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RESUMO

As lipases (triacilglicerol hidrolases, E.C. 3.1.1.3) pertencem a familia das hidrolases e atuam
em ligacdes de ésteres carboxilicos e vém se destacando cada vez mais no cendrio da
biotecnologia enzimatica por serem enzimas versateis que aceitam uma ampla variedade de
substratos. Atuam, por defini¢do, na interface organico-aquosa, catalisando a hidrélise de
ligacdes éster-carboxilicas e liberando acidos e alcoois organicos. Entretanto, a reagao inversa,
esterificacdo, pode ocorrer em ambientes com restricdo de dgua. A lipase produzida por uma
nova cepa isolada de Sporidiobolus pararoseus apresenta habilidade catalitica potencial para
reagOes de esterificacdo. De forma a aumentar a sua atividade sintética, esse trabalho foi
primeiramente focado na otimizacdo da producdo de ‘lipase sintética’ por fermentacao
submersa de um meio convencional baseado em peptona, extrato de levedura, NaCl e 6leo de
oliva utilizando a técnica de planejamento de experimentos. De acordo com os resultados
obtidos no primeiro planejamento (2*'), as concentragdes de extrato de levedura e NaCl foram
selecionadas para posterior maximizagdo da atividade pela metodologia de superficie de
resposta. A maxima atividade lipasica sintética obtida foi de 26,9 U/mL no meio otimizado
(5,0, 6,8, 7,0 e 1,0% (m/v) de peptona, extrato de levedura, NaCl e oleo de oliva,
respectivamente), representando um aumento de 6,36 vezes comparado ao meio inicial. A
cinética de producdo de ‘lipase sintética’ na condi¢do otimizada foi avaliada em termos de
atividade lipasica sintética, atividade proteédsica, biomassa e carbono total; a maxima atividade
lipasica sintética foi observada durante a fase estacionaria do crescimento (72 horas). Foi
empregado um meio industrial substituindo-se os componentes do meio (peptona, extrato de
levedura e 6leo de oliva) por dgua de maceracdo de milho, hidrolisado de levedura e 6leo
residual de fritura, respectivamente, sendo que a atividade foi reduzida a metade. Uma etapa
de concentragdo dos extratos com sulfato de amdnio foi realizada, sendo que a saturacao de
20% de sulfato de amoénio foi a que promoveu as maiores atividades lipésicas sintéticas e
atividades especificas. As enzimas obtidas (convencional bruta e precipitada ‘CB’ ¢ ‘CP’ ¢
industrial bruta e precipitada ‘IB’ e ‘IP’ foram caracterizadas parcialmente em relagdo a
estabilidade em temperaturas altas e baixas, especificidade ao substrato de esterificacao
(diferentes acidos graxos e alcoois) e faixas de memoria de pH e temperatura de atuagdo. As
enzimas apresentaram, em geral, maior especificidade pelos acidos graxos e alcoois de cadeia
mais curta. As enzimas precipitadas apresentaram uma boa estabilidade térmica, mostrando-se
mais estaveis em temperaturas altas e baixas do que as enzimas brutas. As enzimas ‘CB’ e
‘CP’ apresentaram as maiores atividades em memorias de pH proximas a neutralidade (6,5) e
temperatura de cerca de 40°C). Por outro lado, as enzimas ‘IB’ e ‘IP’ mantém a atividade em
uma ampla faixa de pH, porém apresentam preferéncia por temperaturas reacionais mais altas.
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ABSTRACT

Lipases (triacylglicerol hydrolases, E.C. 3.1.1.3) are a part of the hydrolase family which act
in carboxylic ester bounds and have been standing out in the biotechnology field as they are
versatile enzymes that accept a wide range of substrates. They act, by definition, in the
organic-water interface, catalyzing the carboxylic ester bounds hydrolysis and releasing
alcohols and organic acids. However, the esterification inverse reaction can occur in water
restricted environments. The lipase produced by a newly isolated Sporidiobolus pararoseus
strain possesses potential catalysis ability for esterification reactions. In order to improve its
synthetic activity, this work was at first aimed at optimizing ‘synthetic lipase’ production by
submerged fermentation of a conventional media based on peptone, yeast extract, NaCl and
olive oil using experimental design technique. According to the results obtained in the first
experimental design (2*'), yeast extract and NaCl concentrations have been selected to further
optimization by response surface methodology. The maximum °‘synthetic lipase’ activity
obtained was 26.9 U/mL in the optimized media (5.0, 6.8, 7.0 and 1.0% (wt/v) of peptone,
yeast extract, NaCl and olive oil, respectively), representing a 6.36-fold increase compared to
the initial medium. The time course of ‘synthetic lipase’ production in the optimized condition
was evaluated in terms of synthetic activity, protease activity, biomass and total carbon;
maximum synthetic activity was observed during the stationary phase of growth (72 hours).
An industrial media has been employed replacing the media components (peptone, yeast
extract and olive oil) by corn steep liquor, yeast hydrolyzed and residual frying oil,
respectively, and the activity was reduced by half. An ammonium sulphate concentration step
has been done and the 20% ammonium sulphate saturation promoted the higher synthetic
activities and specific activities. The obtained enzymes (conventional crude and precipitated
‘CB’ e ‘CP’ and industrial crude and precipitated ‘IB’ ¢ ‘IP’) has been partially characterized
in terms of stability in high and low temperatures, esterification substrate specificity (different
fatty acids and alcohols) and acting ranges of pH memory and temperature. The enzymes
presented, in general, more specificity for the short chain alcohols and fatty acids. The
precipitated enzymes presented a good thermal stability, being more stable in both
temperatures than the crude enzymes. The ‘CB’ and ‘CP’ enzymes presented the higher
activities at pH memories around neutrality (6.5) and medium temperature (about 40°C). On
the other hand, the ‘IB’ and ‘IP’ enzymes kept the activity in a wide range of pH memory but
presented preference for higher reaction temperatures.



INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo uma familia de hidrolases que
atuam em ligagdes de ésteres carboxilicos. As lipases assumiram um importante papel no
campo da biotecnologia, j4 que sdo enzimas versateis que aceitam uma ampla faixa de
substratos. Atuam, por defini¢do, na interface organico-aquosa, catalisando a hidrélise de
ligagdes éster e liberando acidos organicos e alcoois. Contudo, a reagdo inversa (esterificagao)
ou reagdes de transesterificacdo podem ocorrer em ambientes com restrigao de agua (Kademi
et al., 2004, Hasan et al., 2006, Lotti e Alberghina, 2007, Bon et al., 2008 e Reis et al., 2009).

As lipases sdo onipresentes em todos os tipos de organismos vivos € podem ser obtidas a
partir de diferentes fontes como micro-organismos, animais e plantas (Lotti e Alberghina,
2007, Bon et al., 2008 e Reis et al., 2009). As enzimas de bactérias e fungos apresentam
grande potencial como biocatalisadores industriais, ja que apresentam altas taxas de sintese,
elevada conversdo de substrato em produto, grande versatilidade e simplicidade na
manipulagdo ambiental e genética de sua capacidade produtiva e facilidade de recuperacao do
caldo fermentativo (Lotti e Alberghina, 2007 ¢ Bon et al., 2008).

As lipases microbianas sdao produzidas principalmente por cultura submersa (Sharma et
al., 2001). Uma grande variedade de condi¢des de cultura que estimulam ou suprimem a
producdo de lipases microbianas sdo descritas na literatura, € ndo ha um procedimento geral
para aumentar a sua produ¢do (Sharma et al., 2001 e Kademi et al., 2004). A expressao de
proteinas lipoliticas ¢ frequentemente induzida e pode ser modulada por varios pardmetros
(Lotti e Alberghina, 2007). Entre eles, as fontes de carbono e nitrogénio fornecidas durante a
fermentagdo sdo de particular importancia, assim como a adi¢do de compostos que podem
atuar como indutores, tais como as fontes de carbono lipidicas (Sharma et al., 2001, Lotti e
Alberghina, 2007 e Treichel et al., 2010). Foi relatado que alguns micro-organismos

eucarioticos podem produzir diferentes formas de lipases com diferentes propriedades
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cataliticas, e a produ¢do dessas lipases pode ser influenciada pelas condi¢des de cultura
(Wang et al., 2008).

As atividades hidrolitica e sintética sdo frequentemente utilizadas para caracterizar a
habilidade catalitica da lipase, sendo a primeira mais comumente empregada. Contudo, foi
proposto que as atividades sintéticas das lipases em solventes organicos nao correspondem as
suas atividades hidroliticas, e que nem todas as lipases sdo capazes de catalisar reagdes
sintéticas em solventes orginicos. De modo a aumentar a habilidade catalitica da lipase em
solventes organicos, os efeitos na producao de enzima devem ser estudados sistematicamente
e as condi¢des de cultura devem ser otimizadas (Wang et al., 2008, Teng e Xu, 2008 ¢ Teng et
al., 2009).

Sendo um indicador da habilidade catalitica em solventes organicos, a atividade sintética
de lipases atrai cada vez mais o olhar dos pesquisadores (Wang et al., 2008). A producao de
lipases para uso em solventes organicos tem vantagens como a maior solubilidade em
substratos hidrofobicos, deslocamento do equilibrio termodindmico em favor da sintese ao
invés da hidrolise e aumento da termoestabilidade da enzima. Contudo, as atividades
cataliticas sdo geralmente mais baixas que as expressas em meio aquoso, devido as
dificuldades na homogeneizagao do sistema catalitico (Persson et al., 2002).

As ‘lipases sintéticas’ estdo ganhando mais atencdo nos dias atuais devido ao seu
potencial para catalisar a producdo de biodiesel, reduzindo o custo operacional associado ao
processo convencional. Como o custo de producdo da lipase ¢ o maior impedimento para a
comercializagdo do processo biocatalitico, varios esfor¢os tém sido realizados para
desenvolver sistemas mais baratos (Vieira et al., 2006 ¢ Ranganathan et al., 2008). Além da
producdo de biodiesel, muitas outras aplicacdes da lipase com atividade sintética foram
propostas, tais como reagdes enantiosseletivas (D’Antona et al., 2008 e Pilissao et al., 2009),
sintese de varios ésteres (Pires-Cabral et al., 2007, Cramer et al., 2007 e Nyaradzo et al., 2009)
e resolugdo cinética de compostos quirais (Ball et al., 2009).

Até a presente data as lipases de levedura de Candida rugosa e Candida antarctica sdo
as principais fontes de muitas lipases disponiveis comercialmente (Kumar e Gupta, 2008 e
Treichel et al., 2010). Ao mesmo tempo, a demanda continua por enzimas altamente ativas
com propriedades apropriadas encoraja a pesquisa por novas fontes de enzimas (Kumar e

Gupta, 2008). Em um trabalho prévio desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
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Biotecnologia de Alimentos, varios microrganismos potencialmente produtores de lipases
sintéticas e hidroliticas foram isolados a partir de variadas fontes (Griebler et al., 2009).

A utilizacdo de fontes alternativas de nutrientes para os micro-organismos, como o0s
residuos agroindustriais, pode auxiliar na reducdo de problemas de polui¢do ambiental
associados ao descarte desses compostos no meio ambiente (Treichel et al., 2010); além de
reduzir o custo global de producdo da enzima pela utilizacdo de matérias-primas de menor
valor agregado.

A precipitacdo com sulfato de amoénio € util como uma etapa de pré-purificacdo de
extratos enzimaticos, ja que promove a separagdo dos outros compostos do meio, facilitando
os processos subsequentes devido a auséncia de possiveis interferentes (Martins et al., 2008).

O efeito de diversos fatores na atividade e estabilidade de lipases brutas e purificadas
vem sendo estudado por diversos pesquisadores. Fatores como pH, temperatura, efeito de ions
metalicos, solventes organicos, detergentes/surfactantes, e outros inibidores pode aumentar ou
suprimir a atividade das lipases. Além disso, por ser uma enzima versatil, a lipase apresenta
variadas especificidades aos substratos reacionais. A caracterizacdo bioquimica das lipases
determina a adequagdo da enzima para a aplicagdo em diferentes processos industriais (Hasan
et al., 2009).

Esse trabalho relata, em um primeiro momento, o estudo da otimizacao da composi¢ao
do meio de cultura para a maxima producao de ‘lipase sintética’ a partir de uma nova cepa de
Sporidiobolus pararoseus por fermentagdo submersa de um meio convencional. Na condi¢do
otimizada, foram monitoradas a atividade lipasica sintética, atividade protedsica, carbono total
e biomassa ao longo de 144 horas de fermentagao. Em um segundo momento, os componentes
do meio convencional foram substituidos por fontes de nutrientes alternativas nas
concentracdes otimizadas. Os extratos enzimaticos obtidos pela fermentacdo dos meios
convencional e industrial foram concentrados com sulfato de amonio em diferentes saturagdes.
Devido a importancia da caracterizagao bioquimica, as enzimas brutas e precipitadas obtidas
nesse trabalho foram caracterizadas em termos de especificidade aos substratos de
esterificacdo (&cidos graxos e alcoois), estabilidade em temperaturas altas e baixas

(armazenamento) e comportamento frente a diferentes memorias de pH e temperaturas.



1.0 - REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo serd apresentada uma breve revisao da literatura referente ao historico,
defini¢do, aplicacdes industriais, producdo e caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas de
lipases, a qual tem por objetivo apresentar o estado da arte e fundamentar a pesquisa em

producdo e caracterizagdo de lipases de origem microbiana.

1.1 Enzimas

A utiliza¢do de enzimas pelo homem remonta aos periodos mais antigos da civilizagdo.
Importantes atividades humanas em comunidades primitivas como a produgdo de certos tipos
de alimentos e bebidas, e o curtimento de peles para produzir couro para o vestudrio,
envolviam a aplicagdo de atividades enzimdticas, mesmo que inconscientemente. Contudo,
apenas a partir do século 19, a natureza das enzimas e a maneira como atuam comecou a ser
esclarecida. Durante o século 20, o reconhecimento das enzimas como proteinas juntamente
com o design de técnicas para a sua purificagdo e analise, abriram caminho para o

\

desenvolvimento de processos voltados a sua producao e utilizagdo industrial (Lotti e
Alberghina, 2007).

Até os anos 60, as vendas totais de enzimas eram de apenas uns poucos milhdes de
dolares anuais, mas o mercado entdo cresceu de forma espetacular. Devido ao melhor
entendimento da bioquimica de producdo, dos processos fermentativos, e dos métodos de
recuperagdo, tornou-se possivel a producdo de um crescente nimero de enzimas de forma
acessivel e sua introdu¢do em produtos e processos industriais reais. Ainda, devido as
diferentes transformagdes que as enzimas podem catalisar, o nimero de enzimas utilizadas
comercialmente continua a se multiplicar (Sharma et al., 2001 e Kirk et al., 2002).

A biotecnologia moderna tornou possivel fornecer enzimas com maiores atividades e
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adaptadas as diferentes condi¢des de processo, permitindo uma expansao do seu uso industrial.
O resultado ¢ uma industria altamente diversificada que ainda estd crescendo tanto em
tamanho quanto em complexidade (Kirk et al., 2002).

Cerca de 4000 enzimas sdo conhecidas, e destas, cerca de 200 sdo utilizadas
comercialmente (Sharma et al., 2001). Os beneficios oferecidos pelas enzimas sdo a
especificidade (controle dos produtos produzidos e minimizagdo de reacdes laterais
indesejadas), as condi¢cdes amenas (a planta industrial pode ser operada com menor capital e
custos energéticos) e a menor producdo de residuos (menor custo no tratamento de residuos e
contribuicao desprezivel da enzima para a DBO) (Hasan et al., 2006).

No minimo 75% de todas as enzimas industriais (incluindo as lipases) sdo hidroliticas,
sendo usadas para a degradagdo de varias substancias naturais. As proteases dominam o
mercado, contando com aproximadamente 40% de todas as vendas de enzimas, devido a sua
utilizagdo ampla na industria de detergentes e panificacdo. Véarias carbohidrases (amilases e
celulases), utilizadas em industrias como as de amido, téxtil, de detergentes e panificacao,
representam o segundo maior grupo (Sharma et al., 2001 e Kirk et al., 2002).

A maioria das enzimas industriais sdo de origem microbiana (Sharma et al., 2001). As
enzimas microbianas sdo normalmente mais uteis que as enzimas derivadas de plantas e
animais, devido a grande variedade de atividades cataliticas disponiveis, aos altos rendimentos
possiveis, a facilidade de manipulagdo genética, ao fornecimento regular devido a auséncia de
flutuacdes sazonais e ao rapido crescimento dos micro-organismos em meios de baixo custo.
As enzimas microbianas sdo também mais estdveis e sua producdo ¢ mais conveniente e
segura. Contudo, apenas cerca de 2% dos micro-organismos existentes foram testados como

produtores de enzimas (Hasan et al., 2006).

