radialmente), que permite ao fungo acessar nutrientes localizados no interior do
substrato.

A fisiologia dos fungos também os habilita aos processos de FES. Os fungos
crescem bem em sistemas com baixa quantidade de agua disponivel e em valores de pH
baixos. Em alguns sistemas de FES ¢ possivel fazer a combinagdo de baixa quantidade
de dgua e baixo pH para criar um ambiente que ¢ favoravel para o crescimento fingico e
ao mesmo tempo, impedir o crescimento de muitas bactérias e leveduras. Os fungos
filamentosos também podem produzir uma variedade de enzimas hidroliticas para
degradar as macromoléculas encontradas nos substratos soélidos. As amilases e as

celulases sdo as mais importantes enzimas que ajudam no crescimento em substratos de
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origem agricola, apesar de existir também as proteases e as lipases que ajudam na
degradagdo e penetragao.

Apesar de inimeras vantagens a FES ndo ¢ amplamente utilizada em escala
industrial devido ao insucesso do aumento de escala ja que fatores como temperatura,
umidade, concentragdo de substrato ndo sdo constantes em todo o processo
fermentativo. A inter-relagdo entre fatores ambientais com a quantidade de oxigénio,
nivel de mistura e a temperatura contribuem para dificultar a regulacdo desses
parametros. O crescimento dos micro-organismos em condi¢gdes aerobias no biorreator
resulta em uma producao consideravel de calor que causa um rapido aumento na
temperatura. Esse efeito, o qual ¢ desejavel no processo de compostagem, ¢ geralmente
fatal para os processos biotecnologicos ja que grande parte das enzimas produzidas
durante a fermentacdo podem ser desnaturadas com o calor no final do processo (DOS
SANTOS et al., 2004).

Do ponto de vista biologico, a FES se assemelha muito ao habitat natural dos
micro-organismos e, portanto, ¢ um 6timo ambiente para o seu crescimento e para a
geracdo de produtos. Além disso, os residuos agricolas utilizados na FES sdo cruciais
para a viabilidade econdmica do processo € podem contribuir para a eliminagdo desses
residuos que sdo grandes poluidores ambientais (SINGHANIA et al., 2009).

Virias estratégias tém sido estudadas para aumentar o rendimento da produgao
de enzimas nas fermentacdes. As condi¢des de crescimento como disponibilidade de
fontes de carbono e nitrogénio, a presenca de ativadores, estimuladores, inibidores,
surfactantes, temperatura de incubacdo, pH e a quantidade de indéculo (HADEBALL,
1991) e tensdo de oxigénio (CHARTRALIN et al., 1993) podem influenciar a sintese de
lipase.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo da
lipase pelo fungo Myceliophthora sp n® F 2.1.4, por FES, FSm e por fermentagdo semi-
solida. Essa parte do trabalho ¢ mostrada no capitulo 2. Além disso, tendo em vista a
aplicacdo da lipase ¢ necessario o estudo das condigdes que promovam melhor atuagao
da enzima. Assim, a caracterizacdo parcial da lipase e sua imobilizagdo sdo mostradas

no capitulo 3.

21



OBJETIVOS

- Determinagdo das melhores fontes de carbono, nitrogénio, tipo de indutor da
enzima e quantidade de esporos para produ¢ao da lipase em FES.

- Avaliacao dos diferentes eluentes para extragdo da enzima.

- Producao da lipase em FSm utilizando meio preparado com base nos resultados
dos ensaios de fonte de carbono, nitrogénio e indutor feitos com FES.

- Producao da lipase por fermentacdo semi-solida utilizando bucha vegetal e
meio nutriente preparado com base nos dados da FES.

- Caracterizagdo da enzima quanto ao pH, temperatura de atividade e quanto a
estabilidade a diferentes pHs e temperaturas.

- Avaliacdo dos efeitos de solventes, ions, detergentes, substratos sintéticos e
naturais sobre a atividade da lipase.

- Imobilizacao da lipase em alginato de célcio e em quitosana e avaliar o efeito

dessa imobilizacao sobre a possibilidade de reutilizagdo e sobre a estabilidade térmica.
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE LIPASE POR
PROCESSOS FERMENTATIVOS EM
ESTADO SOLIDO, SUBMERSO E SEMI-
SOLIDO UTILIZANDO O FUNGO

Myceliophthora sp. F 2.1.4
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1. Introducio

As lipases, triacilglicerdis hidrolases, fazem parte de um importante grupo de
enzimas que estdo associadas ao metabolismo e a hidrolise de lipideos. As lipases
verdadeiras hidrolisam, total ou parcialmente, o triacilglicerol a diacilglicerol,
monoacilglicerol, glicerol e acidos graxos livres, agindo especificamente na interface
agua/dleo.

As enzimas lipoliticas constituem, atualmente, o mais importante grupo de
enzimas com enorme potencial para aplicagdes biotecnologicas. Dentre as varias areas
de atuacdo pode-se destacar a industria de alimentos, laticineos, detergentes,
farmacéutica, de tratamento de efluentes e de biocombustiveis (HASAN et al., 2009).

Lipases microbianas sao biocatalisadores que apresentam estabilidade em
solventes organicos e regio ¢ enantioseletividade (SNELLMAN et al.,, 2002); as
produzidas por fungos e bactérias, assim como a maioria das outras enzimas industriais,
podem ser obtidas por fermentacdo em estado solido (FES) ou por fermentagdo
submersa (FSm).

A FES ¢ caracterizada pelo crescimento dos fungos filamentosos em um
substrato solido na quase auséncia de agua livre entre as particulas, mas em quantidade
suficiente para suportar seu crescimento e metabolismo microbiano (MITCHELL;
LONSANE, 1992). A FES geralmente utiliza residuos agroindustriais como substratos,
valorizando esses compostos que seriam acumulados na natureza. Entretanto, o uso da
FES ¢ limitado devido a dificuldade do controle de parametros como baixa transferéncia
de O, e CO,, bem como remog¢do de calor e contaminacdo bacteriana, fatores que
impedem o aumento de escala (SURYANARAYAN, 2003).

A FSm consiste de um meio fermentativo liquido, com nutrientes soluveis e €
um das metodologias mais usadas para a producao das lipases (ALONSO, 2001). Esse
método fermentativo ¢ intrinsicamente mais simples (o calor e a transferéncia de
oxigeénio sao melhores, e a homogeneidade da cultura é geralmente superior) tornando o
processo de facil monitoramento e de facil controle de pardmetros operacionais
(CASTILHO et al., 2000).

O estudo sobre a maneira como os fungos obtém seus nutrientes na natureza e
quais compostos sdo essenciais para o desenvolvimento de tecnologias e processor para

obtencdo de altos rendimentos de bioprodutos (PAPAGIANNI, 2004). Além disso, as
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respostas dos microrganismos as variagoes dos meios de cultura sao muito diferenciados
e, por isso, ha a necessidade de estudar individualmente o meio utilizado para cada cepa
que se deseja trabalhar.

Baseado nesses aspectos, o objetivo do presente estudo foi avaliar a produgdo de
lipase por FES em bagaco de cana de agtcar pelo fungo termofilico Myceliophthora sp

F 2.1.4 e comparar essa produgdo com a obtida em FSm e com fermentagdo semi-solida.

2. Material e métodos

2.1 Micro-organismo

Foi utilizada a linhagem termofilica Myceliophthora sp F 2.1.4 (ZANPHORLIN
et al., 2010) pertencente a colecdo de trabalho do Laboratério de Bioquimica e

Microbiologia Aplicada da Unesp do Campus de Sao José do Rio Preto-SP.

2.2 Meios de cultura

Para estocagem e pré-inoculo das linhagens fungicas foi utilizado um meio
nutriente modificado de Fadiloglu et al. (1999) e Castro-Ochoa et al. (2005) (g/L): 1,0
peptona (Himedia); 10 (NH4),SO4 (Sigma); 10 KH,PO4 (Synth); 0,5 MgSO,4.7H,O
(Nuclear); 1,0 CaCl, (Nuclear); 25 mL 6leo de oliva (Lisboa); 4 mL de Tween 80
(Synth) e 5 mL de solucao de elementos tragos (22 de Zn SO47H,0; 11 de H3;BOs; 5 de
MnCl,4H,0; 5 de FeSO47H,0; 1,6 de CoCl,5H,0; 1,6 de CuSO45H,0; 1,1 de
(NHs)sMo070,44H,0; 50 de EDTA).