1.2 Lirasks

1.2.1 Historico

Relatos prévios da produgdo de enzimas capazes de degradar substratos lipidicos por
células bacterianas e eucaridticas — as enzimas lipoliticas, que incluem lipases, esterases e
fosfolipases — datam de cerca de um século atras (Lotti ¢ Alberghina, 2007). Em 1856, Claude
Bernard descobriu uma lipase em suco pancreatico como uma enzima que hidrolisava

goticulas insoliveis de 6leo e as convertia em produtos soliveis. A presenca de lipases tem
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sido observada desde 1901 para Bacillus prodigiosus (Serratia marcescens), B. pyocyaneus
(Pseudomonas aeruginosa) € B. fluorescens (P. fluorescens), os quais representam as bactérias
produtoras de lipases melhor estudadas atualmente. A hidrélise de triglicerideos por enzimas
vém sendo estudada ha cerca de 300 anos e a habilidade das lipases em catalisar a hidrolise e
também a sintese de ésteres ja foi reconhecida ha cerca de 70 anos.

As lipases eram tradicionalmente obtidas de pancreas animal e utilizadas como auxiliar
digestivo para consumo humano tanto em uma mistura bruta com outras hidrolases
(pancreatina) quanto na forma purificada. O interesse inicial nas lipases microbianas foi
gerado devido a escassez do pancreas e dificuldades na coleta de material disponivel (Hasan et

al., 2006).

1.2.2 Definicoes

1.2.2.1 Aspectos gerais

As lipases (triacilglicerol hidrolases, E.C. 3.1.1.3) pertencem ao grupo das hidrolases e
constituem o grupo mais importante de biocatalisadores. S3o enzimas onipresentes de
consideravel importancia fisiologica, indispensdveis para a bioconversdo de lipidios na
natureza. As lipases podem catalisar uma ampla variedade de reagdes, incluindo hidroélise,
inter-esterificacao, alcodlise, aciddlise, esterificagdo e amindlise. A habilidade das lipases para
realizar biotransformagdes altamente especificas vem tornando-as crescentemente populares
em industrias de alimentos, detergentes, cosméticos, sintese organica e farmacéutica (Castro e
Anderson, 1995, Sharma et al., 2001, Hasan et al., 2006, Vakhlu e Kour, 2006, Shu et al.,
2010, Hasan et al., 2009 e Treichel et al., 2010).

As lipases atuam, por defini¢do, na interface organico-aquosa, catalisando a hidrélise de
ligagdes éster-carboxilicas e liberando 4cidos e alcoois organicos. Entretanto, como mostrou
Pottevin pela primeira vez em 1906, pode ocorrer, em ambientes com restrigdo de agua, a
reagdo inversa (esterificacdo) ou, também, diversas reacdes de transesterificagdo (Bon et al.,
2008, Sharma et al., 2001, Jaeger e Reetz, 1998, Hasan et al., 2006 e Reis et al., 2008). Sua
capacidade de catalisar essas reagdes com elevada eficiéncia e estabilidade, em geral, assim
como as suas propriedades quimio, régio ou enantiosseletivas, tornam essas enzimas muito

atraentes e versateis (Bon et al., 2008).
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As duas principais categorias dentro das quais as reagdes catalisadas por lipases podem
ser classificadas sdo a hidrolise e a sintese, sendo que dentro dessa segunda categoria as
reacdes podem ser adicionalmente classificadas como esterificacdo, inter-esterificacao,
alcodlise e acidodlise. As ultimas trés reacdes sdo frequentemente agrupadas dentro do termo

geral trans-esterificagdo (Reis et al., 2008).

1. Hidrolise

RCOOR’ + H,O [ RCOOH + R’OH

il. Sintese:
(a) Esterificagdo
RCOOH + R’OH I RCOOR’ + H,0
(b) Interesterificacao
RCOOR’ + R’COOR* [ R”’COOR* + R’COOR’
(c) Alcoolise
RCOOR’ +R’OH I RCOOR”’ + R’OH
(d) Acidolise
RCOOR’ + R*>’COOH [l R”’COOR’ + RCOOH
As pesquisas em lipases estdo focadas particularmente na caracterizacdo estrutural,
elucidacdo de mecanismo de acdo, cinética, sequenciamento e clonagem de genes, ¢
caracterizacao geral de desempenho. Em comparagao com esse esforgo, relativamente pouco

trabalho tem sido feito no desenvolvimento de sistemas biorreatores robustos para utilizacao

comercial (Sharma et al., 2001).

1.2.2.2 Origem
As lipases sdo enzimas onipresentes em todos os tipos de organismos vivos, podendo ser

obtidas de diferentes fontes, como micro-organismos, animais e vegetais (Lotti e Alberghina,
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2007, Bon et al., 2008 e Reis et al., 2008). Seu papel fisiologico ¢ hidrolisar triglicerideos a
diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos, e glicerol (Kademi et al., 2004). Em eucariotos,
essas enzimas podem ser encontradas dentro do lisossomo ou nos espacos de fora das células,
e estdo envolvidas em varios estagios do metabolismo de lipidios incluindo a digestdo,
absorc¢do e reconstituicdo de gorduras e metabolismo de lipoproteinas. Dentre as lipases de
eucariotos superiores, as lipases pancreaticas de suinos vém sendo utilizadas por varios anos
como enzimas técnicas. Outras lipases de mamiferos sdo de interesse médico como compostos
farmacéuticos. Em plantas, as lipases sdo encontradas em tecidos de reserva energética; esse
tipo de enzima tem aplicagdes interessantes em biocatalise, ja que apresenta seletividade a
acidos graxos nao usuais. Em eucariotos inferiores e bactérias, as lipases podem ser
intracelulares ou secretadas para degradar substratos lipidicos presentes no meio, e em alguns
organismos patogénicos podem até atuar como fatores de viruléncia (Lotti e Alberghina, 2007
e Sharma et al., 2001).

Tal diversidade na origem, localizagao celular e funcdo ¢ refletida em um
impressionante grau de variabilidade bioquimica, desde que as lipases de organismos
diferentes, ou até isoenzimas produzidas pelo mesmo organismo, podem variar muito em
massa molecular, pH e temperatura 6timos, modifica¢des pos-translacionais, e especificidades
ao substrato e reacionais. Essa ampla variacdo ¢ importante para a biotecnologia como uma
fonte potencial de biocatalisadores dotados de uma ampla faixa de 6timo e especificidades que
podem ser adaptadas a variadas condi¢des de processo. Tentativas de ampliar o poder
biocatalitico das lipases disponiveis estdo tomando uma série de rotas, incluindo a busca por
enzimas novas produzidas por organismos adaptados a habitats ndo usuais, a abordagem
metagendmica e a mutagénese racional e randomica de enzimas conhecidas (Lotti e

Alberghina, 2007).

1.2.2.3 Lipases utilizadas industrialmente

As enzimas lipoliticas constituem um dos mais importantes grupos de biocatalisadores
para aplicagdes biotecnologicas. A producdo de lipases microbianas requer um entendimento
detalhado do mecanismo molecular que governa a sua secrecao e formacao. A otimizagao de

propriedades das lipases industrialmente relevantes tem sido estabelecida com sucesso
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utilizando lipases para a sintese de biopolimeros e biodiesel, a produgdo de farmacéuticos
enantiopuros, agroquimicos € flavors.

As lipases sdo biocatalisadores que tém muitas aplicagdes, razdo pela qual a sua
participagdo no mercado mundial de enzimas industriais cresce significativamente. Estima-se
que, no futuro, elas terdo importancia industrial comparavel a das peptidases, que atualmente
representam 25 a 40% das vendas de enzimas industriais (Bon et al., 2008).

Alguns produtos industrialmente importantes fabricados a partir de gorduras e 6leos por
processos quimicos podem ser produzidos por lipases com maior rapidez e melhor
especificidade sob condigdes amenas. O comportamento quimio-, régio- ¢ enantioespecifico
dessas enzimas despertou um grande interesse por parte de pesquisadores e setor industrial.

Com a preocupagdo em relagdo as questdes ambientais e de custo, a biotecnologia esta
ganhando espaco rapidamente devido as varias vantagens que oferece em relacdo as
tecnologias convencionais. O campo das enzimas industriais esta agora vivenciando maiores
iniciativas em pesquisa ¢ desenvolvimento, resultando no desenvolvimento de um grande
nimero de novos produtos e na melhoria no processo e na obtengdo de varios produtos
existentes.

As enzimas de bactérias e fungos tém o maior potencial como biocatalisadores
industriais, uma vez que tém alta velocidade de sintese, alto rendimento de conversao de
substrato em produto, grande versatilidade e maior simplicidade na manipulacdo ambiental e
genética de sua capacidade produtiva e maior facilidade de recuperacgao do caldo fermentativo.
A maioria das lipases bacterianas sdo obtidas a partir de Pseudomonas, Burkholderia,
Alcaligenes, Acinetobacter, Bacillus € Chromobacterium; e as lipases fungicas amplamente
utilizadas sdo produzidas por Candida, Humicola, Penicillium, Yarrowia, Mucor, Rhizopus e
Aspergillus sp. (Lotti e Alberghina, 2007 e Bon et al., 2008).

Lipases de diferentes origens encontram-se disponiveis, hoje em dia, no mercado e,
desde 1979, ja ocorre o emprego em larga escala de lipases como catalisadores de processos,
conforme mostra a Tabela 1.1.

Impulsionadas por sua versatilidade, as lipases sdo aplicadas em numerosos processos
industriais, incluindo as industrias oleoquimicas, de detergentes, panificacdo, leiteira
(fabricacdo de queijo), industria agroquimica, limpeza de superficies, assim como industrias

téxteis e de processamento de couro e papel. Ainda, a estabilidade de muitas lipases em
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solventes organicos abre caminho para a sua exploragdo na sintese organica (esterificacao,
transesterificacdo, amindlise e oximolise), catalisando as reagdes de forma quimio-, régio-
e/ou enantiosseletiva, encontrando aplicacdes nas industrias cosmética, farmacéutica, de
biodiesel, sintese de biossurfactantes e de quimica fina (Sharma et al., 2001, Bon et al., 2008,

Reis et al., 2008, Reetz, 2002 e Lotti ¢ Alberghina, 2007).

Tabela 1.1. Exemplos de processos industriais empregando lipases (Bon et al., 2008).

Processo Inicio da operacio Empresa
Interesterificacdo de gorduras 1979, 1983 Fuji Oil, Unilever
Hidrolise de ésteres 1988 Sumitomo
Transesterificacao 1990 Unilever

Acilagao 1996 BASF

As razdes para o enorme potencial biotecnologico das lipases microbianas incluem os
fatos de que elas sdo (1) estaveis em solventes organicos, (2) nao requerem co-fatores, (3)
possuem uma ampla especificidade ao substrato (quimiosseletividade) e (4) exibem uma alta
enantiosseletividade. Um grande niimero de lipases t€ém sido produzidas comercialmente,
sendo a maioria delas originarias de fungos e bactérias (Lotti ¢ Alberghina, 2007 e Jaeger ¢
Reetz, 1998). Uma publicacdo sobre lipases comercialmente disponiveis listou enzimas de 34
fontes diferentes, incluindo 18 de fungos e 7 de bactérias (White e White, 1997). A Tabela 1.2
lista as lipases microbianas que parecem ser as mais amplamente utilizadas em biotecnologia.

Um fator limitante para o desenvolvimento de tecnologias baseadas em lipase para a
sintese de novos compostos ¢ a escassez de lipases com as caracteristicas especificas de
processamento requeridas. Uma quantidade crescente de lipases com propriedades adequadas
estd se tornando disponivel no mercado, e estdo sendo realizados grandes esfor¢os para

comercializar biotransformagdes e sinteses catalisadas por lipases (Sharma et al., 2001).
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Tabela 1.2. Exemplos de lipases microbianas disponiveis comercialmente (Jaeger e

Reetz, 1998).

. Aplicacgoes .
Organismos produtores . . Comercializada por
biotecnologicas

Candida rugosa Sintese organica Amano, Biocatalysts, Bochringer
[+ . .
;30 Mannheim, Fluka, Genzyme, Sigma
g . . .
iZ| Candida antarctica A/B Sintese organica Boehringer Mannheim, Novo Nordisk

Thermomyces lanuginosus Aditivo em detergentes Novo Nordisk, Boehringer Mannheim

Rhizomucor miehei Producéo de alimentos Novo Nordisk, Biocatalysts, Amano
g Burkholderia cepacia Sintese orgénica Amano, Fluka, Boehringer Mannheim
8| Pseudomonas alcaligenes Aditivo em detergentes Genencor
Q
5] ..
M| Pseudomonas mendocina Aditivo em detergentes Genencor

Chromobacterium viscosum Sintese orgénica Asahi, Biocatalysts

1.2.2.4 Caracteristicas fisico-quimicas

As massas moleculares de lipases conhecidas variam de menos de 20 kDa como no caso
das pequenas enzimas lipoliticas lipase A de Bacillus subtilis até 60 kDa para as lipases
fingicas maiores. Apesar disso, quase todas as lipases apresentam uma arquitetura semelhante
e sdo estruturadas com um dominio de proteina unico. Excecdes sdo encontradas em lipases de
eucariotos superiores onde fun¢des complexas, como a interacdo com outras moléculas ¢ a
regulacdo, sdo alcancadas por meio de modulos estruturais adicionais.

A faixa de temperatura 6tima observada ¢ ampla, geralmente entre 30 e 60 °C. Contudo,
isso diz respeito as lipases obtidas de fontes convencionais. Mais recentemente a busca por
enzimas de extremofilos enriqueceu o espectro das lipases com temperatura 6tima em cerca de
70 °C ou alta atividade em baixas temperaturas. Tais recursos extremos e ndo usuais abrem a
possibilidade de aplicar essas enzimas na forma selvagem sem a necessidade de adapta-las as
condi¢des de aplicacdo. Muitas lipases utilizadas em biocatalise tem um pH 6timo neutro ou
alcalino, em alguns casos acima ou proximo a 9,0. Menos comuns sao as lipases acidas ativas
em pH baixo como 3,0. Algumas lipases de Bacillus sp. sdo ativas em uma ampla faixa de pH

(Lotti e Alberghina, 2007).
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1.2.2.5 Estrutura tridimensional e mecanismo catalitico das lipases

Nos ultimos anos, a elucidagdo da relacao estrutura-fungao de lipases, bem como de seu
mecanismo catalitico, na presenca ou ndo de interfaces organico-aquosas, tem sido muito
estudada. A ativacdo de lipases ocorre na interface agua-lipidio, um fendmeno que pode ser
relacionado as caracteristicas estruturais unicas dessa classe de enzimas. Como as lipases ¢ os
lipidios interagem na interface ainda ndo estd totalmente claro e ¢ matéria de investigacao
intensa (Bon et al., 2008, Reetz, 2002 e Sharma et al., 2001).

As estruturas tridimensionais da lipase fungica de Rhizomucor michei e da lipase
pancredtica humana foram determinadas em 1990. Desde entdo, diversas outras estruturas
lipasicas foram determinadas. Essas enzimas exibem um padrao de formacdo caracteristico:
um dobramento basico de a-f-hidrolases. O centro ativo é formado por uma triade catalitica
constituida pelos aminoacidos serina, acido aspartico (ou glutdmico) e histidina, o que também
¢ encontrado em serina proteases (Jaeger e Reetz, 1998, Kademi et al., 2004, Reis et al., 2008
e Bon et al., 2008).

A resolucdo da estrutura tridimensional de uma lipase por difragao de raios-X revelou a
presenga de uma estrutura a-helicoidal oligopeptidica na superficie da proteina que protege o
centro ativo, denominada “tampa”. O lado hidrofobico da hélice ¢ virado para dentro do sitio
ativo, que fica entdo inacessivel as moléculas do substrato. Contudo, quando uma lipase se
liga em uma interface lipidica, um rearranjo conformacional ocorre, causando o deslocamento
da “tampa”, enquanto o sitio ativo da lipase fica totalmente acessivel para o substrato. Como
um resultado, o lado hidrofobico da tampa fica exposto a fase lipidica, aumentando as
interagcdes hidrofobicas entre a enzima e a superficie lipidica (Figura 1.1). A mecanica de
abertura da tampa pode variar entre enzimas mas em todos os casos conduz a criacdo de um
sitio ativo aberto, acessivel e hidrofobico para a ligacdo lipidica. Outras estruturas
tridimensionais foram descritas e a presenga da tampa corroborada, mas o nimero € a posi¢ao
das a-hélices envolvidas na composi¢do da tampa difere entre as lipases. Estudos de
cristalografia mostraram, também, que a maior parte das lipases apresenta o sitio recoberto,
sugerindo que o estado inativo provavelmente prevalece em solu¢do (Jaeger e Reetz, 1998,

Kademi et al., 2004, Lotti e Alberghina, 2007 e Bon et al., 2008).
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De maneira geral, quando a enzima ¢ cristalizada na presen¢a de inibidores ou co-
fatores, a estrutura obtida encontra-se sempre na conformacgao aberta. No caso de lipases nao
complexadas, o estado conformacional da estrutura cristalina depende da composicdo e das
propriedades microscopicas da solucdo. Assim, as estruturas de lipases até hoje determinadas
sdo geralmente divididas em duas categorias: as que t€m o sitio ativo acessivel ao solvente
(estrutura aberta) e as que tém o sitio ativo inacessivel ao solvente (estrutura fechada). Estes
estados sdo importantes para a funcdo destas enzimas. Na auséncia de interfaces, ¢ observada
uma baixa atividade lipolitica, sugerindo que as estruturas fechadas predominam em meios

aquosos.

Figura 1.1. Lipase de Candida rugosa representada nas conformagdes fechada (a) e

aberta (b) com a tampa em preto (Lotti e Alberghina, 2007).

As estruturas tridimensionais das lipases conhecidas até hoje mostram que o grau de
mobilidade da “tampa” varia fortemente, encontrando-se desde casos em que parece haver
dois estados extremos — aberto e fechado — com niveis de energia significativamente inferiores
aos dos estados de transicdo, até casos com tampas muito moéveis, com varios estados
intermedidrios de energia comparaveis (Bon et al., 2008).

O mecanismo de reacdo para lipases ¢ comum a todos os membros da familia serina
hidrolases, sendo os complexos acil-enzima os intermedidrios cruciais em todas as reacdes

catalisadas por lipases (Reis et al., 2008 ¢ Reetz, 2002). As lipases sdo carboxilesterases que
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atuam em acilglicerideos de cadeia longa e sdo classificadas como serina hidrolases devido a
inibicao por fosfato de dietil p-nitrofenol (Kademi et al., 2004).

As reagdes lipoliticas ocorrem na interface lipidio-dgua, implicando que a cinética ndo
pode ser descrita pela equagdo de Michaellis-Menten, j& que esta ¢ valida somente se a reagdo
catalitica ocorre em uma fase homogénea. Os substratos lipasicos normalmente formam um
equilibrio entre os estados monomérico, micelar e emulsificado, resultando na necessidade de
um sistema modelo adequado para estudar a cinética lipasica (Jaeger e Reetz, 1998).

O fendmeno denominado “ativacdo interfacial” foi empregado, por muito tempo, para
distinguir lipases de esterases (enzimas ativas em ligagdes éster de moléculas soluveis que
seguem a cinética cldssica de Michaellis-Menten). Esse comportamento encontrou uma
explicacdo estrutural alguns anos depois quando as primeiras estruturas tridimensionais das
lipases foram elucidadas (Bon et al., 2008 e Lotti e Alberghina, 2007).

Contudo, a classificacdo de uma enzima lipolitica como uma verdadeira lipase (EC
3.1.1.3) com base em sua ativacao na interface a na presenga de uma estrutura tipo tampa nao
se aplica em varios casos. Lipases sem uma tampa ou com uma tampa mas nenhuma ativagdo
interfacial ja foram descritas (Lotti e Alberghina, 2007 ¢ Bon et al., 2008). Algumas lipases
ndo mostram ativagdo na presenca de substratos emulsificados; ao contrario, sua atividade
aumenta continuamente, indicando que essas enzimas sdo capazes de degradar substratos
monoméricos e emulsionados, enquanto esterases verdadeiras degradam somente substratos
monoméricos. Até a data, a definigdo mais ampla de uma lipase como uma carboxilesterase
que catalisa a hidrélise e a sintese de acilglicerdis de cadeia longa ¢ geralmente aceita e parece
ser adequada para descrever todas as lipases conhecidas (Lotti e Alberghina, 2007, Kademi et

al., 2004 e Jaeger e Reetz, 1998).

1.2.3 Producio de lipases microbianas

As lipases microbianas tém recebido atencdo especial por parte do meio industrial
devido a sua estabilidade, seletividade e ampla especificidade ao substrato e representam a
classe de enzimas mais amplamente empregada em aplicagcdes biotecnoldgicas e quimica

organica (Treichel et al., 2010).
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1.2.3.1 Micro-organismos produtores

Os micro-organismos produtores de lipases sdo encontrados em diversos habitats como
residuos industriais, industrias de processamento de oOleo vegetal, panificadoras, solos
contaminados com Oleo, sementes oleaginosas, alimentos em decomposicdo e depdsitos de
carvao.

Os microrganismos produtores incluem bactérias, fungos, leveduras e actinomicetos. Os
métodos para a deteccdo de atividades lipasicas em micro-organismos geralmente envolvem o
screening em placas de agar utilizando tributirina ou compostos cromogénicos como
substratos; ou ainda o cultivo em meio solido com o surfactante Tween 80, em que zonas
opacas em torno das colonias indicam organismos produtores de lipases (Sharma et al., 2001).

As espécies fungicas sdo preferencialmente cultivadas por fermentacdo em estado sélido
(FES), enquanto que bactérias e leveduras sdo cultivadas por fermentagdo submersa (FS)

(Treichel et al., 2010).

1.2.3.2 Estratégias operacionais para a producdo de lipases

Virias estratégias operacionais sdo utilizadas na producdo de lipases: fermentagao
submersa (FS) em batelada, batelada repetida, batelada alimentada, ou em cultura continua. O
modo de operagao ¢, em uma ampla escala, ditado pelas caracteristicas do produto de interesse
(Kademi et al., 2004 e Treichel et al., 2010). As lipases microbianas sdo produzidas
principalmente por cultura submersa, mas métodos de fermentagdo em estado solido (FES)
também podem ser utilizados. Cultivos com células imobilizadas também tem sido usadas em
alguns poucos casos (Sharma et al., 2001 e Wolski et al., 2009).

Nos ultimos anos, surgiu um interesse consideravel na utilizacdo de fermentacdo em
estado solido para a produgdo de lipases microbianas. Nesse processo, residuos agroindustriais
(farelo de trigo, arroz, etc.) s3o misturados com 6leos e utilizados como substratos solidos para
a producao de lipases. A FES ¢ uma boa op¢ao para a producdo industrial de lipases
microbianas. Ainda, os residuos utilizados sdo de baixo custo, e as enzimas sdo recuperadas na
forma concentrada no final da fermentagdo, dessa forma reduzindo o custo do tratamento de
efluentes (Kademi et al., 2004).

No caso da fermentagao submersa (FS), o micro-organismo e os substratos encontram-se

submersos no meio liquido, o que apresenta varias vantagens em relagdo a FES. Devido a
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homogeneidade do sistema, a transferéncia de calor e massa ¢ muito mais eficiente, facilitando
a manuten¢ao do pH, temperatura e taxa de aera¢do. Dessa forma, o processo ¢ mais facil de
controlar, manter e monitorar, tornando mais simples o estudo da cinética e modelagem e,
consequentemente, a ampliacdo de escala. Além disso, os produtos da fermentagdo sdo em
geral relativamente de simples recuperagdo utilizando métodos de centrifugacio ou filtragao.
Esses fatores tornaram a fermentacdo submersa muito mais popular (Vogel e Todaro, 1997,

Stanbury et al., 2003 e Rao, 2005).

1.2.3.3 Parametros fisicos e bioquimicos para a produ¢do de lipases

As lipases estdo envolvidas em processos metabolicos especificos, por isso a expressao
dos genes que as codificam ¢ estreitamente regulada. A ocorréncia desses mecanismos
regulatorios deve ser levada em particular consideragdo durante a produgdo de lipases
industriais de origem microbiana. Uma ampla variedade de condigdes de cultivos que
estimulam ou suprimem a produg¢ao de lipases microbianas sdo descritas na literatura, e ndo ha
um procedimento geral para melhorar a produgdo da enzima (Kademi et al., 2004 e Hasan et
al., 2009).

As lipases microbianas sdo em sua maior parte extracelulares e sua produgdo ¢
fortemente influenciada pela composicdo do meio de cultura e por fatores fisico-quimicos
como temperatura, pH e oxigénio dissolvido (Treichel et al., 2010). A expressdo de proteinas
lipoliticas ¢ frequentemente induzida e pode ser modulada por varios parametros. O
conhecimento da regulacdo da expressdao génica ¢ de particular relevancia em varios casos
conhecidos, onde o organismo fonte produz isoenzimas lipasicas. Geralmente isomorfos de
proteinas estdo intimamente relacionados nas caracteristicas bioquimicas e sequenciais, mas
ndo sdo idénticos, e diferengas podem ser relevantes do ponto de vista catalitico.

Os requerimentos nutricionais para o crescimento microbiano sdo satisfeitos por varias
alternativas de meio de cultura, como os baseados em componentes definidos (meio sintético
ou convencional) como agucares, 6leos, € componentes complexos como a peptona, extrato de
levedura, extrato de malte, ou em residuos agroindustriais que contém todos os componentes
necessarios para o desenvolvimento do micro-organismo. Uma mistura desses dois tipos de
meio também pode ser usada com o propdsito de produzir lipase. Dentre os componentes do

meio de cultura, as fontes de carbono e nitrogénio fornecidas durante a fermentacdo sdo de
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particular importancia, como ¢ a adi¢do de compostos que podem atuar como indutores, por
exemplo, acidos graxos, tweens e Oleo de oliva (Lotti e Alberghina, 2007 e Treichel et al.,
2010).

As fontes de nitrogénio devem ser cuidadosamente consideradas para o crescimento do
micro-organismo e otimiza¢do da produgdo de lipase. Pode ser empregada uma fonte de
nitrogénio organico como a uréia, ou uma fonte de nitrogénio inorganica como sulfato de
amoOnia. Ainda, um meio rico contendo peptona, triptona, ou extrato de levedura pode ser
usado (Kademi et al., 2004 e Treichel et al., 2010).

O fator majoritario para a expressao de atividade lipasica é a fonte de carbono, ja que as
lipases sdo enzimas induziveis. Essas enzimas sdo geralmente produzidas na presenca de uma
fonte de lipidios como o 6leo e outro indutor como triacilglicerois, acidos graxos, ésteres
hidrolisaveis, Tweens, sais da bile e glicerol (Treichel et al., 2010).

Apesar de a presenga de lipidios no meio de cultura parecer essencial para a produgao
de lipases, o tipo de lipidio utilizado pode variar muito. Frequentemente 6leo de oliva ou
triglicerideos de acidos graxos de cadeia longa sdo utilizados como fontes de carbono e como
uma forma de induzir a producdo de lipases microbianas. Em certos casos, eles apresentam um
efeito inibitorio na produgdo. Outros 6leos vegetais, incluindo os o6leos de palma, césamo,
coco e girassol, sdo menos custosos que o Oleo de oliva e também apresentam um efeito
positivo na produg¢do de enzima. Fontes de carbono lipidicas parecem ser geralmente
essenciais para a obtencdo de um alto rendimento em lipase; contudo, alguns autores
produziram bons rendimentos na auséncia de 6leos ¢ gorduras (Sharma et al., 2001 e Kademi
et al., 2004).

Virios acucares, incluindo frutose, maltose e glicose, podem ter um efeito estimulante
na producdo enzimatica. Contudo, em certos casos, a glicose causa repressao catabolica da
producdo de enzima. A utilizagdo de goma arabica para emulsificar o meio de cultura
contendo 6leo pode aumentar a producdo de enzima por melhorar a disponibilidade do
substrato. O mesmo efeito ¢ observado com Tween 80, Triton X-100, sais da bile e glicerol
(Kademi et al., 2004).

Nos ultimos anos, a pesquisa para a selecdo de substratos adequados para processos
fermentativos estd sendo focada principalmente em residuos agroindustriais, devido as suas

vantagens potenciais. A utilizagdo de residuos agroindustriais fornece substratos alternativos e
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pode auxiliar na resolugdo de problemas de poluigdo associados ao descarte desses residuos. A
natureza do substrato € o fator mais importante que afeta o processo fermentativo. A escolha
do substrato depende de muitos fatores, relacionados principalmente ao custo e
disponibilidade desses residuos (Treichel et al., 2010).

Parametros fisicos estabelecidos durante a fermentagdo, como o pH do meio, a
temperatura e o fornecimento de oxigénio também devem ser considerados, ja que a producao
de lipases pode ser dependente da fase de crescimento da cultura. Além disso, a idade e o
volume de inoculo, a agitacdo e o tempo de incubagdo também sdo fatores muito importantes a
serem considerados (Lotti e Alberghina, 2007 e Hasan et al., 2009).

A aeracdo tem um efeito altamente varidvel na producdo de lipases, sendo a
concentracdo de oxigé€nio muitas vezes usada como um critério para determinar se uma
fermentagdo ¢ dependente ou independente do oxigénio. Contudo, ¢ a taxa de transferéncia de
oxigénio que parece ser critica para a producao de lipases. Frascos agitados sdo usualmente
empregados para a producdo de enzimas extracelulares por organismos aerobios para
aumentar a taxa de aeracao (Kademi et al., 2004 e Hasan et al., 2009).

Geralmente, sdo alcangadas altas produtividades por otimiza¢do do meio de cultura. A
otimizagdo da concentragdo de cada componente que constitui um meio de cultivo é
usualmente um procedimento que consome muito tempo. A pratica classica de mudar uma
variavel por vez, mantendo as demais constantes, ¢ considerada ineficiente, ja que ndo explica
os efeitos de interagdo entre as varidveis e seus efeitos no processo fermentativo (Treichel et

al., 2010).

1.2.4 Concentracgio de lipases

A etapa de purificagdo ¢ importante para a obten¢do de enzimas com alto grau de pureza
e com maiores atividades enzimaticas. O processo de purificacdo é fundamental na obtengao e
aplicacao industrial de uma enzima, ja que, ap6s a fermentagdo, a enzima encontra-se no meio
contendo uma série de outros compostos que podem nao ser de interesse. Independentemente
da fonte de lipase ou da técnica empregada, a purificacdo tem uma capacidade limitada no que
se refere ao aumento da atividade especifica (Menoncin et al., 2009).

A técnica de precipitagdo de proteinas com sais, aplicada como pré-tratamento do meio

contendo a enzima de interesse, consiste em uma das técnicas de concentracdo de proteinas
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para a sua separacao dos outros compostos do meio, facilitando os processos subseqiientes
devido a auséncia de possiveis interferentes (Martins et al., 2008). A precipitacdo de proteinas
pela adicdo de sais baseia-se na diminuicao da sua solubilidade em altas concentragdes de sal.
O sal remove a agua da superficie da proteina revelando as suas partes hidrofobicas, as quais
se unem ocasionando a precipitagdo da proteina. As proteinas mais hidrofobicas precipitardo
primeiramente, permitindo o fracionamento (Stanbury et al., 2003).

O sulfato de amonio ¢ o sal mais utilizado, por ser inofensivo para a enzima (¢é
usualmente empregado na conservagdo de enzimas) e bastante soliivel, o que proporciona
forcas i0nicas suficientemente elevadas para precipitar quase todas as proteinas presentes no
meio. Como qualquer método de precipitacao, a adicao de sais como o sulfato de amonio nao
¢ muito seletiva e geralmente a preparacdo final ndo apresenta pureza elevada, o que limita o
uso desse método. E, contudo, 1itil como uma etapa inicial de concentragdo, ja que a proteina
precipitada pode ser prontamente dissolvida em uma pequena quantidade de agua (Illanes,
2008 e Bon et al., 2008).

O sal ¢ adicionado ao sobrenadante até uma porcentagem de saturacdo em que a enzima
de interesse ¢ precipitada e separada por centrifugacdo. A composi¢do do extrato, sua
concentracdo ¢ temperatura podem influenciar a precipitagdo, no caso das enzimas a
temperatura deve ser mantida baixa (4°C). A adi¢do do sal deve ser lenta e sob agitacao para
favorecer a homogeneidade. Apds a centrifugacdo o precipitado deve ser redissolvido em
tampao adequado, utilizando-se um volume de aproximadamente duas vezes o volume de
precipitado (Rigo, 2009).

O sulfato de amonio € bem descrito na literatura para precipitagdao de lipases, sendo que
as concentragdes utilizadas variam de acordo com os estudos, em uma faixa de 40 a 90% de
saturagdo (Rigo, 2009). As atividades lipésicas, atividades lipasicas especificas e fatores de
purificacdo ap6s a precipitacdo com sulfato de amonio relatadas na literatura variam muito de
acordo com as condi¢des experimentais de fermentacdo e precipitagdo € 0 micro-organismo
empregado. Contudo, os fatores de purificagdo observados sdo em geral menores que 10,

mesmo em condi¢des otimizadas.
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1.2.5 Avaliacao da atividade sintética em solventes organicos

As atividades hidrolitica e sintética sdo frequentemente utilizadas para caracterizar a
habilidade catalitica da lipase, e a primeira ¢ geralmente preferida. A atividade hidrolitica ¢ a
caracteristica basica das lipases; ¢ com base nessa atividade que as lipases sdo geralmente
vendidas e garantidas pelo produtor. A atividade hidrolitica de diferentes lipases ou de uma
lipase derivada de diferentes lotes de producdao pode nao ser sempre um bom indicativo do
potencial de atividade sintética. Além disso, nem todas as lipases que apresentam atividade
hidrolitica s3o capazes de catalisar reacdes sintéticas em solventes organicos. De modo a
aumentar a habilidade catalitica da lipase em solventes organicos, os efeitos na producao de
enzima devem ser estudados sistematicamente e as condi¢des de cultura devem ser otimizadas
(Wu et al., 1996, Wang et al., 2008, Teng e Xu, 2008 e Teng et al., 2009).