2.3 Fermentacoes

2.3.1 Fermentagdo em estado solido (FES)

Para a fermentacdo em estado solido foram utilizadas embalagens de
polipropileno de 15x30 cm, acoplados com bocal de PVC de 3,5 cm de comprimento e
de 3 cm de diametro, os quais foram entdo tampados com algoddo para permitir a troca
de gases. Para essas embalagens foram transferidos 5 g de bagaco de cana de acucar
como suporte para o crescimento fingico, previamente lavado trés vezes com agua e
seco a 60 °C. Os sacos foram entdo esterilizados em autoclave durante 20 minutos a
120°C. Um arame revestido em formato espiral foi colocado sobre o material, no

interior da embalagem de polipropileno, para evitar a aderéncia das superficies.
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Nos experimentos iniciais foram utilizados 5,0 g de bagago de cana de agucar
adicionado de solucdo nutriente padrdo contendo, 20 g/L de peptona, 2,0 g/L de
K,HPO4 e 0,5 g/L de MgSO4 e 20 g/L de 6leo de soja. A partir desse meio, novas
condig¢des foram testadas a fim de melhorar a produgao da lipase:

a) Tipo de fonte adicional de carbono. As fontes de carbono testadas foram:
frutose, glicose, glicerol, lactose, sacarose e xilose, nas concentracdes de 5,3 g/100g de
meio solido.

b) Tipo de fonte adicional de nitrogénio. Como fontes de nitrogénio foram
utilizados os seguintes compostos: ur€ia, cloreto de amonia, sulfato de amdnia e nitrato
de amdnio, nas concentracdes de 1,6; 2,6 e 3,9 g/100g de meio sélido do elemento N.

¢) Quantidade da fonte de carbono adicional: apds a escolha da fonte de carbono
adicional mais adequada para a produ¢ao da enzima, esta foi testada em concentragdes
de 2,6; 5,2 ¢ 7,8 g/100g.

d) Quantidade da fonte de nitrogénio adicional: apds a escolha da fonte de
nitrogénio adicional mais adequada para a produgdo da enzima, esta foi testada em
concentragdes de 1,3; 2,6 € 3,9 g/100g.

e) Relagdo C:N: foi testada as fontes de carbono e nitrogénio em proporcdes de
1:1; 1:2 e 2:1.

f) Indutor da lipase. Para induzir a produg¢do de lipase, alguns 6leos foram
testados como: dleo de canola, girassol, algoddo, soja e azeite a 21,4 g/100g de material
solido;

) Numero de esporos (5x10°, 5x10° e 5x10”) totais.

h) Solucdo de extragdo da enzima e volume utilizado. Algumas solu¢des foram
testadas para extrair a enzima na FES: 4dgua, tampdo fosfato 0,05 M pH 7 e solugdes de
Triton X-100 a 0,1, 0,5 e 1% nos volumes de 40, 50 e 60 mL.

1) O tempo de fermentagdo: 240 horas com amostragens a cada 24 horas.

As fermentacdes foram conduzidas em estufa a 45°C por 72 horas em todos os
testes, exceto para o teste descrito no item 2.3.1, letra i. Para a obten¢do da solugdo
enzimdtica bruta, foram adicionados 50 mL de soluc¢do eluidora para suspensdo do
material fermentado. Para os experimentos mencionados nos itens a até g foi usado agua
como eluente. O material fermentador foi deixado em suspensdo sob agitagdo por 30
minutos e, posteriormente, filtrado e centrifugado.
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2.3.2 Fermentagdo Submersa (FSm)

A FSm foi realizada em erlenmeyer de 250 mL, tampados com algodao,
contendo 50 mL do meio estéril constituido conforme os resultados obtidos em FES,
considerando as melhores fontes de carbono e nitrogénio suplementares. Esse meio foi
inoculado com 5x10° esporos fiingicos totais ¢ incubado a 45°C sob agitacio de 100
rpm por 72 horas. Apos periodo de fermentacdo, o material em erlenmeyer foi filtrado a
vacuo utilizando-se papel de filtro Watman n° 1 e centrifugado. O sobrenadante foi
utilizado como solu¢do enzimatica bruta extracelular. A massa micelial foi mantida a

60°C até peso seco constante, para avaliacdo do crescimento microbiano.

2.3.3 Fermentac¢do semi-solida

A fermentacdo semi-solida foi feita em erlenmeyer de 250 mL tampados com
algodao contendo 50 mL de solugdo nutriente estéril considerada a mais adequada para
a producdo de lipase nos ensaios em FES além de buchas vegetias (Luffa cyllindrica)
previamente lavadas com &4gua quente. As esponjas foram cortadas em tamanhos
proximos de 1,5 x 1,5 cm. Apos a inoculacdo fungica, os frascos foram incubados em
shaker com agitacdo de 100 rpm a 45°C por 48 horas. Ap6s periodo de fermentagado, o
material em erlenmeyer foi filtrado a vacuo utilizando-se papel de filtro Watman n° 1 e

centrifugado.

2.4 Determinacgdo do numero de esporos
Esporos de cultura de 4 dias em meio descrito no item 2.2 a 45°C foram
suspensos em 50 mL de 4gua com ajuda de uma alca de inoculagdo. Uma aliquota dessa

suspensao foi entdo visualizada na cdmara de Neubauer para contagem dos esporos.

2.5 Ensaios para determinagdo da atividade de lipase
2.5.1 Ensaio enzimdtico para medida de atividade esterase
O ensaio da atividade de hidrdlise seguiu o protocolo modificado por Lima et al.
(2004). Foi utilizado o substrato sintético especifico p-nitrofenil palmitato a uma
concentracdo de 3 mg/mL de propanol (solugdo A). Separadamente, foi feita uma
solugdo contendo tampao fosfato de sodio 0,05M pH 7.0, Triton X-100 (2%) e goma
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arabica (0,5%) como surfactante (solucdo B). Essa solucdo foi aquecida brevemente e,
entdo, a solu¢do A foi adicionada. Os testes foram feitos em tubos de ensaio contendo
900 pL da solug¢dao (A + B) + 100 pL de solugdo enzimatica. A reagdo aconteceu em
banhos térmicos a 35° C por 1 minuto. No controle, foram utilizados 900 puL da solugao

B + 100 pL da solugdo enzimatica. A atividade enzimatica foi calculada pela equagao:

U= Abs x Vt X103 x D
XV xT

Onde:

U= Unidade de atividade enzimatica que ¢ expressa em U/mL, no qual uma unidade de
atividade enzimatica ¢ definida como a liberagao de 1 umol de p-nitrofenil por minuto,
sob as condic¢des do ensaio.

Abs = Absorbancia da amostra a 410 nm;

Vt = Volume total da reagdao (mL);

& = Coeficiente de extingio Molar (L.mol™.cm™);

Ve = Volume da Enzima (mL);

T= Tempo de Incubagao;

10* = Fator de corregio da unidade de ¢

D= Dilui¢ao da amostra, se houver.

2.5.2 Ensaio para determinagdo da atividade hidrolitica usando processo de

titulagcdo quantificado pela liberagdo de dcidos graxos.

A titulagdo foi utilizada para determinacdo da atividade hidrolitica utilizando as
enzimas provenientes das hifas imobilizadas em buchas vegetais. Em um erlenmayer de
250 mL foram adicionados 90 mg de goma ardbica, 3 mL de 4gua, 4 mL de tampao
referente ao pH testado, 1 mL de azeite de oliva e aproximadamente 3 pedacos de bucha
vegetal que foram previamente pesadas. Essa mistura foi colocada em um shaker a 35°C
por 30 minutos com uma agitagdo de 150 rpm. No controle foi adicionado 1 mL de agua

a0 invés do extrato enzimatico.
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A reagdo foi interrompida adicionando-se 10 mL de uma solugdo (1:1) de
acetona ¢ alcool etilico. Foi utilizado o indicador acido-base fenolftaleina ¢ a titulagdo
foi realizada com a base KOH (0,05M). O calculo da atividade enzimatica foi feito
utilizando a seguinte equagao:

U = (Vkon.— VkoH controle) X Mkon X 1000

Pamostra X tempo

Onde:

U= Unidade de atividade enzimatica que ¢ expressa em U/mL, no qual uma unidade de
atividade enzimatica ¢ definida como a liberagao de 1 umol de 4cido graxo por minuto;
Vxon = Volume da base KOH utilizado na titulagdo (mL);

Mkon = Massa de base KOH utilizado na titulagdo do controle (M);

P.mostra = Peso das buchas vegetais utilizadas (g)

Tempo = Tempo de reagao (minutos).