Sendo um indicador da habilidade catalitica em solventes organicos, a atividade sintética
de lipases atrai cada vez mais o olhar dos pesquisadores (Wang et al., 2008). A producao de
lipases para uso em solventes organicos tem vantagens como a maior solubilidade em
substratos hidrofobicos, deslocamento do equilibrio termodindmico em favor da sintese ao
invés da hidrolise e aumento da termoestabilidade da enzima. Contudo, as atividades
cataliticas sdo geralmente mais baixas que as expressas em meio aquoso, devido as

dificuldades na homogeneizagao do sistema catalitico (Persson et al., 2002).

1.2.6 Caracterizacao bioquimica de lipases

O efeito de diversos fatores na atividade e estabilidade de lipases brutas e purificadas
vem sendo estudado por diversos pesquisadores. Fatores como pH, temperatura, efeito de ions
metalicos, solventes organicos, detergentes/surfactantes, e outros inibidores pode aumentar ou
suprimir a atividade das lipases. Além disso, por ser uma enzima versatil, a lipase apresenta
variadas especificidades aos substratos reacionais. A caracterizacdo bioquimica das lipases
determina a adequacdo da enzima para a aplicagdo em diferentes processos industriais (Hasan

et al., 2009).

1.2.6.1 Especificidade ao substrato
A especificidade das lipases ¢ geralmente crucial para a sua aplicagdo com propositos

analiticos ou industriais (Castro e Anderson, 1995). A especificidade ao substrato vem sendo
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intensamente investigada em sistemas reacionais bifasicos e meios reacionais organicos.
Modelos cinéticos usualmente baseados na aplicagdo das suposi¢des de Michaelis-Menten
foram propostos, como aqueles que empregam um fator de competicdo para expressar a
especificidade ao substrato (Peter e Preda, 2002).

A especificidade ao substrato de lipases em reagdes de esterificagdo ¢ importante para
obter um melhor entendimento da relacdo estrutura-fungdo e melhorar os parametros
reacionais, proporcionando maiores conversdes e aplicabilidade (Peter e Preda, 2002).
Dependendo das caracteristicas de especificidade da lipase, esta pode se tornar atraente para
diferentes aplicacdes em areas industriais potenciais (Sun et al., 2009).

As lipases sdo capazes de catalisar reagdes com uma ampla faixa de substratos, mas as
taxas de reagdo variam amplamente com a estrutura das moléculas do substrato. As diferentes
afinidades de uma molécula de lipase por diferentes alcoois e acidos graxos pode ser entendida
em termos da energia de ligagdo que ¢é liberada quando um substrato se liga ao sitio ativo das
lipases. Poucos dos muitos substratos que se ligam ao sitio ativo podem liberar uma
quantidade suficiente de energia de ligacdo para ocasionar uma mudanga na conformagdo da
lipase para uma forma mais eficiente cataliticamente (Abbas e Comeau, 2003). A
especificidade das lipases ¢ controlada pelas propriedades moleculares da enzima, estrutura do
substrato e por fatores que afetam a ligagdo enzima-substrato (hidratacdo estérica e interagdes

hidrofobicas) (Reis et al., 2008 e Rigo, 2009).

1.2.6.2 Estabilidade térmica

A termoestabilidade de um biocatalisador permite uma maior temperatura operacional, o
que ¢ claramente vantajoso devido a maior reatividade (maiores taxas reacionais, menores
restricdes difusionais), maior estabilidade, maior rendimento de processo (solubilidade dos
substratos e produtos aumentada e deslocamento favoravel do equilibrio em reagdes
endotérmicas) e risco reduzido de contaminacdo microbioldégica (Hasan et al., 2006).
Consequentemente, a estabilidade térmica ¢ uma caracteristica desejavel para as lipases
(Sharma et al., 2001).

Enzimas termoestaveis podem ser obtidas de organismos mesofilicos e termofilicos; até
psicrofilos podem produzir algumas enzimas termoestaveis. Enzimas termoestaveis obtidas a

partir de fontes microbianas sdo altamente vantajosas para aplicagdes biotecnologicas, ja que
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podem ser produzidas com baixos custos ¢ exibem alta estabilidade. Nos ultimos anos, ha uma
grande demanda por enzimas termoestaveis na area industrial (Hasan et al., 2006).

A estabilidade térmica de uma lipase esta obviamente relacionada com a sua estrutura
(Sharma et al., 2001). Em baixos teores de dgua, como ¢ o caso das enzimas liofilizadas, as
moléculas de enzima apresentam uma certa rigidez conformacional, que é responsavel por
algumas consequéncias interessantes observadas em solventes organicos anidros. Uma dessas
consequéncias ¢ a maior estabilidade quando submetida a temperaturas elevadas, ja que a
conformagdo rigida ¢ mais estdvel que a flexivel (observada na forma totalmente hidratada da
enzima).

Além da rigidez, outra razdo para o aumento da estabilidade ¢ que varios processos
covalentes envolvidos na inativagdo irreversivel de proteinas como a desaminagdo, hidrdlise
peptidica e decomposi¢do da cistina requerem agua. Esses processos irreversiveis sdo também
extremamente lentos em baixos teores de agua (Gupta, 1992).

Outra propriedade importante a ser avaliada ¢ a estabilidade ao longo do periodo de
armazenamento em baixas temperaturas (Menoncin et al., 2009). O estudo da estabilidade da
enzima em baixas temperaturas indica a melhor temperatura de estocagem da enzima para

aumentar a sua vida de prateleira.

1.2.6.3 Efeitos de temperatura e memoria de pH na atividade enzimatica

Uma outra conseqiiéncia importante da rigidez conformacional das moléculas de enzima
contidas nos extratos enzimaticos liofilizados ¢ a memodria de pH. Quando ‘transferida’ da
agua para solventes organicos, a ‘conformagao’ da enzima no meio aquoso ¢ mantida. Dessa
forma, a conformacdo da enzima em diferentes pH no meio aquoso ¢ mantida apds a
liofilizagdo (Gupta, 1991).

A atividade enzimatica em solventes organicos € criticamente dependente do pH da
solucao aquosa antes da liofilizagdo, porque a memoria de pH ¢ atribuida a uma fixagao das
ionizagdes dos grupos protéicos cataliticos apos a secagem da preparagdo biocatalitica (Sun e
Xu, 2009 e Sun et al., 2009).

Muitos resultados s3o apresentados na literatura em relacdo as faixas de atuagdo de
lipases em funcao do pH e da temperatura. Contudo, a comparagdo destes resultados torna-se

dificil, ja que o comportamento da enzima pode variar de acordo com os métodos
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fermentativos, meios e micro-organismos sdo empregados, bem como diferentes sistemas e
grau de purificagao (Rigo, 2009). O comportamento da enzima normalmente ¢ avaliado em
valores de pH em torno da neutralidade, mas também em valores fortemente 4cidos (pH 2,0) a
fortemente alcalinos (pH 12,0); e temperaturas em torno da média (30-40 °C), mas versando
entre 20 e 100 °C.

Ainda existem poucas referéncias na literatura em relagdo a avaliacdo do comportamento
de lipases sintéticas frente a diferentes temperaturas e memorias. Dentre as referéncias
utilizadas na discussao desse trabalho, apenas os trabalhos desenvolvidos por Sun e Xu (2009)
e Sun et al. (2009) realizaram a avaliacdo de efeito da temperatura ¢ memoria de pH e o
trabalho de Ozylmaz (2009) avaliou o efeito da temperatura apenas na atividade sintética das

lipases produzidas.

1.3 CoONSIDERACOES FINAIS E OBJETIVOS

Com a revisao da literatura apresentada, ¢ possivel concluir que as lipases sintéticas de
origem microbiana apresentam um grande potencial de aplicagdes biotecnologicas. Até a
presente data as lipases de levedura de Candida rugosa e Candida antarctica sdo as principais
fontes de muitas lipases disponiveis comercialmente (Kumar e Gupta, 2008 e Treichel et al.,
2010). Ao mesmo tempo, a demanda continua por enzimas altamente ativas com propriedades
apropriadas encoraja a pesquisa por novas fontes de enzimas (Kumar e Gupta, 2008).

Neste sentido, ¢ de grande importincia a realizagdo de estudos sistematicos sobre
condi¢des apropriadas de producgdo de lipase a partir de micro-organismos isolados e pré-
selecionados, incluindo o estudo da sua produ¢ao em meios de baixo custo. Portanto, o estudo
da otimizacdo da composi¢do do meio de cultura para a maxima producdo de ‘lipase sintética’
a partir de novas cepas microbianas ¢ de grande valia.

O conhecimento das caracteristicas bioquimicas das lipases produzidas, como as faixas
de pH e temperatura de atuacdo, as estabilidades quando submetidas a altas temperaturas ou
armazenadas em baixas temperaturas, e a especificidade aos substratos reacionais sdo de
extrema importancia para determinar suas possiveis aplicacdes. Com base nestes aspectos e
também na lacuna encontrada na literatura em relagdo a produgao e caracterizagdo de lipases
sintéticas produzidas por micro-organismos isolados e pré-selecionados, o presente trabalho

teve por objetivo geral investigar estas importantes etapas de processo.



2.0 - MATERIAL E METODOS

2.1 — MIiCRO-ORGANISMO

O micro-organismo empregado nesse trabalho foi isolado previamente por Griebeler et
al. (2009), a partir de farelo de soja, como um potencial produtor de ‘lipase sintética’,
utilizando metodologias de selegdo em meio solido. O micro-organismo foi identificado no
Laboratorio de Biologia Molecular e Celular do CENA-USP-Piracicaba como a levedura
Sporidiobolus pararoseus. A metodologia empregada para a identificacdo encontra-se descrita
no Anexo 1.

Para a manutengao do micro-organismo, este foi cultivado em meio PC (0,5, 0,1 ¢ 0,25
% m/v de peptona, dextrose e extrato de levedura, respectivamente, em agua destilada) a 30 °C
por 24 hs, sendo o meio adicionado em microtubos estéreis de 1,5 mL com glicerol na
propor¢ao 1:1. Os tubos foram mantidos em freezer a -18 °C. A levedura também foi
conservada em tubos com PDA inclinado com camada de 6leo mineral sob refrigeracao.
Foram realizados repiques semanais em placas de Petri contendo meio PDA incubando-se a 30
°C por 3 a 5 dias; sendo as placas armazenadas sob refrigeracdo por até uma semana apds a

incubacao.

2.2 — PRODUCAO DE CELULAS

O meio PC descrito previamente foi utilizado para a produ¢do do in6culo. O pré-indculo
foi preparado adicionando o micro-organismo das placas em tubos de ensaio com tampa
contendo 10 mL de meio PC previamente esterilizado a 121 °C por 15 minutos. A mistura foi
incubada a 30 °C por 24 horas. O inoculo foi preparado pela adicdo do pré-indculo em
erlenmeyer de 250 mL tampado com bucha de algodio contendo 90 mL de meio PC

previamente esterilizado. Os frascos foram incubados em shaker rotatério a 30 °C e
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150 rpm por 24 horas. Esse caldo (indculo) foi utilizado para a inoculagdo do meio

fermentativo (concentragdo média de 0,3 g/L. de massa celular seca).

2.3 — ConpicoEs bE CULTURA

O meio fermentativo consistia de peptona, extrato de levedura, NaCl e 6leo de oliva ou
hidrolisado de levedura (Anexo I), 4gua de maceracdo de milho, NaCl e 6leo residual de
fritura em diferentes concentragdes. O cultivo foi realizado em Erlenmeyers de 250 mL
cobertos com bucha de algodao em agitador orbital a 30°C e 150 rpm. Os meios (90 mL)
foram esterilizados a 121°C por 15 minutos, resfriados e inoculados com a solucdo de in6culo
(10%). Apos a fermentacdo, foram coletadas amostras e filtradas sob papel Whatmann
qualitativo. Os filtrados foram congelados a -80°C por 24 horas e liofilizados por cerca 48
horas até peso constante. O solido resultante foi considerado o extrato enzimatico bruto e

utilizado nos ensaios analiticos.

2.4 — ESTUDO DA PRODUCAO DE LIPASE

2.4.1 — Otimizac¢ao da producio de ‘lipase sintética’ em meio convencional

A concentragdo dos componentes do meio, a qual poderia influenciar a produgdo de
‘lipase sintética’ por Sporidiobolus pararoseus sob fermentacdo submersa, foi avaliada.
Previamente a otimizagdo, foi conduzido um ensaio cinético utilizando o meio convencional
otimizado por Pinheiro et al (2008). A atividade lipasica sintética em um meio constituido por
2,0, 0,5, 0,5 ¢ 1,0 % (m/v) de peptona, extrato de levedura, NaCl e o6leo de oliva,
respectivamente, foi monitorada ao longo de 168 horas de fermentacdo a 30 °C e 150 rpm.

De acordo com os resultados obtidos para o ensaio preliminar, a otimizagdo da producgdo
de lipase por S. pararoseus foi realizada em 48 horas de fermentacao utilizando a estratégia de
planejamentos experimentais sequenciais. As concentracdes dos componentes do meio foram
avaliadas como fatores e a atividade lipasica sintética do extrato enzimatico liofilizado, como
resposta. A técnica de planejamento de experimentos ¢ uma ferramenta estatistica que permite
determinar os fatores que exercem maior influéncia no desempenho de um determinado

processo, assim como avaliar as possiveis inter-relagdes entre as variaveis de um processo.
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Além disso, permite otimizar o sistema em estudo, com o objetivo de maximizar ou minimizar
uma determinada resposta (Rodrigues et al., 2005).

No primeiro planejamento experimental, os efeitos das concentragdes dos componentes
do meio foram avaliados utilizando um Delineamento Fracionario 2*'. ApOs a andlise
estatistica, um segundo planejamento experimental (Delineamento Completo 2?) foi realizado
mantendo constantes as concentragdes de peptona e 6leo de oliva (5,0 e 1,0 % m/v,
respectivamente). De modo a otimizar a producdo de lipase, trés concentragdes de NaCl (7,0,
8,0 € 9,0 % m/v) foram avaliadas em ensaios conduzidos em triplicata, mantendo constantes as
concentragdes de peptona, extrato de levedura e 6leo de oliva (5,0, 6,8 ¢ 1,0 % m/v,
respectivamente). A Tabela 2.1 apresenta as varidveis e a faixa de estudo para os
delineamentos experimentais realizados. A resposta avaliada em todos os experimentos foi a
atividade lipasica sintética (descrita no item 2.8.1) e os resultados foram avaliados por meio do

software Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., 2001).

Tabela 2.1. Niveis dos fatores investigados nos planejamentos experimentais

sequenciais.

Primeiro Planejamento (2*)

Variaveis/Niveis -1 0 1
Peptona (%m/v) 2 5 8
Extrato levedura (%om/v) 0 1,75 3
NaCl (%m/v) 0 1,75 3
Oleo de oliva (%m/v) 0 1 2
Segundo Planejamento (2%)
Extrato levedura (%m/v) 1,2 4 6,8
NaCl (Y%m/v) 1,2 4 6,8

2.4.2 — Cinética da producio de ‘lipase sintética’ em meio convencional
A atividade lipasica sintética, a atividade protedsica, o crescimento microbiano (massa
celular seca) e o carbono total foram monitorados ao longo de 120 horas de fermentagdao na

condi¢do otimizada. As metodologias analiticas empregadas estdo descritas no item 2.8.



38

2.4.3 — Producio de lipase em meio industrial

As concentragcdes dos componentes do meio fermentativo otimizadas para o meio
convencional foram empregadas substituindo-se os componentes do meio por fontes
alternativas de carbono, nitrogénio e carbono lipidico. A peptona, o extrato de levedura e o
6leo de oliva foram substituidos pela 4gua de maceragdo de milho, hidrolisado de levedura e
6leo residual de fritura nas concentracdes de 5,0, 6,8 ¢ 1,0 % (m/v), sendo que o NaCl foi
mantido no meio na mesma concentra¢ao (7,0 % m/v). As demais condi¢des de cultura foram
as mesmas descritas no item 2.3.

A 4gua de maceragdo de milho é um residuo da industria de extragdo de amido e gliten e
foi fornecida pela empresa Corn Products. O hidrolisado de levedura foi preparado no proprio
laboratorio segundo a metodologia descrita no Anexo I. O o6leo residual de fritura foi
fornecido por uma rede de fast-food da cidade de Erechim-RS e submetido a centrifugacdo a
3000 rpm em temperatura ambiente por 30 minutos para a separagdo do material so6lido em

suspensao.

2.5 — CONCENTRACAO COM SULFATO DE AMONIO

A concentracao dos caldos fermentados foi realizada pela precipitagdo de proteinas com
sulfato de amodnio de forma direta e fracionada. A primeira foi realizada de acordo com os
resultados otimizados por Menoncin (2009) em relacdo as condi¢des de precipitagdo de lipase
de P. verrucosum, consistindo de satura¢des de sulfato de aménio de 40 e 60% (m/v) e tempo
de precipitacdo de 6 horas. A precipitacdo fracionada foi realizada de acordo com a
metodologia adaptada de Benjamin e Pandey (2000). O sulfato de amonio foi adicionado aos
caldos fermentados na saturacdo de 20% (m/v) e tempo de precipitacdo de 12 horas; e apds a
centrifugacdo o sobrenadante foi submetido a uma segunda etapa de concentragdo com sulfato
de amonio a 40% por 12 horas.

Aos caldos fermentados provenientes das fermentagdes dos meios convencional e
industrial, previamente filtrados sob papel Whatman qualitativo, foi acrescentado sulfato de
amonio solido na saturacdo desejada. Esta etapa foi realizada em agitador magnético em banho
de gelo (4°C) com controle de pH (7,0) ajustado com adicdo de NaOH 20% (m/v) até completa

dissolugdo do sal. O extrato foi colocado em tubos de centrifuga, permanecendo a -10 °C para
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a precipitacdo da amostra, por periodos de 6 e 12 horas para as precipitacdes simples e
fracionada, respectivamente.

Decorrido o tempo de precipitagdo, as amostras foram entdo centrifugadas a 4°C e
5400 x g por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado removido com
quantidade minima de tampao fosfato de soédio 100 mM pH 7,0 (Shu et al., 2006). As amostras
foram congeladas a -80 °C e liofilizadas por cerca de 48 horas até peso constante. Os extratos
precipitados liofilizados foram armazenados em geladeira para posterior medida de atividade

lipasica sintética e proteina pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

2.6 — CARACTERIZACAO PARCIAL DAS LIPASES PRODUZIDAS

As lipases produzidas (convencional bruto, ‘CB’, e precipitado, ‘CP’; industrial bruto,
‘IB’, e precipitado, ‘IP’) foram parcialmente caracterizadas em relacdo a especificidade aos
substratos de esterificagdo, a estabilidade em temperaturas altas e baixas e ao comportamento

frente a diferentes memorias de pH e temperaturas.

2.6.1 — Especificidade aos substratos de sintese (esterificacio)

A especificidade das lipases produzidas (convencional bruto, ‘CB’, e precipitado, ‘CP’;
industrial bruto, ‘IB’, e precipitado, ‘IP’) em relacdo a diferentes substratos para a reagao de
esterificacdo foi avaliada. A atividade lipésica sintética foi medida conforme descrito no item
2.7.1 utilizando-se como acidos graxos os acidos oléico, butirico e laurico, € como alcoois o

metanol, etanol, propanol e butanol nas propor¢des molares de 1:2 (acido graxo:alcool).

2.6.2 — Estabilidade em diferentes temperaturas

2.6.2.1 — Estabilidade em temperaturas altas

Para a determinagao da estabilidade térmica das lipases produzidas (convencional bruto,
‘CB’, e precipitado, ‘CP’; industrial bruto, ‘IB’, e precipitado, ‘IP’), as amostras liofilizadas
foram incubadas em diferentes temperaturas (30, 45 e 60 °C). A atividade lipasica sintética
(ALS) foi monitorada até a perda total de atividade (periodo de 184 horas) em intervalos de 24

horas.
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2.6.2.2 — Estabilidade em temperaturas baixas

Foram armazenadas amostras das enzimas produzidas (convencional bruto, ‘CB’, e
precipitado, ‘CP’; industrial bruto, ‘IB’, e precipitado, ‘IP’) em geladeira (4 °C) e congelador
(-10 °C). A atividade lipasica sintética de cada uma das enzimas foi medida apos 7 dias e
posteriormente a cada 10-15 dias, a fim de monitorar a estabilidade das enzimas produzidas

em baixas temperaturas.

2.6.3 — Efeito da temperatura e memoria de pH na atividade lipasica sintética

As enzimas produzidas (convencional bruto, ‘CB’, e precipitado, ‘CP’; industrial bruto,
‘IB’, e precipitado, ‘IP’) foram pré-incubadas em diferentes tampdes de pH (de 3,0 a 10,0) por
20 minutos a 4°C e liofilizadas, de acordo com a metodologia descrita por Sun, Xu e Wang
(2009). A atividade lipésica sintética das amostras foi medida em diferentes temperaturas (de
11,8 a 68,2 °C) seguindo a metodologia descrita no item 2.7.1.

Os fatores pH e temperatura foram avaliados por meio de Delineamentos Centrais
Rotacionais 2% com dois pontos axiais para cada variavel e triplicata do ponto central,
totalizando 11 experimentos para cada enzima (‘CB’, ‘CP’, ‘IB’ e ‘IP’). A Tabela 2.2
apresenta os niveis de pH e temperatura nos quais o comportamento de cada uma das enzimas

foi avaliado.

Tabela 2.2. Niveis investigados na avaliacao do efeito da temperatura e memoria de pH

na atividade lipasica sintética.

Variaveis/niveis Temperatura (°C) pH

-1,41 11,8 3,0
-1 20,0 4,0
0 40,0 6,5
1 60,0 9,0

1,41 68,2 10,0
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2.7 — METODOS ANALITICOS

2.7.1 — Atividade lipasica sintética (ALS)

Para a dosagem da atividade lipasica sintética foi empregada a metodologia proposta por
Rigo (2009), utilizando-se acido oléico (Sigma-Aldrich) e etanol (Merck) como substratos
para a reagdo de esterificagdo. A uma massa de 0,1 g de enzima liofilizada foram adicionados
os substratos reacionais na propor¢ao molar de 1:2 e a mistura foi incubada por 40 minutos a
40 °C sob agitacdao de 150 rpm. Apoés a incubagdo, foram retiradas aliquotas (triplicata) de 300
ML e a reagdo foi interrompida pela adigdo de 20 mL de uma solugao de acetona/etanol 1:1 (v/
v). Os acidos graxos nao consumidos na reagao foram titulados até¢ pH 11,0 com uma solugao
de NaOH 0,02 N. Os brancos reacionais foram preparados retirando-se aliquotas (triplicata) de
300 PL previamente a incubacdo e interrompendo-se a reagao com 20 mL da solucao de
acetona/etanol 1:1 (v/v). Os brancos foram também titulados at¢ pH 11,0 com soluciao de
NaOH 0,02 N. As dosagens de atividade foram feitas em triplicata para cada amostra
liofilizada. Uma unidade de atividade lipasica sintética foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para consumir 1 pmol de 4cido graxo por minuto nas condi¢des descritas,

determinada por meio da Equagao 2.1.

V_—V).N.1000 Vt <
Atividade lipasica (U/mL) = VvV, = V) (Equagdo 2.1)

t Val Vam

Onde:

V.= volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra
V,, = volume de NaOH gasto na titulacdo do branco

N = Normalidade da solu¢cdo de NaOH padronizada

Vt = Volume reacional total (5,6 mL)

t = tempo de reagdo (40 min)

V. = volume de aliquota (0,3 mL)

V.m = volume de extrato enzimatico equivalente a massa de extrato liofilizado
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2.7.2 — Atividade proteasica

A atividade protedsica foi medida de acordo com a metodologia proposta por Vargas
(2004) adaptada de Charney e Tomarelli (1947). Em tubos de polipropileno de 1,5 mL foram
adicionados 0,5 mL de amostra e 0,5 mL de solu¢do de azocaseina 0,5% (m/v) preparada em
tampao acetato 50 mM pH 5,0 (Anexo II). Os tubos foram entdo incubados durante 15
minutos a 37 °C. Apdés o periodo de incubagdo a reagdo enzimatica foi interrompida
adicionando-se 0,5 mL de solugdo de 4cido tricloroacético (TCA) 10% (m/v), em banho de
gelo. Os tubos com a mistura foram centrifugados a 12.000 x g por 20 minutos. Retirou-se
entdo 1 mL do sobrenadante, ao qual foi adicionado 1 mL de solucio de hidréxido de potassio
5 N. A determinacdo da absorbancia da solucdo foi monitorada por espectrofotometria
(Agilent 8453) em 428 nm. O branco das reagdes foi preparado adicionando-se a amostra apds
a adi¢do do TCA. O branco do aparelho foi preparado substituindo-se o volume de amostra
por tampao acetato S0 mM pH 5,0. Uma unidade de atividade proteésica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir uma diferenca unitaria de absorbancia por
minuto de reacdo entre o branco reacional e a amostra nas condi¢des de ensaio. A atividade

proteasica foi determinada por meio da Equagao 2.2.

(Abs, —Abs, .£) (Equacgao 2.2)
t Va

Atividade proteasica (U/mL) —

Onde:

Abs, = leitura de absorbancia da amostra
Abs, = leitura de absorbancia do branco
f = fator de diluigdo

t = tempo de reagdo em minutos

Va = volume de amostra (mL)

2.7.3 — Crescimento microbiano
O crescimento microbiano foi determinado em termos de concentracdo de biomassa
(g/L) (Pelczar, 1996). Foram adicionados 1 mL de caldo fermentado (triplicata) em tubos de

polipropileno de 1,5 mL e centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
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descartado e o precipitado lavado com 1 mL de 4gua destilada e centrifugado novamente,
sendo esse procedimento repetido duas vezes. A densidade optica foi monitorada em 650 nm
(Espectrofotometro Agilent 8453). Foi construida uma curva de calibrag¢do relacionando massa

celular seca e densidade Optica a 650 nm, apresentada no Anexo I.

2.7.4 — Carbono total
A concentrag@o de carbono total foi monitorada pela anélise do caldo fermentado em um

equipamento Total Organic Carbon Analyzer (TOC-V CSH Shimadzu).

2.7.5 — Proteina

Para a determinacao de proteina foi empregada a metodologia proposta por Bradford
(1976). Foi utilizado o Reagente de Bradford e uma curva padrdo de albumina (1 mg/mL) em
tampao fosfato de sddio 0,1 M pH 6,5, preparados conforme descrito no Anexo III. As leituras
de absorbancia foram realizadas em um espectrofotometro (Agilent 8453) em 595 nm.

Para cada analise foi pesada uma amostra de aproximadamente 4 mg de extrato
liofilizado. A amostra foi diluida em 200 UL de tampao fosfato de sédio pH 7,0 e deste, entdo,
retirados 100 pL para a leitura de absorbancia, sendo a concentragdo de proteina calculada
conforme a Equagao 2.3.

N . Abs 10.d N
Concentracao de proteina (mg/mL) = —— -1V (Equacao 2.3)

fator

onde:
Abs= absorbancia a 595nm
d= dilui¢ao das amostras

fator = valor obtido na curva de calibracao



3.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Estupo pa Propucio pE LirAsE

3.1.1 — Otimizag¢ao da producio de ‘lipase sintética’ em meio convencional

Previamente a otimizacdo da produgdo de lipase, foi realizado um ensaio cinético
empregando o meio otimizado por Pinheiro et al. (2008). A Figura 3.1 apresenta a cinética de
produgio de ‘lipase sintética’ ao longo de 168 horas de fermentagéo. E possivel observar que a
maior atividade lipésica (4,23 U/mL) foi obtida em 48 horas de fermentagcdo. Desse modo,

esse tempo foi fixado para a realizagdo dos planejamentos experimentais sequenciais.

4,5
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Atividade lipasica sintética (U/mL)
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Figura 3.1. Cinética de producdo de °‘lipase sintética’ ao longo de 168 horas de
fermentacdo em um meio composto por 2,0, 0,5, 0,5 e 1,0 % (m/v) de peptona, extrato de

levedura, NaCl e oleo de oliva, respectivamente.



45

A Tabela 3.1 apresenta a matriz do Delineamento Experimental Fracionario 2*'
realizado na primeira etapa da otimizacdo, com os valores reais e codificados das variaveis
independentes (concentragdes de peptona, extrato de levedura, NaCl e 6leo de oliva) e a
resposta em termos de atividade lipasica sintética em 48 horas de fermentacdo. A partir da
Tabela 3.1 € possivel observar que a maior atividade lipasica (7,98 U/mL) foi obtida no ensaio
cujo meio continha as maiores concentragdes dos componentes (ensaio 8). Contudo, a
atividade lipasica obtida nessa condicdo experimental ¢ bastante similar & atividade referente
aos pontos centrais (7,05+0,85 U/mL — ensaios 9, 10 e 11). De acordo com o teste de Tukey,

esses valores ndo apresentaram diferenca significativa em um nivel de confianga de 95%.

Tabela 3.1. Matriz do primeiro planejamento experimental (valores reais e codificados)

com as respostas em termos de atividade lipasica sintética.

Extrato

Peptona NaCl Oleooliva ALS

Ensaio levedura

(% m/v) (% m/v) (% m/v) (U/mL)

(% m/v)
1 -1(2) -1(0) -1(0) -1(0) 0,25
2 +1(8) -1(0) -1(0) +1(2) 1,16
3 -1(2) +1(3) -1(0) +1(2) 2,48
4 +1(8) +1(3) -1(0) -1(0) 2,28
5 -1(2) -1(0) +1(3) +1(2) 2,46
6 +1(8) -1(0) +1(3) -1(0) 1,07
7 -1(2) +1(3) +1(3) -1(0) 4,89
8 +1(8) +1(3) +1(3) +1(2) 7,98
9 0(5) 0(1,75)  0(1,75) 0(1) 7,82
10 0(5) 0(1,75)  0(1,75) 0(1) 7,19
11 0(5) 0(1,75)  0(1,75) 0(1) 6,14

Para uma analise mais consistente desses resultados, os dados obtidos foram tabulados
e analisados utilizando o software Statistica”, no moédulo de Planejamento de Experimentos. A
Figura 3.2 apresenta o Diagrama de Pareto, construido com o objetivo de verificar o efeito de

cada variavel independente estudada na resposta (atividade lipasica sintética). E possivel
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observar que, em um nivel de confianga de 90%, as concentra¢des de extrato de levedura e de

NaCl apresentaram efeitos positivos significativos na atividade lipasica sintética.

(2)Extrato de levedura (%m/v) 5,28634

(3)NaCl (%mv) 4,261612

(4)Oleo oliva (%m/v) 2,328682

(1)Peptona (Y%om/v) 1,003958

p=,1

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 3.2. Diagrama de Pareto para o Delineamento Fracionario 2*.

Geralmente, os micro-organismos produtores de lipases fornecem altos rendimentos
quando fontes organicas de nitrogénio sdo utilizadas, tais como peptona e extrato de levedura.
O extrato de levedura ¢ uma das fontes de nitrogénio mais importantes para a producdo
elevada de lipases por diferentes micro-organismos. Além desse papel, fornece vitaminas e
elementos traco fundamentais para o seu crescimento e aumenta a producdo de lipases
(Ebrahimpour et al., 2008).

No trabalho desenvolvido por Rajendran e Thangavelu et al. (2009), a peptona e o
extrato de levedura apresentaram efeitos positivos na produgdo de lipase hidrolitica por
Rhizopus arrhizus. A peptona também aumentou eficientemente a producdo de lipase
extracelular de acordo com vérios outros pesquisadores. Na produ¢do de lipase sintética
‘whole-cell’ por Rhizopus chinensis em fermentagdo sélida, a suplementacao de 2,0 % (m/m)
de peptona resultou na maior atividade (16855 U/Kg de substrato). De acordo com esses

autores, o aumento na atividade sintética ¢ provavelmente devido a alguns co-fatores de
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aminoacidos contidos na peptona; os quais acidentalmente suprem os requerimentos
fisiologicos para a biosintese da lipase sintética ‘whole-cell’(Sun e Xu, 2008). Na otimizagao
do meio de fermentacdo submersa para a producdo de lipase sintética ligada a membrana a
partir de Rhizopus chinensis, a concentragdo de peptona foi o fator mais importante para a
producdo de lipase, seguida pela concentragdo de 6leo de oliva (Wang et al., 2008).

Muitos pesquisadores publicaram seus resultados a respeito do efeito de o6leos no
aumento das atividades lipasicas sintética e hidrolitica (Sun e Xu, 2008). Contudo, alguns
poucos autores produziram altos rendimentos em lipases hidroliticas na auséncia de o6leos e
gorduras (Sharma et al., 2001). No trabalho realizado por Deive et al. (2009) avaliando a
influéncia da presenca de diferentes compostos lipidicos na producdo de diferentes lipases
(intracelular, extracelular e ligada @ membrana) por Thermus thermophillus por fermentagao
submersa, foi mostrado que a presenga de 6leo de oliva melhorou a producdo das lipases
intracelular e ligada @ membrana, mas nao a produg¢ao de lipases extracelulares.

A salinidade foi um fator critico na produgdo de lipase hidrolitica por uma cepa de
Pseudomonas sp. isolada. Na auséncia de cloreto de sodio, apenas tracos de producdo de
enzima e de crescimento celular foram observados. A producdo de lipase atingiu o valor mais
alto quando o meio produtivo continha 1,5 % (m/v) de NaCl (Kiran et al., 2008).

Com base nos resultados obtidos a partir da analise estatistica, as concentragdoes de
extrato de levedura e NaCl foram selecionadas como fatores a serem estudados em um
Delineamento Experimental Completo 2. Apesar de a peptona e o 6leo de oliva ndo terem
apresentado efeito significativo a 95% de confianga, as maiores respostas foram observadas
nos maiores niveis (+1) para todas as varidveis e nos pontos centrais. Neste sentido, no
delineamento completo 2* as concentragdes de peptona e 6leo de oliva foram mantidas nos
seus respectivos valores centrais (5,0 e 1,0 % m/v, respectivamente), enquanto que os niveis
das outras variaveis foram deslocados para cima.