3. Resultados e discussao

3.1 Estudo da producio da enzima por FES

Na Figura 1 sdo apresentadas as produgdes de lipase em meio constituido por
diferentes fontes de carbono suplementares (foram obtidas solucdes enzimaéticas
utilizando 50 mL de agua). Para esse ensaio foram utilizados: (g/100g) 5,3 peptona,
0,53 K,HPO4, 0,13 MgS04, 22,5 6leo de oliva, 66,2 bagago de cana de actcar, 5,3 da
fonte de carbono testada e 2,6 mL de agua/g de material s6lido. Como pode ser
observado, a adi¢do de fonte de carbono suplementar ao 6leo de oliva resultou em
aumentos consideraveis na produgdo da enzima, com excec¢do da glicose e da xilose. O
meio com glicerol e sacarose proporcionaram uma producdo de 1,2 e 1,7 U/mL,
respectivamente, enquanto que na auséncia das fontes de carbono adicionais (somente
6leo), o fungo produziu somente 0,1 U/mL de lipase.

Resultados diferentes foram obtidos por Rodriguez et al. (2006) quando
estudaram a producdo de lipase pelo fungo Rhizopus homothallicus em FES
modificando as fontes de nutrientes. Esses autores afirmaram que ndo houve grandes
diferencas na produ¢do da enzima em fun¢do da fonte de carbono utilizada ja que o 6leo
presente no meio serviu como fonte de carbono para sustentar o crescimento microbiano
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e proporcionar a producdo da lipase. Entretanto, Lin et al. (2006) testaram diferentes
fontes de carbono e observaram que a adi¢do de sacarose ao meio contribuiu para o
aumento da producdo da lipase de Antrodia cinnamomea.

A adi¢ao de fonte de carbono suplementar elevou a produgdo da enzima,
possivelmente por promover o maior crescimento fungico. Entretanto, embora os
acucares como glicose e xilose tenham também favorecido o crescimento do micro-
organismo (dados visuais) resultaram em menores producdes das enzimas em relacdo as
demais fontes de carbono usadas, provavelmente por exercerem efeito repressor da
sintese de lipases.

Lotti et al. (1998) avaliaram o controle de expressdo e secre¢do de lipase de
Candida rugosa e observaram o efeito repressor da glicose e também descreveram uma
producdo basal de lipase na auséncia de indutor. Foi sugerido que h4 dois genes que
codificam as lipases, os quais sofrem regulacdes diferentes. Um deles seria expresso de
forma constitutiva e o outro por indutores. Dessa forma, podemos inferir que a
quantidade de lipase produzida nos testes realizados com glicose ¢ xilose, foram
resultado do gene que se expressa de forma constitutiva, sendo a inducdo reprimida pela

presenca dos aclcares prontamente assimilaveis como a xilose e glicose.

7

Atividade residual (%)

?

Frutose Glicose Glicerol Lactose Sacarose Xilose Controle

Fontes de Carbono

Figura 1: Efeito das fontes de carbono suplementares na producao de lipase em
FES pelo fungo Myceliophthora sp. F 2.1.4 em meio contendo bagaco de cana de agucar
como suporte e 0leo de oliva como indutor, a 45°C, por 72 horas.

Tem sido demonstrado que altas concentragdes de nitrogénio assim como o tipo

de composto nitrogenado usado levam ao aumento da producdo de lipases por micro-
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organismos (SUN; XU, 2008). Desse modo, realizou-se ensaios para avaliagdo dos
efeitos de diferentes fontes de nitrogénio suplementares na produ¢do de lipase por
Myceliophthora sp em meio composto por: (g/100g) 5 peptona, 0,5 K,HPO,4, 0,12
MgSOs, 21,4 dleo, 5 sacarose, 62,3 bagago de cana de agucar, 5 de fonte de nitrogénio e
2,5 mL de agua/g de material solido. Os dados da Figura 2 mostram que o nitrato de
amonio foi o composto que melhor contribuiu para a producdo da lipase, atingindo-se
uma produgdo de 4,3 U/mL. Esse resultado confirma a influéncia do tipo da fonte de
nitrogénio na produ¢ao da enzima.

Lima et al. (2003) reportaram que a producdo de lipase pelo Penicillium
aurantiogriseum foi estimulada por sulfato de amodnio. Outros trabalhos relatam que a
peptona é uma importante fonte de nitrogénio suplementar na produgdo da lipase
(SZTAJER; MALISZEWSKA, 1989; FREIRE et al., 1997). Diversos autores como
Ginalska et al. (2004) defendem o emprego de nitrogénio organico como substrato
essencial para uma produgdo expressiva de lipase. Segundo esses autores, o nitrogénio
inorganico inibiria a produgdo dessas enzimas. Além disso, Fang; Zhong (2002)
sugerem que certos aminodcidos essenciais ndo conseguem ser sintetizados a partir de
fontes de nitrogénio inorganico.

No entanto, Tan et al. (2003) sdo discordantes quanto a afirmacdo de que o
nitrogénio organico sejam as melhores fontes, j4& que ele constatou em seus
experimentos uma melhor atividade quando empregou o sulfato de amdnio, uma fonte
inorganica.

A maior fonte de nitrogénio encontrada na natureza encontra-se na forma de
compostos inorganicos e, desse modo, os organismos podem estar selecionados ao uso
desses compostos. E interessante observar que o aumento na producio da enzima com o
uso de nitrato de amdnio pode ser devido ao fornecimento de duas fontes de nitrogénio
possiveis de assimilacao pelo fungo, o nitrato e o0 amonio. Esses resultados sugerem que
0 Myceliophthora € capaz de utilizar essas duas fontes de nitrogénio (MADIGAN et al.
2004).
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Figura 2: Efeito de fontes de nitrogénio na producdo de lipase em FES pelo
fungo Myceliophthora sp. F 2.1.4, a 45°C, por 72 horas, utilizando sacarose como fonte
de carbono suplementar.

Apos a avaliagdo dos efeitos das fontes de carbono e nitrogénio sobre a producao
da lipase, realizou-se experimentos variando as concentragdes de sacarose (2,6; 5,2 ¢ 7,8
2/100g) e nitrato de amonio (1,3; 2,6 e 3,9 g/100g). Os dados da Figura 3 mostram que a
sacarose deve ser utilizada a 5,2 g/100g para uma maior produgdo da lipase. A Figura 4
mostra que quando utilizou-se nitrato de amonio, a maior produ¢do da enzima foi obtida

quando a concentracdo desse sal foi de 2,6 g/100g.
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Figura 3: Efeitos da concentracdo de sacarose na producdo de lipase em FES
pelo fungo Myceliophthora sp F 2.1.4, a 45°C, durante 72 horas.
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Figura 4: Efeitos da concentracdo de nitrato de amonio na produgdo de lipase
em FES pelo fungo Myceliophthora sp F 2.1.4, a 45 °C, por 72 horas.

Na Figura 5 s3o mostrados os dados referentes a relagdo entre concentragdo de
sacarose e nitrato de amonio para a produgdo da lipase. Pode-se observar que a razao
que mais favoreceu a producao da enzima foi a de 1C:2N.

O micélio dos fungos cresce de maneira diferente ao longo de um intervalo da
relagdo C:N, desde que todas as outras exigéncias nutricionais sejam atendidas.
Enquanto as relacdes menores favorecem uma elevada taxa de proteina micelial, as
relacdes maiores garantem o acumulo de alcool, acetato derivado de metabdlitos
secundarios, lipideos ou polissacarideos extracelulares (EYAL, 1991). O resultado

encontrado, sugere que a menor relagdo C:N também favoreceu a secre¢ao da lipase.
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Figura 5: Efeitos da relacdo Carbono e nitrogénio (C:N) na producao de lipase
em FES pelo fungo Myceliophthora sp F 2.1.4, a 45°C, por 72 horas.

As lipases s3o enzimas induziveis e sendo seus principais indutores, os 6leos
(RAPP, 1995). Considerando que essas enzimas apresentam enantio- € regio-
seletividade, ou seja, podem ser especificas para o tamanho da cadeia do acido graxo ou
pela posi¢do deste na ligacdo com o glicerol, foram testados diferentes tipos de dleos
como possiveis indutores lipase. Apesar da pouca diferenca na producdo da enzima
(Figura 6), o azeite de oliva foi o 6leo que proporcionou maior producdo, sendo
escolhido para o uso como indutor nos ensaios posteriores. Sob o ponto de vista
tecnoldgico, a pouca diferenga encontrada entre os indutores para a producdo da enzima
¢ um dado animador ja que pode permitir o uso de d6leos de baixo custo ou de fontes
alternativas para a producao da lipase em escala industrial.

Lotti et al. (1998) afirmaram que o 4cido oléico ¢ um potencial indutor da lipase.
Analisando a Tabela 1, que apresenta as propor¢des de trés acidos principais que
constituem os 6leos testados, pode-se observar uma grande quantidade de 4cido oléico
no azeite. Além de esse acido servir como um indutor para a producdo ¢ também
utilizado como fonte de carbono suplementar para o crescimento do micro-organismo
(DALMAU et al., 2000; D‘ANNIBALE et al., 2006). Montesinos et al. (1996) também
mostraram que os acidos graxos livres, principalmente o 4cido oléico, resultante da

hidrélise do 6leo de oliva, sdo indutores da producao de lipase.
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Tabela 1: Porcentagem dos acidos ol€ico, linoléico e linolénico nos Oleos vegetais de
diferentes origens (http://www.campestre.com.br/)

ac. linolénico (C18:3)

Oleos ac. oléico (C18:1) % ac. linoleico (C18:2) % "
Oleo de canola 53-70 15-30 5-13
Oleo de girassol 14 - 35 55-75 <0,3
Oleo de algoddo 13-44 33-59 0,1 -2,1
Oleo de soja 19-30 44 - 62 4-11
Oleo de oliva (azeite) 63 15 0,9
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Figura 6: Efeito de diferentes 6leos como indutores de lipase na FES pelo fungo
Myceliophthora sp. no. F 2.1.4., a 45°C, por 72 horas.

A quantidade de in6culo usada para iniciar em processo fermentativo tem sido
indicada como fator de influéncia no desempenho das fermentacdes. Assim, realizou-se
ensaios variando as quantidades de esporos usadas no inoculo. O meio nutriente foi
constituido por: (g/100g) 5 peptona, 0,5 K,HPOy4, 0,12 MgSQOy, 21,4 6leo de oliva, 5
sacarose, 62,3 bagaco de cana de actcar, 5 de nitrato de amoénio e 2,5 mL de agua/g de
material solido. A fermentagio na qual foi usada 5x10° esporos totais de meio levou a
uma maior quantidade de lipase (Figura 7).

A utilizagdo de pouca quantidade de esporos nos processos fermentativos faz

com que o crescimento fingico ocorra de uma forma mais lenta. Por outro lado, o
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excesso de esporos inoculados no meio fermentativo diminui o espago fisico necessario
para o bom crescimento e, consequentemente, para a boa producdo enzimadtica, visto
que o estimulo a maior coloniza¢do radial do meio permite maior numero de
terminacdes de hifas e liberagdo de vesiculas para a secrecdo das enzimas
extracelulares. Muitos estudos afirmam que a secre¢do das enzimas ocorre na regiao
apical da hifa e, em conseqiiéncia disso, quanto maior o niimero de terminagdes de

hifas, mais facilmente ocorrera a secre¢ao das enzimas (ARCHER; PEBERDY, 1997).

Atividade resisdual (%)

Esporos

Figura 7: Efeito da quantidade de esporos usados no inoculo na FES para a
produgio de lipase pelo fungo Myceliophthora sp. 1) 5x10° esporos; 2) 5x10° esporos e
3) 5x10” esporos.

Em FES, as enzimas produzidas podem se manter adsorvidas nas fibras, sendo
sua extracdo dependente do tipo de solugdo de suspensdo usada. Por outro lado, a
quantidade dessa solu¢do deve ser suficiente para liberar todas as enzimas, mas ndo
diluir demasiadamente a solugao enzimatica

Os tipos de eluentes testados influenciaram consideravelmente na quantidade de
lipase presente na solucdo enzimatica bruta obtida conforme mostrado na Figura 8.
Houve um aumento gradual na atividade da lipase com o uso de 4agua, tampao fosfato
0,05 M pH 7 e as solugdes de triton X-100 na ordem de 0,1, 0,5 e 1%. Dessa forma, as
solugdes de 4dgua e de triton X-100 (1%) referem-se ao minimo e a maxima producdo de
lipase, respectivamente. Nabarlatz et al. (2010) observaram o mesmo comportamento
quando testaram varias solucdes de extragdo para lipases e proteases. Segundo esses
autores, essas enzimas sao mantidas por interacdes idnicas e hidrofobicas na parede

celular do micro-organismo ou matrizes presentes no meio. O Triton X-100, sendo
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detergente nao-ionico, pode auxiliar na liberagdo dessas enzimas, sendo o agente de
solubilizagdo mais usado para permeabilizar células e para extrair e purificar proteinas

de membrana isentas de lipideos (GALABOVA et al., 1996).
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Figura 8: Extracdo da lipase a partir do material solido fermentado pelo fungo
Mpyceliophthora sp utilizando diferentes eluentes.

Apbs a definicdo do meio a ser usado na FES e qual tipo de eluente ser usado
para a extracdo da enzima a partir do material fermentado, as fermentacdes foram
realizadas por periodos de 24 horas até 10 dias para determinar o melhor tempo para a
producdo da lipase. A Figura 9 permite constatar que o fungo apresentou o seu maximo
de produgdo de lipase entre 120 e 192 horas, atingindo até 21 U/mL. A curva mostra
uma queda apos esse periodo o que pode ser ocasionada pela acdo de proteases.
Zamphorlin et al. (2010) estudaram o mesmo fungo e relataram que o Myceliophthora

sp F 2.1.4 ¢ um bom produtor de proteases.
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Figura 9: Efeito do tempo de cultivo na producdo de lipase pelo fungo
Myceliophthora sp em FES, utilizando o meio composto por bagaco de cana de agucar,
sacarose, nitrato de amonio ¢ 6leo de oliva, a 45°C e extraindo-se a enzima com 50 ml
de solucdo de triton X-100 (1%).

3.2 Producao da lipase por Fermentaciao submersa

A fermentacdo submersa foi realizada utilizando-se todas as condic¢des
consideradas melhores para a produgdo da enzima em FES, a saber: (g/100g) 5 peptona,
0,5 K;HPO4, 0,12 MgSOy4, 21,4 6leo de oliva, 5 sacarose, 62,3 bagaco de cana de
acucar, 5 de nitrato de amonio e 2,5 mL de agua/g de material s6lido). A Figura 10
mostra a curva de producdo de lipase e o crescimento do fungo ao longo do processo
fermentativo submerso. E possivel observar que as curvas de produgdo de lipase e de
crescimento fingico estdo relacionadas, indicando a secrecdo da enzima ao longo do
crescimento fungico. Por esse dados pode-se inferir ainda, que a producao da lipase por
Mpyceliophthora sp F 2.1.4 em FSm foi acentuadamente menor do que aquela obtida em

FES (de 0,20 U/mL contra 21 U/mL obtidas em FES).
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Figura 10: Producdo de lipase e biomassa pelo fungo Myceliophthora sp n° F 2.1.4 em
FSm, a 45°C ¢ 100 rpm.

Baseado nesses resultados, pode-se confirmar a afirmacdo de Singhania et al.
(2009) de que a FES se assemelha muito ao habitat natural dos micro-organismos e,
portanto, ¢ um melhor ambiente para o seu crescimento e para a geracao de produtos.
Além disso, a utilizagdo de residuos agricolas utilizados na FES sdo cruciais para a

viabilidade economica do processo (SINGHANIA et al., 2009).

3.3 Producao de lipase por fermentaciao semi-solida

Na sequéncia desses experimentos foi feita a fermentagcdo semi-solida, ou seja, a
fermentacdo submersa utilizando o meio nutricional constituido por (g/100g) 5 peptona,
0,5 KoHPOy4, 0,12 MgS0O4, 21,4 6leo de oliva, 5 sacarose, 5 de nitrato de amonio e 2,5
mL de agua/g de material s6lido e de bucha vegetal para o suporte das hifas. Os
resultados sdo bastante animadores ja que o fungo, nessas condigdes (em 48 horas de
fermenta¢do), produziu uma média de 9 U/mL. Essa quantidade ¢ bem superior a
encontrada na FSm.

Ao longo do processo fermentativo foi constatada a intensa colonizagdo do
suporte (bucha) pelas hifas fungicas mostrando que o fungo teve um bom

desenvolvimento nesse suporte, resultando em consideravel producdo da lipase.
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4. Conclusoes

Neste trabalho o estudo de fatores nutricionais em FES evidenciaram como
melhor composi¢ao o seguinte meio nutricional: (g/100g) 5 peptona, 0,5 K,HPOy, 0,12
MgSOs, 62,3 bagaco de cana de agtcar, 21,4 6leo de oliva, 5,2 sacarose, 2,6 de nitrato
de aménio e 2,5 mL de 4gua/g de material sélido, 5x10° esporos para inoculacio, sendo
a maior extracao da enzima obtida com solugdo de triton X-100 (1%).