A Tabela 3.2 apresenta a matriz do Delineamento Completo 2 realizado nessa etapa,
com os valores reais e codificados para as varidveis independentes e a resposta em termos de
atividade lipasica sintética. A partir dessa tabela pode-se observar que a maior atividade
lipasica (19,13 U/mL) foi obtida nas maiores concentragcdes dos componentes do meio (ensaio

4).
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Tabela 3.2. Matriz do segundo planejamento experimental (valores reais e codificados)

com a resposta em termos de atividade lipasica sintética.

Extrato levedura NaCl ALS
Ensaio
(% m/v) (% m/v) (U/mL)

1 -1(1,2) -1(1,2) 6,03
2 +1(6,8) -1(1,2) 5,10
3 -1(1,2) +1(6,8) 13,00
4 +1(6,8) +1(6,8) 19,13
5 0(4) 0(4) 7,91
6 0(4) 0(4) 7,79
7 0(4) 0(4) 8,90

A andlise estatistica dos dados do segundo planejamento experimental revelou que a
concentracdo de NaCl exibiu um efeito positivo significativo (p<0,05) na producdo de lipase
sintética. A concentragdo de extrato de levedura e a interacao linear entre as concentragdes de
extrato de levedura e NaCl ndo mostraram efeitos significativos em um nivel de confianca de
95%. A Tabela 3.3 apresenta os coeficientes de regressao dos fatores para a resposta.

Desse modo, a Equagao 1 apresenta o modelo empirico de primeira ordem proposto a
partir do delineamento completo 2% para a produgio de ‘lipase sintética’, como uma fungédo das

concentracoes de extrato de levedura e de NaCl no meio.

Atividade lipasica (U /mL) = 9,69 + 1,30.extrato de levedura (L)+ 5,25.NaCl (L)
t 1,76.extrato de levedura (L).NaCl (L) Equacado (3.1)

A Tabela 3.4 apresenta os resultados da Anélise de Variancia para o modelo empirico
proposto, de acordo com a qual foi possivel observar que o modelo foi validado com 95 % de

confianca (Faicutado™Ftabelado), COM uma porcentagem de variagao explicada de 91%.

Tabela 3.3. Coeficientes de regressdo para a resposta atividade lipéasica sintética (U/mL).
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Coeficientes de

. Erro Padriao  t(2) p
regressio
Média 9,69 0,23 12,58  0,000%*
(1) Extrato levedura (L) 1,30 0,30 1,27 0,060
(2) NaCl (L) 5,25 0,30 5,15 0,003
1L x2L 1,77 0,30 1,73  0,030%*

*termos estatisticamente significativos a 95% de confianga

Tabela 3.4. Anélise de variancia para avaliagdo da significancia estatistica do modelo

para produgdo de ‘lipase sintética’.

Soma de Graus de Quadrado F calculado
quadrados  Liberdade Médio
Regressao 129,48 3 43,16 10,40
Residuos 12,46 3 4,15
Falta de ajuste 11,72 1
Erro puro 0,74 2
Total 141,94 6

Coeficiente de correlagdo: R>=0,91, Fi.3.005 = 9,28

A Tabela 3.5 apresenta os desvios relativos entre as atividades lipasicas sintéticas
observadas no delineamento completo 2 ¢ as preditas por meio do modelo proposto (Equagdo
3.1). E possivel observar que os desvios relativos versam entre 3 e 28% aproximadamente, o
que ¢ aceitavel em se tratando de um processo biotecnoldgico. Ainda, os menores desvios
relativos foram observados para os ensaios 3 e 4, que apresentam as maiores respostas em
termos de ALS (U/mL), e também para duas repeti¢des do ponto central.

O modelo permitiu a construcdo da superficie de resposta e curva de contorno
apresentadas na Figura 3.3. Pode-se observar a partir da superficie de resposta e da curva de
contorno para a producdo de ‘lipase sintética’ em funcdo das concentragdes de extrato de
levedura e de NaCl que existe uma clara tendéncia de incremento na produ¢do em maiores

concentracoes de NaCl.

Tabela 3.5. Desvios relativos entre ALS observadas e previstas pelo modelo.

ALS observada  ALS predita Desvio
(U/mL) (U/mL) relativo (%)

Ensaio YE (%) NaCl (%)
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1 1(1,2)  -1(1,2) 6,03 4,90 23,06
2 +1(6,8)  -1(1,2) 5,10 3,98 28,14
3 1(12)  +1(6,8) 13,00 11,88 9,43
4 +1(6,8)  +1(6,8) 19,13 18,00 6,28
5 0(4) 0(4) 11,07 9,69 14,24
6 0(4) 0(4) 7,79 9,69 9,29
7 0(4) 0(4) 9,72 9,69 0,31

Dessa forma, a proxima etapa para a otimizacdo da producdo de lipase foi aumentar a
concentracdo de NaCl. As concentracdes da peptona e do oleo de oliva foram mantidas nos
mesmos niveis e a concentracdo do extrato de levedura foi fixa no nivel +1 (6,8 % m/v) do
delineamento 2% As atividades lipasicas sintéticas obtidas foram 26,9+1,4°, 6,9+1,1° ¢ 0,0+0,0°
U/mL para 7,0, 8,0 ¢ 9,0 % (m/v), respectivamente. O teste de Tukey foi realizado e as
diferentes concentragdes mostraram diferenga significativa entre si em um nivel de 95% de
confianga. Esses resultados mostram que a produgdo de lipase ¢ inibida em maiores
concentracoes de NaCl.

De acordo com esses resultados, a condicdo otimizada para a produgdo de ‘lipase
sintética’ a partir de S. pararoseus por fermenta¢do submersa de um meio convencional sao as
concentracdes de 5,0, 6,8, 7,0 e 1,0 % (m/v) de peptona, extrato de levedura, NaCl e o6leo de
oliva, respectivamente. A maxima atividade lipasica sintética obtida foi de 26,9 U/mL em 48
horas de fermentacdo, o que representa um aumento de 6,36 vezes em relagdo ao meio nao
otimizado.

No estudo da produgdo de lipase sintética ‘whole-cell’ a partir de Rhizopus chinensis por
fermentagdo solida utilizando um substrato combinado de farinha e farelo de trigo, a atividade
sintética maxima de 24,447 U/kg de substrato foi alcangada com um nivel de umidade de
70%, pH inicial de 6,5, suplementagdo de peptona (2 % m/m) como fonte de nitrogénio e dleo
de oliva (2% v/m) como indutor; representando um aumento de 15,27 vezes na atividade

lipasica sintética comparado ao meio inicial (Sun e Xu, 2008).
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Os fatores agitagdo, indculo, concentragdes de maltose, 6leo de oliva e K,PO,, pH e
volume de meio fermentativo na produgdo de ‘lipase sintética’ a partir de Rhizopus chinensis
por fermentagdo submersa foram estudados. Sob condi¢des otimas, o resultado experimental
foi de 13,875 U/L, o que representou um aumento de 120% em relacdo a condi¢do ndo
otimizada (Teng e Xu, 2008).

O meio otimizado composto por maltose, peptona, MgS0O,.7H,0 and K,;HPO, para a
producdo de lipase sintética ‘whole-cell’ por fermentagdo submersa a partir de R. chinensis
aumentou em 61,5% a atividade sintética da lipase ligada a membrana produzida (470 U/gcia
«eca) (Wang et al., 2008). Uma atividade lipasica sintética de 694 U/gqiuia seca fO1 Obtida quando

20 g/L de dleo de soja foram adicionados ao meio anterior (Teng et al., 2009).

3.1.2 — Cinética da producio de ‘lipase sintética’ em meio convencional

Os perfis de atividade lipésica sintética, crescimento microbiano (massa celular seca) e
concentragdes totais de carbono e nitrogénio para a produgdo de lipase no meio convencional
otimizado sao apresentados na Figura 3.4. A partir desse perfil pode ser observado que a maior
atividade lipasica foi obtida em 72 horas de fermentacao utilizando o meio otimizado. Nao foi
detectada atividade protedsica ao longo da fermentacao.

Como descrito para muitas lipases extracelulares, a atividade lipasica maxima foi obtida
durante a fase estacionaria de crescimento. Esse resultado estd de acordo com a produgdo de
lipase hidrolitica em fermentacdo submersa por Clostridium tetanomorphum (7 U/mL)
(Petersen e Daniel, 2006), Pseudomonas sp. (750 U/mL) (Kiran et al., 2008), Trichosporon
asahii (104 U/mL) (Kumar e Gupta, 2008) e Rhizopus arrhizus (2,98 U/mL) e com a producao
de ‘lipase sintética’ em fermentagdo solida por Rhizopus chinensis (24,447 U/kg) (Sun e Xu,
2008).

Também pode ser observado que hd uma tendéncia a estabilizagdo no crescimento
microbiano enquanto o carbono total continua decrescendo lentamente. A taxa maxima de
consumo de carbono no inicio da fermentagdo coincide com a taxa maxima de crescimento
celular, o que significa que a maior parte do carbono presente no meio foi consumida para o

crescimento microbiano.
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Figura 3.4. Cinética da produgdo de ‘lipase sintética’, consumo de carbono e nitrogénio e

crescimento celular ao longo de 120 horas de fermentagdo na condi¢do otimizada.

3.1.3 — Avaliacio preliminar da producéo de lipase em meio industrial

Os componentes do meio convencional foram substituidos por fontes alternativas nas
concentragdes Otimas determinadas no item anterior. A peptona, o extrato de levedura e o dleo
de oliva foram substituidos pela dgua de maceracdo de milho, hidrolisado de levedura e 6leo
residual de fritura nas concentragdes de 5,0, 6,8 ¢ 1,0 % (m/v), e o NaCl foi mantido no meio
na mesma concentrac¢ao (7,0 % m/v).

A utilizacdo de fontes alternativas de nutrientes para os micro-organismos, como os
residuos agroindustriais, pode auxiliar na reducdo de problemas de polui¢do ambiental
associados ao descarte desses compostos no meio ambiente (Treichel et al., 2010); além de
reduzir o custo global de producdo da enzima pela utilizacdo de matérias-primas de menor
valor agregado.

O extrato enzimatico liofilizado obtido apds 72 horas de fermentagdo do meio industrial
por S. pararoseus apresentou uma atividade lipasica sintética de 12,3+0,5 U/mL, cerca de 2,2
vezes menor que a atividade da enzima obtida pela fermentacdo do meio convencional. Apesar

da enzima obtida a partir do meio industrial apresentar uma atividade lipasica sintética
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consideravelmente menor, o menor custo do meio de cultura utilizado para a sua produgdo
justifica o estudo de suas propriedades.

E importante pontuar que nem a 4dgua de maceragdo de milho nem o hidrolisado de
levedura podem ser considerados fontes exclusivas de nitrogénio, carbono ou outros sais
minerais e vitaminas, porque esses substratos apresentam uma composi¢do complexa, cujo
emprego simultaneo pode resultar em um excesso de nutrientes e consequentemente inibir a
producdo de enzima (Pinheiro et al., 2008). Desse modo, como nao foi realizado um estudo
sistematico de otimizacdo da composi¢do do meio industrial para a producdo de lipase
sintética; as concentragdes dos componentes empregadas ndo sdo necessariamente aquelas que
promoveriam a atividade lipasica sintética méaxima para tal composi¢ao de meio.

Esse resultado estd de acordo com o obtido por Pinheiro et al. (2008) no estudo da
otimiza¢do de meios convencional e industrial em fermentacdo submersa para a produgao de
lipase hidrolitica por Penicillium verrucosum. A atividade lipasica hidrolitica da enzima
proveniente do meio convencional foi cerca de 1,2 vezes maior que a da enzima derivada do
meio industrial.

Na avaliacdo de Immanuel et al. (2008) em relag@o a producao de lipase extracelular em
fermentagdo submersa por Serratia rubidaea, a triptona foi substituida por fontes de nutrientes
equivalentes de baixo custo, sendo que a caseina foi a fonte de nitrogénio considerada mais
adequada. Bapiraju et al. (2005), durante a otimizacdo da produgdo de lipase por uma cepa
mutante de Rhizopus sp., consideraram o amido de batata, a 4gua de macera¢do de milho e o

6leo de oliva como as melhores fontes de carbono, nitrogénio e lipidios, respectivamente.

3.4 — CONCENTRACAO COM SULFATO DE AMONIO

A precipitagdo com sulfato de amonio foi realizada para os caldos fermentados obtidos a
partir da fermentagdo dos meios convencional e industrial nas condigdes descritas
anteriormente. A Tabela 3.6 apresenta os resultados obtidos para a concentragdo com sulfato
de amodnio em termos de atividade lipasica sintética (U/gexirato riofilizado), cONcentragao de
proteinas (mg/mL) e atividade lipasica sintética especifica (U/mgyoeina) para a precipitacao
direta a 40 e 60% de saturagdao (D40 e D60) e para a precipitacdo fracionada nas primeira e

segunda etapas com 20 e 40% de saturagao, respectivamente (F20 e F40).
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Tabela 3.6. Comportamento dos extratos enzimaticos provenientes da fermentacdo dos

meios convencional e industrial em relagdo a precipitagao com sulfato de amonio.

Amostra ALS Proteina ALS especifica Fator de
(U/ gextrato lioﬁlizado) (mg/ gextrato Iioﬁlizado) (U/ mgproteina) puriﬁ03950
Convencional
Bruto 127,31 0,26 489,65 -
D40 115,69 4,12 28,07 0,057
D60 119,31 3,76 31,74 0,065
F20 154,57 0,26 594.5 1,214
F40 103,10 1,03 100,09 0,204
Industrial
Bruto 58,31 0,11 530,10 -
D40 86,65 2,33 37,18 0,070
D60 77,56 3,02 25,68 0,048
F20 120,96 0,44 27491 0,519
F40 95,63 2,20 43,47 0,082

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3.6, é possivel observar que a
primeira etapa da precipitacao fracionada (20% saturagdo de sulfato de amoénio) foi a que
promoveu os melhores fatores de purificagdo tanto para o extrato enzimatico proveniente da
fermentacdo do meio convencional quanto para o oriundo do meio industrial (fatores de
purificacdo de 1,2 e 0,5, respectivamente). Ainda, esses extratos enzimaticos precipitados
foram os que apresentaram as maiores atividades lipasicas sintéticas (154,57 € 120,96 U/exirato
liofilizado, TESPECtivamente) € as menores concentragdes de proteina.

A precipitacio de proteinas pela adi¢do de sais baseia-se na diminuicdo da sua
solubilidade em altas concentragdes de sal. O sulfato de amonio € o sal mais utilizado, por ser
inofensivo para a enzima (¢ usualmente empregado na conservacao de enzimas) e bastante
soluvel, o que proporciona forgas idnicas suficientemente elevadas para precipitar quase todas
as proteinas presentes no meio (Illanes, 2008).

O sal remove a agua da superficie da proteina revelando as suas partes hidrofobicas, as

quais se unem ocasionando a precipitacdo da proteina. As proteinas mais hidrofobicas
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precipitardo primeiramente, permitindo o fracionamento (Stanbury et al., 2003). A
precipitacdo utilizando uma saturacdo mais baixa de sulfato de amoénio (20%) pode ter
proporcionado o isolamento de uma fragdo enzimatica mais hidrofobica, e portanto mais ativa
em reacdes de sintese; sendo que o sitio ativo da lipase se encontra na por¢do mais hidrofobica
da enzima (Lotti e Alberghina, 2007).

Rigo (2009) obteve um fator de purificagao de 1,48 vezes para uma lipase produzida por
Penicillium sp. em fermentacdo solida utilizando 60% de saturacdo de sulfato de amonio. A
solugdo enzimatica produzida por B. licheniformis, ap0Os a precipitacdo com 70% de sulfato de
amonio, apresentou um fator de purificagdo de 4,26 (Chakraborty e Raj, 2008). Kashimiri et
al. (2006) obtiveram uma atividade lipasica hidrolitica de 298 U/mL e atividade especifica de
328 U/mg na concentragdo de uma lipase produzida por Trichoderma viride. A lipase de
Antrodia cinnamomea precipitada com 70% de sulfato de amodnio apresentou um fator de
purificacdo de 1,2 e atividade especifica de 12,7 U/mg (Shu et al., 2006). A lipase sintética de
Rhizopus chinensis apresentou um fator de purificagdo de 2,3, atividade especifica de 1,6
U/mg e atividade lipasica sintética de 9,8 U/mL quando precipitada com 70% de sulfato de
amonio (Sun et al., 2009).

As atividades lipasicas, atividades lipasicas especificas e fatores de purificagdo apds a
precipitacdo com sulfato de amonio relatadas na literatura variam muito de acordo com as
condi¢des experimentais de fermentacdo e precipitacdo € o micro-organismo empregado.
Contudo, os fatores de purificacdo observados sdo em geral menores que 10, mesmo em
condi¢des otimizadas. Como qualquer método de precipitacdo, a adi¢ao de sais como o sulfato
de amonio ndo ¢ muito seletiva (Illanes, 2008) e geralmente a preparacdo final ndo apresenta
pureza elevada, o que limita o uso desse método (Bon et al., 2008). E, contudo, util como uma
etapa inicial de concentracdo, ja que a proteina precipitada pode ser prontamente dissolvida

em uma pequena quantidade de agua.