As fontes de carbono e nitrogénio suplementares levaram ao aumento da
producao da lipase, evidenciando a necessidade desses compostos para o
desenvolvimento do micro-organismo utilizado. Entretanto, os agticares como glicose e
xilose reprimiram a producao da lipase.

O fungo Myceliophthora sp F 2.1.4 produziu uma quantidade maior de enzimas
na presenca do nitrato de amonio o que pode ser um indicativo da capacidade desse
fungo em utilizar ambos os ions.

O 6leo de oliva foi considerado o melhor indutor da lipase possivelmente pela
maior quantidade de acido oléico que tem sido discutido como indutor de lipase.

A quantidade de esporos utilizados nos processos fermentativos interferiu no
crescimento do fungo filamentoso e na producdo da enzima.

Entre os tipos de fermentagdo usados, as maiores atividades de lipase foram

obtidas nas solucdes enzimaticas oriundas de FES e fermentacao semi-sélida.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO PARCIAL E
IMOBILIZACAO DA LIPASE
PRODUZIDA PELO FUNGO

Myceliophthora sp F 2.1.4
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1. Introducio

Nos ultimos anos, as lipases (triacilglicer6is hidrolases, E.C. 3.1.1.3) serviram
como versateis biocatalisadores capazes de atuar em numerosas reagoes. Essas enzimas
catalisam ndo s6 reagdes de hidrdlise, mas também a sintese de compostos (TENG et
al., 2009).

As principais aplicacdes das lipases estdo nas industrias de detergentes e
remogao de Oleos e gorduras. Entretanto, também tém sido usadas em industrias de
alimentos, tratamento de efluentes, sintese de biosurfactantes, remog¢ao de resinas em
processos de papel de polpa celuldsica, reacdoes de biotransformagdao na sintese de
drogas e sintese de biodiesel (JAEGER; REETZ, 1998). Neste tltimo caso, a utilizacao
da lipase em reacdes de transesterificagdo para produgdo dos acil-ésteres do biodiesel
esta se tornando cada vez mais atrativa (RANGANATHAN et al., 2008).

A éarea da biotecnologia tem mostrado grande interesse para as lipases de origem
microbiana, sendo essas as mais estudadas atualmente. Este interesse € devido as
caracteristicas proprias dessas enzimas, como estabilidade e a ampla perspectiva de
aplicagdo industrial uma vem que permite maior controle de parametros (temperatura,
pH) e maior eficiéncia.

As lipases tém sido aplicadas em vérios segmentos e, nesse sentido, a
caracterizacdo dessas enzimas ¢ essencial para o estabelecimento das condi¢des de
trabalho e aplicacgdes ja que cada ramo industrial tem suas proprias exigéncias.

Um dos grandes obstaculos com o uso de processos baseados em enzimas € o
alto custo das enzimas. A imobilizacdo de enzimas tem sido usada para obter enzimas
reutilizaveis, além de enzimas mais estaveis as diferentes temperaturas (FJERBAEK;
CHRISTENSEN, 2009). Lipases tém sido imobilizadas em diferentes suportes de
natureza organica e inorganica empregando alguns métodos de imobilizac¢do tais como
adsorcao fisica, encapsulacdo ou ligagdo covalente.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar parcialmente a lipase
produzido pelo fundo Myceliophthora sp n® F 2.1.4 por fermentagido em estado sélido e
imobilizar a enzima, a partir de dois métodos: imobiliza¢dao por encapsulacao utilizando

o polimero alginato e imobilizac¢do por ligagdo covalente utilizando quitosana.
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2. Material e métodos

2.1 Microrganismo, produgdo e obtengdo da enzima

A lipase foi produzida pelo fungo Myceliophthora sp. F 2.1.4 em fermentagao
em estado solido. Foram utilizados 5 g de bagaco de cana de agucar e 20mL de solugdo
nutriente contendo: (g/L) 20 peptona (Himedia), 2 K,HPO4 (Synth), 0,5 MgSO4
(Nuclear), 20 sacarose (Merck), 20 de nitrato de amoénio e 17 de 6leo de oliva (Lisboa),
a fermentagao ocorreu a 45°C, por 168 horas. A extracdo da enzima a partir do material
fermentado foi realizada com solucdo de 1% de triton X-100, utilizando-se 10 mL de
solugdo/g de material fermentado, agitagdo de 100 rpm por 30 minutos e centrifugagdo a

10000 g, a 4°C.

2.2 Determinacado da atividade esterase.

O ensaio da atividade de hidroélise lipolitica seguiu o protocolo modificado por
Lima et al. (2004). Foi utilizado o substrato sintético especifico, p-nitrofenil palmitato a
uma concentragdo de 3 mg/mL de propanol (solugdo A). Separadamente, foi feita uma
solugdo contendo tampao fosfato de sodio 0,05M pH 7.0, Triton X-100 (2%) e goma
arabica (0,5%) como surfactante (solucdo B). Essa solucdo foi aquecida brevemente e,
entdo, a solucdo A foi adicionada. Os testes foram feitos em tubos de ensaio contendo
900 puL da solugdo (A + B) + 100 pL de amostra enzimdtica. A reagdo aconteceu em
banhos térmicos a 35°C por 1 minuto. No controle, foram utilizados 900 pL da solugdo
B + 100uL da solucao enzimatica.

As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV visivel Cary 100 Varian
com comprimento de onda 410 nm. O célculo da atividade foi feito com o coeficiente de
extingiio molar do tamp@o fornecida no artigo acima citado (¢ = 8,03 x 10> Lmol™cm™,

pH 7) e seguiu a seguinte equagao.

U= Abs x Vt «10° | xD

exVexT
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Onde:

U= Unidade de atividade enzimatica que ¢ expressa em U/mL, no qual uma unidade de
atividade enzimatica ¢ definida como a liberagdo de 1 pumol de p-nitrofenil por minuto,
sob as condic¢oes do ensaio.

Abs= Absorbancia da amostra a 410 nm;

Vt= Volume total da reagdo (mL);

& = Coeficiente de extingdo Molar (L.mol™.cm™);

Ve= Volume da Enzima (mL);

T= Tempo de Incubagao;

10°= Fator de correcdo da unidade de €

D= Diluigao da amostra, se houver.

2.3 Ensaio para determina¢do da atividade hidrolitica usando processo de
titulagdo quantificado pela liberagdo de dcidos graxos.

A titulacdo foi utilizada para determina¢do do pH 6timo, tendo em vista a
degradagdo sofrida pelo substrato sintético p-nitrofenil palmitato em pHs altos,
interferindo, assim, na veracidade dos resultados. Dessa forma, o seguinte procedimento
foi realizado:

Em um erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 90 mg de goma arébica, 3 mL
de 4gua, 4 mL de tampao referente ao pH testado, 1 mL de azeite de oliva e 1 mL do
extrato enzimatico. Essa mistura foi colocada em um shaker a 35°C por 30 minutos com
uma agita¢cdo de 150 rpm. No controle foi adicionado 1 mL de 4gua ao invés do extrato
enzimatico.

A reacdo foi interrompida adicionando-se 10 mL de uma solugdo (1:1) de
acetona e alcool etilico. Foi utilizado o indicador acido-base fenolftaleina e a titulagao
foi realizada com a base KOH (0,05M). O célculo da atividade enzimatica foi feito

utilizando a seguinte equacao:

U = (VKOH — VKOH controle) X Mxon X 1000

Vamostra X tempo
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Onde:

U= Unidade de atividade enzimatica que ¢ expressa em U/mL, no qual uma unidade de
atividade enzimatica ¢ definida como a libera¢ao de 1 umol de acido graxo por minuto;
Vkon = Volume da base KOH utilizado na titulagdo (mL);

Mckon = Massa de base KOH utilizado na titulagdao do controle (M);

Vamosta = Volume de amostra enzimatico adicionada a reagao (mL)

Tempo = Tempo de reagdo (minutos).

2.4 Determinagdo do efeito temperatura e pH sobre a atividade da lipase

Para os testes de efeito ao pH foi utilizada a técnica de titulagdo. A faixa de pH
entre 4 ¢ 10 foram testadas, utilizando-se os seguintes tampdes: pH 4 e 5(acetato de
sodio - NaOH 30mM), pH 6 (citrato de s6dio - NaOH 30mM), pH 7 (hepes 30mM), pH
8 (Tris-HCI1 30mM), pH 9 e 10 (glicina 30mM).

Para a determinagdo da temperatura de atividade maxima, os ensaios de hidrolise
foram feitos utilizando-se o substrato p-nitrofenil palmitato. Os testes foram realizados

na faixa de temperatura compreendida entre 30 e 60°C.

2.5 Determinagdo da estabilidade enzimatica frente as variagoes de temperatura
e pH.

A estabilidade da enzima frente a diferentes temperaturas e valores de pH foi
determinada, utilizando-se o substrato p-nitrofenil palmitato.

Os tampdes citados no item 2.4 foram utilizados. A solu¢do enzimadtica bruta foi
diluida 20 vezes nos diferentes tampdes € mantidas a 25°C. Amostras foram retiradas
apdés os seguintes tempos de exposicdo: 0, 1, 3, 6 e 24 horas. Em seguida foram
realizados os ensaios de hidroélise para determinacdo da atividade enzimatica no pH e
temperatura definidos como os melhores para a atividade enzimatica.

A estabilidade da enzima em temperaturas de 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60°C foi
avaliada encubando-se a solugdo enzimatica bruta por periodos de 0, 1, 3, 6 e 24 horas
em cada temperatura. Apds cada periodo, foram feitos os ensaios de hidrdlise para
determinar a atividade da enzima. Esse procedimento foi realizado para a enzima na sua

forma livre e imobilizada em alginato de calcio e em quitosana.
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2.6 Efeito da exposicdo a diferentes compostos sobre a atividade lipasica

A lipase ficou exposta por 30 minutos a compostos como B-mercaptoetanol,
DTT, SDS, Triton X-100 e Tween-80; a alguns ions na forma de cloretos: CaCl,,
MgCl,, KCI, MnCl,, AICl,, AICls, NaCl, HgCl,; e aos solventes organicos: acetona,
metanol, etanol, isopropanol, DMSO e acetonitrila. Posteriormente, foi feita a atividade
hidrolitica utilizando o substrato p-nitrofenil palmitato como substrato, nas condigdes de

pH e temperatura definidos como melhores para a atividade da lipase.

2.7 Especificidade da lipase por substratos sintéticos e naturais

Para a determinacdo do melhor substrato sintético para a lipase em estudo,
seguimos o protocolo citado no item 2.2 para o uso com o substrato p-nitrofenil
palmitato utilizando-se os substratos p-nitrofenil acetato (C2), p-nitrofenil-butirato (C4),
p-nitrofenil miristato (C14), p-nitrofenil palmitato (C16) e p-nitrofenil estearato (C18).
Da mesma forma, foram realizados testes para avaliacdo da capacidade da enzima em
liberar acidos graxos dos 6leos canola, algodao, soja, oliva, palma e girassol. Para esses

ensaios usou-se o método titulométrico.

2.8 Imobilizag¢do da lipase em polimero alginato

As esferas de alginato de célcio foram preparadas segundo Betigeri et al. (2002),
com diferentes porcentagens de alginato de sodio (2, 2,5, 3 e 3,5 %) e concentragdes de
CaCl, (0,025, 0,05, 0,1 e 0,2M). As solugdes de alginato, CaCl, e o extrato enzimatico
foram preparadas em tampao fosfato 0,05M pH 7. Uma mistura do polimero e do
extrato foi feita e, depois, a solu¢do final foi gotejada em uma solugdo de CaCl,
utilizando-se uma micro-seringa (Figura 1). Depois de formadas as esferas, estas foram

lavadas duas vezes com agua destilada para a eliminagdo das enzimas ndo imobilizadas.

58



Solugdo de alginato +
solucdo enzimatica

Figura 1: Esquema do processo de imobilizacdo da lipase em alginato de célcio (LI et

al., 2011).

2.9 Imobilizag¢do da lipase em quitosana

A quitosana foi dissolvida em 4cido acético a 1% e em seguida foi precipitada
em uma solucdo de NaOH 1M. Com auxilio de uma seringa, a solu¢do do meio acido
foi gotejada na solugdo alcalina e mantida sob agitagdo suave por 24 horas (CHIOU;
WU, 2004). As microesferas gelificadas foram lavadas com agua destilada e submetidas
a ativagdo com uma solucdo de 1% de glutaraldeido (ADRIANO et al, 2008).

Depois de ativadas, as esferas foram lavadas com agua ultrapura e adicionadas a
solugdo enzimatica. Nessa etapa, com durag¢do de 3 horas a 4°C, ocorre a ligagdo da
enzima com as esferas. Em seguida, as esferas foram lavadas com agua destilada para

retirada da enzima nao imobilizada.

3. Calculo do rendimento da imobilizacdo

O calculo do rendimento da imobilizagado foi realizado seguindo a equagao:

Rendimento da imobilizagdo (%)=A —-B x 100
A
Onde A se refere a atividade da enzima que foi utilizada para imobilizac¢do; B ¢ a

atividade da enzima que nao foi imobilizada; A — B ¢ a atividade da enzima

teoricamente imobilizada (ROMDHANE et al., 2011).
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3. Resultados e discussao

3.1 Efeito da temperatura e pH sobre a atividade da lipase

O comportamento da lipase de Myceliphthora sp frente a diferentes valores de
temperaturas ¢ pHs foi avaliado. A figura 1.a mostra que a maior atividade da enzima
ocorreu na faixa de pH entre 5,0 ¢ 7,0. Os dados da literatura tem indicado pH neutro
como Otimo para a atividade de lipase de diferentes micro-organismos (FREIRE et al.,
1997; KAMINI; MALA, 1998; BENJAMIN; PANDEY, 2000; BURKERT, 2002; TAN
et al., 2003; DIAZ ET al., 2006; YU et al., 2007).

A Figura 1.b mostra a atividade da lipase quando incubada em diferentes
temperaturas, ¢ pode-se observar que 35°C foi a temperatura em que a enzima
apresentou sua melhor atividade hidrolitica. Esse resultado ¢ bastante interessante ja que
o fungo produtor da lipase ¢ um micro-organismo termofilico e, dessa forma, esperava-
se que suas enzimas possuissem temperaturas 6timas mais altas do que a apresentada.
Resultados semelhantes sdo encontrados na literatura para micro-organismos
mesofilicos. Hiol e colaboradores (1999) estudaram a lipase produzida pelo fungo
mesofilico Rhizopus oryzae e observaram a mesma temperatura como a melhor para a
atividade da lipase. Da mesma forma, Supakdamrongkul et al., (2010) concluiram como

35°C a temperatura 6tima para a lipase de Spodoptera litura.

A ! . B
§\%/'\% 904 }/ \%

\ .- N

Atividade relativa (%)
3 3
1 1

/ /

T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 25 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura (“C)

Figura 1: Efeito do pH (A) e da temperatura (B) sobre a atividade da lipase
produzida pelo fungo Myceliophthora sp. utilizando-se os métodos titulométrico (A) e
colorimétrico (B).
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A estabilidade da atividade enzimatica do extrato de Myceliophothora sp F 2.1.4
em diferentes valores de temperatura ¢ pH também foi investigada. Quanto a
temperatura, observou-se que a lipase manteve mais de 90% da sua atividade inicial
ap6s 1 hora de exposi¢cdo a temperaturas de 35 a 50 °C e, mesmo apds 24 horas de
exposicdo, a enzima manteve mais de 60% de sua atividade inicial. Nas temperaturas de
55 e 60 °C, a enzima manteve mais de 50% da sua atividade ap6s 1 hora de exposicao
(Figura 2).

A estabilidade da atividade em diferentes valores de pH pode ser observada na
Figura 3. A enzima permaneceu estavel em valores de pH entre 5 e 9 por periodos de até
24 horas. Da mesma forma, observa-se uma ativacdo da enzima nesses pHs. Esse
comportamento tem sido relatado para outras lipases também, entretanto, nenhum
mecanismo foi proposto para tal fenomeno (LIMA et al., 2004). Nos pHs extremos (4 ¢
10), houve uma queda da atividade principalmente em pH 10 diminuindo em 70% a sua

atividade inicial entre 3 e 5 horas de exposi¢ao.
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Figura 2: Estabilidade térmica da lipase produzida pelo fungo Myceliophthora
sp.
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Figura 3: Efeito da variagdo do pH do meio sobre a atividade da lipase produzida por
Myceliophthora sp.