3.5 — CARACTERIZACAO PARCIAL DAS LIPASES PRODUZIDAS

De acordo com os resultados apresentados nas se¢des anteriores, foram realizadas novas
fermentagdes para a producdo dos extratos enzimaticos a serem caracterizados parcialmente,
provenientes de ambos os meios fermentativos (convencional e industrial), na forma bruta e

precipitada com 20% (m/v) de sulfato de amoénio. Os extratos enzimaticos derivados da
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fermentagdo do meio convencional foram denominados ‘CB’ e ‘CP’ (‘convencional bruto’ e
‘convencional precipitado’) e os extratos oriundos do meio industrial, ‘IB’ e ‘IP’ (‘industrial

bruto’ e ‘industrial precipitado’).

3.5.1 — Especificidade aos substratos de esterificacio

Esteres etilicos sintetizados a partir de acidos graxos sdo um grande grupo de flavors e
fragrancias amplamente empregados em industrias de alimentos e bebidas (Xu et al., 2002).
As atividades lipasicas sintéticas das enzimas produzidas (convencional bruto e precipitado,
‘CB’ e ‘CP’, e industrial bruto e precipitado, ‘IB’ e ‘IP’) foram avaliadas de acordo com as
condi¢cdes descritas no item 2.6.1.

Foram testados trés acidos graxos com cadeias carbonicas diferentes: acido butirico e
acido laurico, com cadeia carbdnica saturada (4 e 12 carbonos, respectivamente) e acido oléico
(18 carbonos e cadeia insaturada). As atividades lipasicas sintéticas das enzimas empregando
cada 4cido graxo foram avaliadas utilizando quatro &lcoois com diferentes numeros de
carbono nas cadeias; metanol, etanol, Il-propanol e 1-butanol, que apresentam,
respectivamente, 1, 2, 3 e 4 carbonos na cadeia carbdnica.

As atividades lipasicas sintéticas relativas as iniciais dos extratos enzimaticos
liofilizados quando do emprego dos acidos butirico e oléico como substratos para as reagdes
de esterificacdo utilizando diferentes alcoois estdo apresentadas nas Figuras 3.5 (a) e (b),
respectivamente.

A partir da Figura 3.5 € possivel observar que, em um aspecto geral, o emprego do acido
butirico como doador acila resultou nas maiores atividades lipasicas sintéticas, com um pico
de atividade de 404,3 U/gexwato niofilizado para a enzima ‘IB’ utilizando metanol. Ainda, essa
enzima apresentou a maior atividade lipasica sintética quando da utilizagao do acido oléico,
também empregando metanol como alcool (181,4 U/gexuato tiofilizado)-

Também pode ser observada uma tendéncia de maior especificidade para os alcoois
metanol e butanol quando do emprego de acido butirico como acido graxo. A mesma
tendéncia pode ser observada para o acido oléico apenas para as enzimas provenientes do meio
industrial (‘IB” e ‘IP’). Em relacdo as enzimas oriundas do meio convencional, utilizando
acido oléico, as maiores atividades foram observadas com metanol, etanol e propanol para as

enzimas ‘CB’ e ‘CP’, respectivamente.
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Figura 3.5. Atividades lipasicas sintéticas das enzimas produzidas utilizando (a) acido oléico

e (b) acido butirico como doadores acila (lado esquerdo- convencional; lado direito - industrial).

Em relacdo ao emprego do acido laurico como doador acila, apenas as enzimas
provenientes do meio industrial ‘IB’ (43,2 u/ Zextrato ligﬁlizado) e ‘IP’ (20,7 u/ Lextrato 1ioﬁ1izado)
apresentaram atividade lipasica sintética, utilizando o metanol como substrato para a reacao de
esterificagdo. Nao foram observadas atividades para as enzimas provenientes do meio
convencional (‘CB’ e ‘CP’) com nenhum dos alcoois empregados, e nem para as enzimas ‘IB’
e ‘IP’ utilizando etanol, propanol ou butanol. Esse fato pode ser devido a maior especificidade
das enzimas avaliadas para acidos graxos de cadeia longa insaturados, como o 4cido oléico, e
ndo saturados, como o acido laurico.

De acordo com esses resultados, de uma forma geral, as enzimas apresentaram maior
especificidade em relacdo ao 4acido graxo de cadeia curta (acido butirico) e ao alcool de menor
cadeia carbdnica (metanol). A maior especificidade em relagdo ao acido graxo de cadeia curta

esta de acordo com Peter e Preda (2002), que avaliaram a especificidade de uma lipase de
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pancreas de porco em relagdo a diversos acidos graxos (de 3 a 18 carbonos). Segundo esses
autores, a lipase avaliada apresentou uma elevada especificidade em relagdo aos acidos
valérico (C5) e butirico (C4), e uma taxa de esterificacdo significativamente menor para acidos
com numeros de carbono menores (propionico) e maiores (C6-C16). A especificidade voltou a
aumentar para acidos de cadeia longa (C18), porém permaneceu significativamente mais baixa
que para os substratos anteriores.

Abbas e Comeau (2003) avaliaram a especificidade da lipase imobilizada de Mucor sp.
em relacdo a acidos graxos de cadeia curta (4cidos propionico, butirico e caprdico). Apesar de
estes acidos terem sido previamente relatados na literatura como possiveis inibidores das
propriedades cataliticas das lipases, todos foram capazes de realizar a reacao de esterificacao
empregando diversos alcoois. Contudo, as maiores taxas e rendimentos reacionais foram
observados para o 4cido com maior nimero de carbonos (caproico).

Outros trabalhos encontrados na literatura avaliando a especificidade de lipases em
relagdo a acidos graxos com diferentes cadeias carbonicas em geral relatam maior
especificidade dessas enzimas em relacdo a acidos graxos de cadeia média a longa (C8 a C16),
como nos trabalhos desenvolvidos por Sun e Xu (2009) e Sun, Xu e Wang (2009) para lipases
sintéticas e Gaur, Gupta e Khare (2008) ¢ Wang et al. (2009) para lipases hidroliticas
(hidrolise de ésteres).

Quanto a especificidade em relagdo ao tamanho da cadeia carbonica dos alcoois, a lipase
estudada por Abbas e Comeau (2003) apresentou uma afinidade particular por alcoois de
cadeia mais curta, como metanol, etanol, 2-propen-1-ol e butanol. Esse resultado discorda de
outros apresentados na literatura, como Langrand et al. (1990) e Sun, Xu e Wang (2009), em
que os rendimentos decresceram com o aumento do numero de atomos de carbono nos alcoois.

De acordo com Ghandi et al. (1995) e Abbas e Comeau (2003), as variadas afinidades de
uma lipase por diferentes alcoois podem ser entendidas em termos da energia de ligagdo que ¢
liberada quando um substrato se liga ao sitio ativo. Substratos como o metanol e etanol, que
sd0 pequenos, ndo liberariam energia suficiente para uma alteracdo na conformacgdo da lipase
para a sua forma ativa. Contudo, apesar de dlcoois de cadeia maior serem capazes de liberar
maiores energias de ligagdo, uma parte dessa energia ¢ requerida para modificar a
conformagdo do substrato para que este caiba no sitio ativo. Entdo, apenas uma pequena parte

da energia liberada estaria disponivel para a mudanga na conformacao da enzima.
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Assim sendo, essas alteracdes na conformagao da lipase para torné-la ativa dependem de
ambos os substratos que estdo sendo empregados na reacao de esterificagdo — o acido graxo e
o alcool. Sendo entdo a afinidade das enzimas pelos substratos interdependente em relacdo a
cadeia carbonica e a estrutura de ambos, a especificidade ndo pode ser avaliada
separadamente.

Devido a variabilidade de comportamento das enzimas estudadas nesse trabalho sobre a
especificidade por diferentes 4lcoois e 4cidos graxos, seria adequada a realizacdo de um estudo
mais aprofundado, avaliando o comportamento em relacdo a acidos graxos e alcoois com
numeros sequenciais de carbonos nas cadeias.

Foram realizados testes preliminares de aplicacdo das enzimas ‘CB’, ‘CP’, ‘IB’ e ‘IP’
previamente imobilizadas em carvao ativado e encapsuladas em alginato de célcio. As
enzimas foram testadas em reagdes de esterificacdo (4cido palmitico/etil-hexanol) e
transesterificagdo (6leo de soja/etanol) em condigdes pontuais otimizadas em outros trabalhos
realizados pelo mesmo grupo de pesquisa para enzimas comerciais. Devido aos resultados
apresentados em relagdo a especificidade dessas enzimas por acidos graxos e alcoois de cadeia
mais curta, ndo foi observada conversdo aos produtos desejados nas condi¢des avaliadas.

Entretanto, de acordo com os resultados apresentados, as enzimas produzidas
apresentam potencial para realizarem reagdes de esterificacao entre alcoois e acidos graxos de
cadeia curta, produzindo ésteres usualmente empregados na industria como flavors. Esses
¢ésteres em geral sdo obtidos por via quimica, porém o seu valor de mercado ¢ muito inferior
ao dos ésteres provenientes de fontes naturais. Esses compostos, por outro lado, podem ser
considerados naturais se produzidos por sintese intermediada por lipases. Existem poucas
referéncias na literatura em relacdo a afinidade de lipases microbianas ndo-comerciais por
substratos de cadeia curta, ja que essas moléculas podem exercer efeitos inibitérios sobre a
enzima (Abbas e Comeau, 2003 ¢ Ozyilmaz ¢ Gezer, 2009). Desse modo, a producdo de
¢ésteres flavor intermediada pelas lipases produzidas nesse trabalho ¢ uma alternativa de

aplicagdo que pode ser considerada.

3.5.2 — Estabilidade em diferentes temperaturas
As taxas reacionais aproximadamente dobram para cada 10 °C de aumento da

temperatura. Assumindo que uma enzima ¢ estavel em temperaturas altas, a produtividade de
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uma reacdo pode ser elevada operando-se em temperaturas relativamente altas.
Consequentemente, a estabilidade térmica ¢ uma caracteristica desejavel nas lipases (Sharma
etal., 2001).

Embora existam poucos relatos na literatura, uma caracteristica muito importante a ser
avaliada ¢ a estabilidade da enzima quando armazenada em baixas temperaturas. Esta
caracteristica ¢ importante para determinar o tempo em que a enzima poderd permanecer

armazenada sem perder suas caracteristicas iniciais em termos de atividade enzimatica.

3.5.2.1 — Estabilidade em temperaturas altas

A estabilidade térmica dos extratos enzimaticos liofilizados (convencional bruto e
precipitado, ‘CB’ e ‘CP’, e industrial bruto e precipitado, ‘IB’ e ‘IP’) nas temperaturas de 30,
45 e 60 °C foi monitorada ao longo de 184 horas. A ‘ALS’ relativa (%) foi associada a
atividade inicial da enzima (tempo = 0 horas). As Figuras 3.6, 3.7 e 3.8 apresentam a atividade
lipasica sintética relativa (%) ao longo do tempo de incubagdo nas temperaturas de 30, 45 e 60
°C, respectivamente.

A partir da Figura 3.6 ¢ possivel observar que as enzimas sofrem uma espécie de
ativacdo quando incubadas a 30 °C. As enzimas provenientes da fermentacdo do meio
convencional apresentam picos de atividade lipasica sintética apos 20 horas de incubagdo, com
aumentos de 5,3 e 3,4 vezes para as enzimas ‘CB’ e ‘CP’, respectivamente. Os extratos
enzimaticos liofilizados provenientes do meio industrial também apresentam picos de
atividade lipasica sintética apos 92 e 20 horas de incubagdo, com aumentos de 2,8 e 1,3 vezes,
respectivamente, para as enzimas ‘IB’ e ‘IP’. Pode-se notar que as enzimas brutas sdo as que
sofrem maior ativacdo quando submetidas a essa condi¢cdo, contudo, sofrem desativacao
completa apds 136 horas de incubagdo. Por outro lado, as enzimas precipitadas apresentam

maior estabilidade, mantendo a atividade até 160 horas de incubacao.
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Figura 3.6. Estabilidade das enzimas a 30 °C.

Esse processo de ativagao a 30 °C também foi observado por Fernandes et al. (2004)
quando do estudo de reagdes de hidrdlise e sintese catalisadas por uma lipase proveniente de
Thermomyces lanuginosa em sistema micelar reverso AOT/isooctano. A enzima apresentou
um pico de atividade com aumento de mais de 20% em relagdo a atividade inicial apds 20
minutos de incubagdo; mantendo a sua atividade por até¢ 60 minutos.

No trabalho desenvolvido por Casa et al. (2006), a estabilidade térmica em solventes
organicos a 30 °C de duas lipases brutas foi avaliada, sendo os perfis de desativacdo de ambos

os biocatalisadores ajustados a um decaimento exponencial simples. Os tempos de meia vida

calculados foram de 5 e 6,6 dias.

Segundo Sun, Xu e Wang (2009), que avaliaram a estabilidade de duas lipases
purificadas em relacdo a atividade hidrolitica, uma das lipases foi extremamente estavel na
faixa de temperatura de 30-50 °C por um periodo de incubacdo de 60 minutos.

Na temperatura de 45 °C, de acordo com a Figura 3.7, as enzimas brutas ‘CB’ ¢ ‘IB’

sofreram uma pequena ativacao térmica apods 20 horas de incubacdo (35 e 10 % da atividade
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inicial, respectivamente). Contudo, a enzima ‘CB’ apresentou atividade até 44 horas de
incubacdo e a ‘IB’, até 92 horas. A enzima precipitada ‘CP’ apresentou um pequeno aumento
de atividade apds 44 horas de incubacdo (10 %) e permaneceu ativa até 92 horas, enquanto

que a enzima ‘IP’ ndo apresentou ativacdo mas manteve a atividade até 116 horas.
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Figura 3.7. Estabilidade das enzimas a 45 °C.

De acordo com a Figura 3.8, a 60 °C todas as enzimas apresentaram uma alta
desativacdo térmica, sendo a enzima bruta ‘CB’ a mais sensivel a temperatura elevada
(desativagao total apds 44 horas de incubagdo). As demais enzimas mantiveram a atividade até
92 horas de incubacao.

Cao et al. (2009) estudaram a estabilidade de uma lipase sintética de Burkholderia
cepacia encapsulada em silica a 60 °C. Foi observado um aumento de cerca de 40% na
atividade ap6s 1 hora de incubacdo, porém apos 12 horas a atividade foi reduzida a cerca de

50% do valor inicial. No trabalho realizado por Fernandes et al. (2004), em temperaturas
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maiores (37, 50 e 60 °C) a enzima perdeu a sua atividade rapidamente, mantendo menos de
40% da atividade inicial apos 30 minutos de incubagdo.
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Figura 3.8. Estabilidade das enzimas a 60 °C.

Assim como no trabalho desenvolvido por Fernandes et al. (2004), a perda de atividade
enzimatica para as enzimas avaliadas nas diferentes temperaturas nao pode ser descrita por um
modelo simples de primeira ordem. Dessa forma, ndo foi possivel calcular constantes de

velocidade e tempos de meia vida para a desnaturacao térmica.

De acordo com Sharma et al. (2001), a estabilidade térmica de uma lipase estd

relacionada com a sua estrutura, sendo influenciada por diversos fatores ambientais. O fator

mais importante € 0 meio em que a enzima se encontra, ja que a presenca de agua diminui

fortemente a termoestabilidade (Reetz, 2002). Dessa forma, a escala de comparagdo entre
extratos enzimaticos liofilizados e nao liofilizados ¢ diferente, pois os primeiros apresentam
atividade de agua extremamente baixa, o que influi positivamente na termoestabilidade. Por

esse motivo, as enzimas estudadas no presente trabalho e por de Casa et al. (2006)
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apresentaram-se estaveis por varios dias, enquanto que nos demais trabalhos referenciados a
estabilidade foi estudada em periodos mais curtos de incubacgao.

3.5.2.2 — Estabilidade em temperaturas baixas (armazenamento)

As estabilidades dos extratos enzimaticos liofilizados (convencional bruto e precipitado,
‘CB’ e ‘CP’, e industrial bruto e precipitado, ‘IB’ ¢ ‘IP’) armazenados em geladeira (4 °C) e
congelador (-10 °C) foram monitoradas ao longo de cerca de 60 dias. A ‘ALS’ relativa (%) foi
associada a atividade inicial da enzima (tempo = 0 horas). As Figuras 3.9 (a) e (b) apresentam
os perfis de atividade lipésica sintética relativa (%) ao longo do tempo de armazenamento em

geladeira (4 °C) e congelador (-10 °C), respectivamente.
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Figura 3.9. Atividades lipasicas sintéticas relativas das enzimas ao longo do periodo de

armazenamento em (a) geladeira (4 °C) e (b) congelador (-10 °C) (lado esquerdo- convencional; lado

direito - industrial).

A partir da Figura 3.9, é possivel observar que as enzimas precipitadas (‘CP’ e ‘IP’)

apresentaram maior estabilidade em ambas as temperaturas do que as enzimas brutas. As
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enzimas ‘CP’ e ‘[P’ mantiveram a atividade relativa proxima a 100% da inicial quando
conservadas no congelador (-10°C) e na geladeira (4°C), respectivamente. Esse resultado esta
de acordo com o apresentado por Menoncin (2009), em que a atividade de hidrolise de um
extrato enzimatico concentrado proveniente de fermentacao soélida de Penicillium verrucosum
manteve-se praticamente igual apos 90 dias de armazenamento tanto na geladeira (4 °C)
quanto no congelador (-10 °C).