3.2 Efeitos de diferentes compostos quimicos sobre a atividade da lipase

A Tabela 1 mostra que os compostos -mercaptoetanol, DTT e Triton X-100 nao
interferiram ou interferiram pouco na atividade da enzima. Por outro lado, o detergente
Tween-80 levou a perda de quase 50% da atividade da enzima e o SDS foi o composto
que mais inibiu a acao hidrolitica da lipase, levando a perda de 91% da atividade inicial.
Ramani et al. (2010) encontraram resultados similares para a lipase de Pseudomonas
gessardii que teve sua atividade inalterada na presenca de Triton X-100 e
mercaptoetanol enquanto que com Tween 80 e SDS a atividade da enzima foi bastante
inibida. E possivel encontrar muitos estudos que mostram a inibigio do SDS na
atividade das lipases, dentre eles, Yu e colaboradores (2007), ja que esse agente
desnatura a estrutura terciaria das enzimas, inativando-as.

Dado que merece destaque refere-se a ndo inibicdo da enzima. O -
mercaptoetanol tem sido descrito como potente oxidante de grupos SH e cuja acao inibe
a atividade de enzimas que possuem residuos de cisteina em seu sitio ativo e/ou
moléculas cuja estrutura depende muito de pontes dissulfeto (SINGH; BANERJEE,
2007). Os dados aqui obtidos sugerem que a lipase de Myceliophthora ndo possui
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cisteina no sitio ativo € ndo requer muitas pontes de sulfeto para estabilizagdao da sua

estrutura secundaria.

Tabela 1: Comportamento da lipase frente a diferentes compostos

Compostos
(10mM) Atividade relativa (%)
Controle 100
B-mercaptoetanol 92,4+1,6
DTT 93,2+1,3
SDS 9,4+0,1
Triton X-100 99,3 +3,7
Tween - 80 53,5+3,7

A partir dos dados mostrados na tabela 2, observa-se que os cations Ca*" ¢ Mg*"
ndo exerceram efeitos sobre a atividade da enzima. Apesar de o ion célcio ser um
possivel ativador das lipases (SNELLMAN et al., 2002), neste trabalho ndo foi
observada essa relacdo. Este mesmo resultado foi obtido por Co6té e Shareck (2008) para
a lipase de Streptomyces coelicolor A3. Por outro lado, os jons K, Mn*" e Na" tiveram
um efeito ligeiramente negativo na atividade e o AI’" ¢ o Hg*" foram, dentre os ions
testados, os que mais interferiram na atividade da enzima. Cabe destacar que o ion Hg2+
exerce efeito inibitorio sobre as enzimas por meio de oxidacao de grupos SH, quebrando
pontes dissulfeto e alterando a estrutura das enzimas (LIU et al., 2008). Nos resultados
apresentados, apenas 47% da atividade da enzima foi perdida em presenca de Hg>"
sugerindo que esta molécula possui poucas pontes dissulfeto na preservacdo de sua
estrutura € nao possui aminodcidos sulfonados em seu sitio ativo. Esses dados
concordam com aqueles obtidos com mercaptoetanol.

Tem sido discutido que lipases da familia I e sub-familias 1.1 e 1.2 apresentam
dois residuos de cisteina, que estdo envolvidos com as pontes dissulfeto, responsaveis
pela estabilizacdo do sitio ativo da enzimas (ARPIGNY; JAEGER, 1999).

Provavelmente, a enzima em questdo ndo pertence a esse grupo.
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Tabela 2: Atividade da lipase quando exposta a diferentes ions
lons

(10mM)  Atividade relativa (%)
Controle 100 £ 0,03
CaCl, 101,2 + 4,5
MgCl, 99,2+3,3
KCl 75,6 +0,7
MnCl, 77,811
AlCl; 40,8+0,3
NaCl 76,6 £2,9
HgCl, 53,4 = 0,05

A estabilidade da enzima em presenga de solventes organicos ¢ uma importante
caracteristica das lipases, podendo determinar o uso da enzima como catalisador em
reacdes de sintese, além de mostrar quais solventes podem ser utilizados nos meios de
reacdo. Entretanto, a lipase estudada apresenta pouca estabilidade frente a esses
solventes em relagdo as solugdes aquosas, como pode ser observado na Tabela 3.
Apesar disso, pode ser destacado o comportamento da lipase quando em contanto com
os solventes metanol e etanol em que foi observado mais de 85 e 72 % da atividade
inicial, respectivamente, em solugdo com 10% de solvente. Esse dado ¢ importante ja
que a lipase tem sido muito estudada com o intuito de atuar na producdo de biodiesel
sendo assim necessaria uma boa estabilidade diante desses solventes.

Além disso, a Tabela 3 mostra que a lipase estudada ¢ mais estavel no
1sopropanol em comparacdo com os outros solventes testados. Esse fato também foi
encontrado por Demir; Tukel (2010) quando estudaram a lipase de Spirulina platensis,
em que a lipase manteve 89% da sua atividade relativa na presenga de 20% de

isopropanol.
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Tabela 3: Comportamento da lipase em diferentes solventes organicos

Solventes organicos Concentragdo (%) Atividade relativa (%)

Controle 100
Acetona 10 54,3+0,1
20 55,0+0,9
30 49,0+3,8
Metanol 10 86,8+2,5
20 60,2+ 0,7
30 68,8124
Etanol 10 72,7+2,9
20 68,6+2,9
30 62,7+1,2
Isopropanol 10 82,6+1,0
20 78,4+1,0
30 63,3+2,6
DMSO 10 70,1+2,1
20 729%2,6
30 65,7 4,1
Acetonitrila 10 68,3%+2,0
20 50,6 +0,5
30 389+4,1

3.3 Especificidade por substratos sintéticos e naturais

A Tabela 4 mostra a atuacdo da enzima sobre 6leos de diferentes origens, sendo
observado maiores atividades sobre Oleos de algoddo e de palma. Entretanto, os
resultados mostram a capacidade da enzima em atuar em todos os dleos testados, o que
sugere o alto potencial de aplicacdo dessa enzima na digestdo de lipideos. Da mesma
forma, segundo Liu e colaboradores (2008) as lipases com ampla atividade hidrolitica
podem atuar em potenciais aplicagdes na degradagdo e na reutilizacdo de residuos de
0leo para a producao de biodiesel.

Os oleos sao triglicerideos com acidos graxos de 18 carbonos e com grau de
insaturagdo diferente, o que atua diretamente na estrutura da molécula, diferenciando-
as. Entretanto, ndo se observou correlacdo entre a preferéncia de atividade enzimatica
em relagdo a presenga de acido oléico ou linoléico no triacilglicerideo, nem em relagao

ao numero de insaturacdes da cadeia. A unica correlacdo possivel € que as menores
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atividades foram observadas sobre os 6leos com maiores proporgdes de acido linolénico
(6leo de soja e canola).

No presente experimento ¢ dificil inferir constatagdes sobre a especificidade da
enzima visto que os ensaios foram realizados com solugdo enzimatica bruta, da qual nao
se sabe se existia um tipo ou mais de lipases. A purificagdo da enzima em continuidade

a esse trabalho fornecera essa informacao.

Tabela 4: Atividade da lipase sobre diferentes tipos de 6leos bem como a
porcentagem dos principais acidos nos 6leos testados.
Atividade Atividade Ac. oléico Ac.

Substrato especifica Relativa (%) (%) C18:1 linoléico

Ac. linolénico
(%) C18:3

(U/mg) (%) C18:2
Canola 1,740,5 56,9 53-70 15-30 5-13
Algodio  3,1+1,0 100 13-4 33-59 0,1-2,1
Soja 1.8+ 0,5 56,9 19 -30 44 - 62 4-11
Oliva 2,2+ 04 70,7 63 15 0,9
Palma 29+0,1 95,3 36 -47 6,5-15 <0,5
Girassol 2,540, 81,5 14-35  55-75 <03

* atividade determinada por método titulométrico

A enzima apresentou atividade crescente sobre ésteres de p-nitrofenol de acordo
com o aumento da cadeia acila, entretanto, uma queda da atividade foi observada para o
substrato p-nitrofenil estearato (Tabela 5). Apesar disso, pode-se afirmar que a enzima
estudada ¢ uma lipase verdadeira ja que apresentou melhor atividade em substratos com
cadeia acila superior a 10 carbonos. Enzimas com atividade hidrolitica somente sobre
substratos com cadeias menores sdo classificadas como esterases. Esse conceito sobre a
diferenca entre lipases e esterases foi definido por Jaeger et al., 1994; Egloff et al.,

1995; Ferrato et al., 1997; Verger, 1997; Jaeger et al., 1998.

Tabela 5: Especificidade da lipase para substratos sintéticos

Substrato Atividade especifica (U/mL) Atividade Relativa (%)
p-Nitrofenil acetato (C2) 2,4+0,1 13,9
p-Nitrofenil butirato (C4) 7,9+0,3 46,0
p-Nitrofenil miristato (C14) 12,3+0,6 71,6
p-Nitrofenil palmitato (C16) 17,2+0,4 100
p-Nitrofenil estearato (C18) 9,3+0,6 54,2
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E importante lembrar que o processo de determinagio de atividade hidrolitica foi
diferente para os substratos naturais e sintéticos, sendo que para os substratos naturais
utilizou-se o método de titulacdo, enquanto que para os substratos sintéticos foi avaliado

pelo método colorimétrico.

3.4 Imobiliza¢do da enzima em alginato de calcio

Diante dos resultados apresentados, a imobilizagdo da lipase teve como objetivo
aumentar a estabilidade da enzima frente as diferentes temperaturas e permitir o reuso
da enzima. Assim, a lipase em estudo foi imobilizada no polimero alginato utilizando-se
diferentes concentracdes de alginato e CaCl,.

Na adi¢ao da solugdo de alginato em uma solugdo de CaCl,, ocorre uma ligagao
cruzada ocasionando a precipitagdo das esferas de alginato de célcio. Assim, as
concentragdes de alginato e CaCl, s3o parametros importantes para o melhor
aprisionamento da enzima. Dessa forma, a combina¢ao que mostrou resultados mais
vantajosos foi a imobilizagdo em alginato a 3% utilizando solugdo de cloreto de célcio a
0,05M. Nessas condi¢des, a imobilizagdo da lipase em alginato de célcio teve uma
retengdo de 93 %. Esse valor expressa a quantidade de enzima que ficou imobilizada
nas esferas. As esferas formadas com essas caracteristicas foram utilizadas para os
testes posteriores. A Tabela 6 mostra os valores de retencdo obtidos para todas as

condig¢des de alginato e de cloreto de calcio testadas.

Tabela 6: Retencdo da lipase com relacdo as diferentes concentragdoes de
alginato e de cloreto de célcio testadas.
Valores testados ~ Retencdo da lipase (%)

Alginato (2%) 89
Alginato (2,5%) 89
Alginato (3%) 91
CaCl; (0,05 M) 93
CaCl; (0,1 M) 88
CaCl, (0,2 M) 85
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A Figura 4 mostra o numero de ciclos nos quais foi possivel usar a lipase
imobilizada e pode-se observar que o uso das esferas por 6 vezes consecutivas ainda
permitiu a obtencdo de 30% da atividade inicial. Houve uma queda brusca entre o
primeiro e o segundo ciclo com perda de 50 % da atividade entre um ensaio e outro.
Segundo Tischer e Kasche (1999) a maior vantagem da imobilizagdo de uma enzima
estd na capacidade de produzir biocatalisadores reutilizdveis. Mondal et al. (2006)
imobilizaram a lipase de Pseudomonas cepacia também em alginato e alcangaram 7
ciclos ocorrendo uma queda brusca a partir do 5° ciclo.

A reutilizagdo de enzimas depende muito do método operacional escolhido.
Quando em contato com o suporte, a enzima pode interagir por meio de ligagdes
covalentes ou outra forma de interagdo que tera total importancia para a estabilidade da
enzima, € consequentemente, para que ela possa ser reutilizada com a menor perda de

atividade possivel.
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Figura 4: Numero de ciclos obtidos com a reutiliza¢do da lipase imobilizada em
alginato de calcio

A enzima imobilizada, quando submetida aos testes de estabilidade térmica
mostrou consideravel aumento na tolerdncia a temperatura de 50 e 55°C (Figura 5)
quando comparada a enzima livre (Figura 2), sugerindo que a técnica de imobilizagdo
foi interessante no sentido de preservar a enzima.
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Sharma e Grupta (2001) estudaram que o alginato mostra uma afinidade pelas
lipases e também pode protegé-las contra a termoinativa¢do. A forte afinidade entre a
lipase e o alginato pode causar uma barreira de energia no primeiro passo da
desativagdo, o que resulta em baixas taxas de perda de atividade. Matsumoto e Ohashi
(2003) estudaram a termoestabilidade da lipase de Candida rugosa comparando a sua
forma livre e a imobilizada em alginato e comprovaram um aumento da estabilidade

térmica da lipase quando imobilizada.
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Figura 5: Estabilidade térmica da lipase imobilizada em esferas de alginato de calcio

Imobilizacdo da lipase em quitosana

Apesar da lipase imobilizada em alginato de célcio ter mostrado bons resultados,
esse método apresenta uma restricdo da transferéncia de massa durante o processo
catalitico, assim, a lipase imobilizada por encapsula¢do sé apresenta vantagens para

substratos de baixa massa molecular. Baseado nisso, a lipase foi imobilizada utilizando
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quitosana, por um método de ligagdo covalente, ou seja, a enzima nao ¢ encapsulada e
sim ligada ao suporte. Para esse método, a imobilizacdo teve uma eficiéncia de 93,4%,
bem similar ao outro método de imobilizagao utilizado.

A Figura 6 mostra os ciclos conseguidos com a lipase imobilizada em quitosana.
Pode-se perceber que foi possivel uma reutilizacdo de até¢ 12 vezes da enzima, sendo
que somente a partir do 9° ciclo a atividade residual foi inferior a 50%. Romdhane et al.
(2011) imobilizara a lipase de Talaromyces thermophilus em quitosana e reutilizaram
repetidamente na hidrolise conseguindo 10 ciclos, todos com mais de 80% de atividade
residual. J& Huang et al., (2007) conseguiram reutilizar a lipase 10 vezes com a
atividade catalitica diminuindo a cada ciclo, sobrando 46 % no ultimo ciclo.

Uma das desvantagens do método de imobilizagdo por ligacdo covalente é que a
enzima pode se ligar ao suporte de maneira que sua estrutura terciaria seja modificada
levando-a a inativac¢do. Entretanto, pode-se afirmar que nao houve alteragdo capaz de

influenciar negativamente a atividade catalitica tendo em vista os dados apresentados.
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Figura 6: Numero de ciclos obtidos com a reutilizacdo da lipase imobilizada em
quitosana

Além disso, ao analisar a estabilidade térmica da lipase, a Figura 7 mostra bons
resultados, tendo em vista que principalmente nas temperaturas altas como 50, 55 e

60°C a atividade residual manteve-se maior até o término da exposicdo. Nas
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temperaturas menores (35, 40 e 45°C) a lipase manteve sua atividade relativa,
apresentando uma queda somente a 45°C depois de 24 horas de exposicao.

Romdhane et al. (2011) também mostraram que quando a lipase ¢ imobilizada
em quitosana, sua termoestabilidade ¢ aumentada. Por ser um método de ligagdo
covalente, provavelmente as ligagdes que ocorreram entre a lipase e o suporte foram
benéficas deixando sua estrutura terciaria mais forte e capaz de suportar situagdes

adversas com maior sucesso.
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Figura 7: Estabilidade térmica da lipase imobilizada em quitosana

4. Conclusoes

A caracterizagdo parcial da lipase produzida pelo fungo Myceliophthora sp. n®
F2.1.4 indicou que a enzima atua em seu maximo em pH entre 5,0 ¢ 7,0 e a 35°C sendo
estavel entre 35 e 50°C e em faixa de pH 4,0 € 9,0. A enzima foi sensivel a SDS e Al 3
e tolerante a etanol e metanol, solventes utilizados na produgdo de biodiesel.

Quanto a especificidade aos substratos, os testes provaram ser a enzima em
estudo um lipase verdadeira ja que conseguiu atuar em substrato de cadeia longa. Além
disso, ela atuou bem em todos os substratos naturais testados, mostrando sua eficiéncia
para aplicagdes de digestdao de Oleos.

A lipase foi imobilizada em alginato de célcio e, dessa forma, foi possivel uma

reutilizacdo da enzima por 6 vezes consecutivas. Quando imobilizada em quitosana, a
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lipase foi reutilizada por 12 vezes consecutivas. Esse resultado demonstra que os
métodos de imobilizagdo testados foram eficientes, embora a imobilizagdo em quitosana
tenha permitido um niimero maior de reutilizagdes da enzima. Em ambos os métodos, a
imobilizacdo melhorou a estabilidade da lipase quando exposta a diferentes

temperaturas.
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