Esse resultado pode ser considerado uma grande vantagem dos extratos enzimaticos
concentrados frente aos brutos. Apesar de a precipitagdo ndo ter conduzido a um aumento
significativo da atividade lipasica sintética especifica das enzimas, os extratos precipitados
apresentaram uma estabilidade térmica muito superior quando submetidos a temperaturas altas
e quando armazenados em temperaturas baixas.

No trabalho realizado por Wolski et al. (2009), a estabilidade durante o armazenamento
de extratos enzimaticos brutos provenientes de fermentagdo sélida e submersa de Penicillium
sp. em baixas temperaturas foi avaliada em relagdo a atividade de hidrolise dos extratos. As
atividades foram mantidas até cerca de 100 dias quando do armazenamento a 10 °C e cerca de
125 dias, a -10 °C. Tempos maiores de armazenamento conduziram a um decaimento gradual
na atividade lipésica e os extratos foram parcialmente inativados.

Demir e Tiikel (2009) avaliaram a estabilidade ao longo do armazenamento a
temperatura ambiente ¢ 5 °C de uma lipase de Spirulina platensis purificada, em relagdo a
atividade de hidrolise. As estabilidades da lipase foram praticamente as mesmas em ambas as
temperaturas até os 5 dias de armazenamento. Contudo, a lipase reteve 51% de sua atividade
inicial apos 30 dias de armazenamento em temperatura ambiente e 38% da sua atividade

inicial apods o mesmo periodo a 5 °C.

3.5.4 — Efeito da temperatura e memoria de pH na atividade lipasica sintética

De acordo com Sun, Xu e Wang (2009) e Sun ¢ Xu (2009), as enzimas liofilizadas
exibem uma “memoria de pH”, isto &, a atividade da enzima liofilizada em solventes organicos
¢ criticamente dependente do pH da solucdo aquosa antes da liofilizagdo. A memoria de pH ¢
atribuida a uma fixagdo das ionizagdes dos grupos protéicos cataliticos apds a secagem do
biocatalisador, sendo que os grupos funcionais ionizdveis aparentemente mantém o seu estado

de ioniza¢do em meios na0-aquosos.
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Nesta etapa foram avaliados os efeitos da temperatura e memoria de pH na atividade
lipasica sintética dos diferentes extratos enzimaticos liofilizados (convencional bruto e
precipitado, ‘CB’ e ‘CP’, e industrial bruto e precipitado, ‘IB’ e ‘IP’).

Para a determinagdo do comportamento das enzimas nessas condigdes, foram realizados
Delineamentos Completos Centrais Rotacionais 2* com 4 pontos axiais e triplicata do ponto
central, sendo a matriz dos planejamentos bem como os resultados obtidos em termos de

atividade lipasica sintética (ALS, em U/ Zexrato tiofilizado) @presentados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Matriz dos planejamentos experimentais realizados (valores codificados e
reais com as respostas em termos de atividade lipasica sintética) para avaliagdao dos efeitos de

memoria do pH e temperatura.

ALS (U/ Zextrato liofilizado)

Ensaio pH T °C ‘CB’ «Cp’ ‘IB’ 1P’
1 -1(4,0) -1(20) 26,87 4,65 1842 9,09
2 +1(9,0) -1(20) 22,54 4,61 32,56 0,00
3 -1(4,0) +1(60) 52,55 8,96 9241 50,96
4 +1(9,0) +1(60) 114,51 42,47 39,92 42,80
5 0(6,5) 0(40) 143,57 64,78 32,90 8,52
6 0(6,5) 0(40) 159,20 59,86 38,10 9,26
7 0(6,5) 0(40) 132,44 66,66 4421 8,44
8 0(6,5) -L41(11,8) 0,00 0,00 0,00 0,00
9 0(6,5) +1,41(68,2) 0,00 0,00 85,9 48,46
10 -1,41(3,0) 0(40) 56,62 52,54 0,00 0,00
11 +1,41(10,0) 0(40) 7,44 0,00 0,00 0,00

Pode-se observar que os maiores valores de ALS foram obtidos para a enzima ‘CB’ na
regido do ponto central (média de 145,07 U/ Zexumato tiofilizado), €M um valor de memoria de pH
proximo a neutralidade (6,5) e temperatura de 40 °C. As melhores respostas para a enzima
‘CP’ também foram obtidas nos pontos centrais (média de 63,77 U/gexiato tiofilizado), O qU€ mostra
que as enzimas provenientes da fermentagdo do meio convencional apresentam atividades
maiores em condi¢gdes mais amenas (pH neutro e temperatura mediana). Nos valores extremos

de temperatura (11,8 e 68,2 °C, equivalentes aos ensaios 8 € 9), ndo foi observada atividade
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enzimatica. No pH alcalino mais elevado (10,0), houve uma perda significativa da atividade
enzimatica. Em valores mais baixos de pH (3,0) as enzimas mantiveram suas atividades,
mostrando a preferéncia dessas enzimas por pH mais 4cido ou proximo a neutralidade.

Para as enzimas provenientes da fermentacdo do meio industrial, os maiores valores
foram obtidos para o ensaio 3 (pH 3,0 e temperatura de 60 °C) e para o ensaio 9 (pH 6,5 e
temperatura de 68,2 °C), mostrando que essas enzimas sdo ativas em uma ampla faixa de pH
(de 4,0 a 9,0), mas atuam melhor em uma faixa de temperatura mais alta (de 40 a 68,2 °C).
Nas condi¢des de temperatura mais baixas e nos extremos de pH ndo foi observada atividade
enzimatica para nenhuma das enzimas provenientes da fermentacdo do meio industrial.

Nos trabalhos desenvolvidos por Sun, Xu ¢ Wang (2009) e Sun e Xu (2009), as enzimas
estudadas exibiram mdxima atividade sintética em memorias de pH levemente &cidos e
proximos a neutralidade (de 5,5 a 7,5). As memoérias das enzimas em valores de pH alcalinos
(acima de 8,0) e acidos (abaixo de 6,0) resultaram em perda completa da atividade enzimatica,
assim como foi observado para as enzimas provenientes do meio convencional em pH alcalino
no presente trabalho. Segundo esses autores, a perda na atividade pode ser devida a uma
alteracdo significativa nos estados de ionizagao dos grupos amino nas proteinas liofilizadas.

Os mesmos autores estudaram o comportamento de lipases sintéticas em diferentes
temperaturas em memoéria de pH fixas em 6,0, 6,5 ¢ 7,0, sendo observadas as maiores
atividades em valores medianos de temperatura (30-40 °C). As enzimas também apresentaram
atividade em temperaturas mais altas (50 e 60 °C). Contudo, em temperaturas menores (20 °C)
a atividade foi baixa, provavelmente devido a reagdo se processar mais lentamente em tais
condic¢des, tal como foi observado neste trabalho.

Ozyilmaz (2009) avaliou o efeito da temperatura nas atividades sintética e hidrolitica
de uma lipase comercial de Candida rugosa livre e imobilizada em silica gel. As maximas
atividades lipésicas sintéticas para as enzimas livres foram observadas na faixa de 30-35 °C.
As enzimas imobilizadas exibiram valores maximos de atividade na faixa de 35-40 °C.

A Tabela 3.8 apresenta os modelos empiricos propostos a partir dos delineamentos
completos 2? para a avaliagio dos comportamentos das enzimas frente a diferentes

temperaturas e memorias de pH.
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Tabela 3.8. Modelos propostos para o comportamento das enzimas em diferentes

memorias de pH e temperaturas.

Amostra Modelo: ALS (U/mL) =
‘SB’ 144.92- 1.47.pH(L) - 47.00.pH(Q) + 14.75.T(L) - 63.12.T(Q) + 16.57.pH(L).T(L)

«SP*  63.75- 5.09.pH(L)- 18.27.pH(Q)+ 5.29.T(L)- 31.48.T7(Q) + 8.39.pH(L).T(L)
OB’ 153.27- 12.87.pH(L)+ 99.83.T(L)- 19.84.pH(L).T(L)
I’ 8.69- 2.16.pH(L)- 0.96.pH(Q)+ 10.18.T(L)+ 11.23.T(0) + 0.23.pH(L).T(L)

Todos os modelos propostos foram validados por meio de Andlise de Variancia
(ANOVA) em um nivel de confianca de 90% (Fcaiculado™Fabelado), cOM percentuais de variagao
explicada de 81, 80, 85 e 90% para as enzimas ‘CB’, ‘CP’, ‘IB’ e ‘IP’, respectivamente. A
Tabela 3.9 apresenta a analise de varidncia dos modelos propostos para as enzimas ‘CB’, ‘CP’,
‘IB” e ‘IP’.

A validacao dos modelos permitiu a construcao das superficies de resposta e curvas de
contorno apresentadas na Figura 3.10.

De acordo com a Figura 3.10, ¢ possivel observar que as enzimas provenientes da
fermentacdo do meio convencional apresentam as maiores atividades em memorias de pH
proximas a neutralidade (6,5) e temperatura mediana (cerca de 40 °C). Por outro lado, as
enzimas resultantes da fermentacdo do meio industrial mantém a atividade em uma ampla

faixa de pH, porém apresentam preferéncia por temperaturas reacionais mais altas.

Tabela 3.9. Andlise de varidncia para a avaliagdo da significancia estatistica dos

modelos propostos para a atividade lipasica sintética (U/mL) das enzimas.

Enzimas Soma de Graus de Quadrado F calculado
quadrados  Liberdade Médio
Regressao 30178,05 5 6035,61 4,24
Residuos 7113,31 5 1422,661
‘CB’ Falta de ajuste 361,42 3
Erro puro 6751,88 2

Total 37291,36 10
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Regressao 6768.,35 5 1353,67 3,96
Residuos 1710,69 5 342,14
‘CP’ Falta de ajuste 24,66 3
Erro puro 1686,03 2
Total 8479,04 10
Regressao 42119,73 3 14039,91 5,73
Residuos 7356,25 3 2452,08
‘B’ Falta de ajuste 64,10 2
Erro puro 7292,16 1
Total 49475,98 6
Regressao 3788.,41 5 757,68 8,70
Residuos 435,61 5 87,12
‘P’ Falta de ajuste 0,41 3
Erro puro 435,20 2
Total 4224.,01 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,90, Fs.s.090= 3,45, F3.3.090= 5,39

Gutarra et al. (2009) estudando a caracterizacdo de uma lipase bruta produzida por
fermentacdo solida de torta de babagu utilizando Penicillium simplissimum avaliaram os niveis
6timos de temperatura de pH para a atividade lipasica hidrolitica por meio de um DCCR,
variando a temperatura na faixa de 25 a 45 °C e o pH na faixa de 5,0 a 7,0. Um modelo de 2*
ordem foi validado por Andlise de Variancia, sendo que os valores maximos de atividade
lipasica foram obtidos para temperaturas entre 37 ¢ 45 °C e valores de pH entre 5,0 ¢ 6,0.
Baseados nesses resultados, os autores realizaram novos experimentos para determinar a
atividade lipasica em temperaturas entre 45 ¢ 70 °C e pH 4,0-6,0, alcancando atividades

maximas a 50 °C e pH 4,0 ¢ 5,0.
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Figura 3.10. Superficies de resposta e curvas de contorno para a avaliacdo do
comportamento da lipase sintética em diferentes temperaturas ¢ memorias de pH, sendo (a)

‘CB’, (b) CP’, (c) ‘IB’ ¢ (d) ‘IP".
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Os resultados de avaliacdo do efeito da temperatura ¢ memoria de pH apresentados
nesse trabalho sdo semelhantes aos observados por outros autores. Porém, cabe reiterar que o
planejamento de experimentos mostrou-se uma ferramenta valiosa nesse caso, ja que existem
interagdes importantes entre os fatores que nao sdo consideradas quando da analise dos efeitos

da memoria de pH e da temperatura individualmente.

3.6 — CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados apresentados, a estratégia de fermentacdo submersa
empregada foi eficiente para a producao de ‘lipase sintética’ pela nova cepa de Sporidiobolus
pararoseus, obtendo-se boas atividades lipasicas sintéticas tanto para o meio convencional
quanto para o meio industrial. Esse resultado ¢ importante tendo em vista a escassez de
publicagdes na literatura em relagdo a producdo de lipases avaliando a atividade lipasica
sintética como resposta.

As caracterizagdes bioquimicas mostraram, em geral, uma boa estabilidade térmica e
faixas amplas de temperatura e memoria de pH de operacao, o que ¢ interessante do ponto de
vista da aplicabilidade das enzimas produzidas. A partir do estudo de especificidade, foi
possivel vislumbrar a possibilidade de aplicagdo das enzimas na producdo de bioaromas,
devido a sua maior especificidade por acidos graxos de cadeia curta. Os aromas produzidos a
partir de micro-organismos, considerados naturais, sao de grande interesse para as industrias

de alimentos e cosméticos.



4.0 — CONCLUSOES E SUGESTOES

4.1 CoNcLUSOES

A cepa Sporobolomyces ruberriums isolada rendeu bons resultados para a producdo de
uma ‘lipase sintética’ por fermenta¢do submersa de um meio convencional. A condigdo
otimizada para a produ¢do de ‘lipase sintética’ foi de 5,0, 6,8, 7,0 e 1,0 % (m/v) de peptona,
extrato de levedura, NaCl e 6leo de oliva, respectivamente, a 30°C e 150rpm e 10% de
indculo. A lipase produzida nas condi¢cdes otimizadas apresentou uma atividade lipasica
sintética de 26,9 U/mL em 72 horas de fermentagdao, um aumento de 6,36 vezes em relagdo ao
meio ndo otimizado.

A substituigdo dos componentes do meio de cultura por fontes alternativas (hidrolisado
de levedura, 4gua de maceracdo de milho e 6leo residual de fritura) promoveu a producao de
uma lipase com atividade lipasica sintética cerca de 2,2 vezes menor (12,3 U/mL). Apesar
disso, a utilizacdo de fontes alternativas pode auxiliar na reducdo da polui¢do ambiental
associada aos residuos agroindustriais, além de reduzir o custo global de producdo da enzima,
o que justifica o estudo de suas propriedades.

A concentragdo dos extratos enzimaticos com 20% de saturacao de sulfato de amonio foi
a que promoveu os melhores fatores de purificacdo para ambos os extratos enzimaticos
(convencional e industrial), com fatores de purificacao de 1,2 e 0,5, respectivamente. Ainda,
esses extratos enzimdticos precipitados foram os que apresentaram as maiores atividades
lipasicas sintéticas (154,57 € 120,96 U/gexirato tiofilizado, T€SPECtivamente).

Os extratos enzimaticos produzidos (convencional bruto e precipitado, ‘CB’ ¢ ‘CP’, e
industrial bruto e precipitado, ‘IB’ e ‘IP’) foram parcialmente caracterizados em termos de
especificidade ao substrato de esterificacdo, estabilidade em temperaturas altas e baixas e

comportamento frente a diferentes memorias de pH e temperaturas.
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Na avaliacdo da especificidade dos extratos enzimaticos frente a diferentes substratos de
esterificagdo, as enzimas apresentaram, de uma forma geral, maior especificidade pelo acido
graxo de cadeia curta (4cido butirico) e pelo 4lcool de menor cadeia carbonica (metanol). Esse
foi um resultado interessante ja que existem poucas referéncias na literatura em relagdo a
afinidade de lipases microbianas ndo-comerciais por substratos de cadeia curta. Esses
substratos produzem ésteres empregados na industria como flavors, geralmente obtidos por via
quimica (com valor de mercado muito inferior ao dos provenientes de fontes naturais); porém
considerados naturais se produzidos por sintese intermediada por lipases. Desse modo, a
producdo de ésteres flavor intermediada pelas lipases produzidas nesse trabalho é uma
alternativa de aplicagcdo que pode ser considerada.

Quanto a estabilidade das enzimas quando submetidas a temperaturas altas, observou-se
uma espécie de ativagdo quando incubadas a 30 °C, com aumentos de atividade lipasica
sintética de até 5,3 vezes ap6s 20 horas de incubacdo. As enzimas brutas sofrem maior
ativacao, contudo, perdem totalmente a atividade apds 136 horas de incubagdo, enquanto as
enzimas precipitadas mantém a atividade por até 160 horas de incubagdo. Na temperatura de
45 °C, as enzimas brutas sofreram uma pequena ativagdo térmica apds 20 horas de incubagao,
mas sofreram desativacdo completa apos 44 horas e 92 horas de incubagdo para as enzimas
‘CB’ e ‘IB’, respectivamente. As enzimas precipitadas mantiveram a atividade por até cerca
de 100 horas. A 60 °C, todas as enzimas apresentaram uma alta taxa de desativagdo térmica.

Em relacdo a estabilidade em baixas temperaturas, observou-se uma tendéncia geral de
melhor manutencdo das atividades enzimaticas a -10 °C. As enzimas precipitadas
apresentaram maior estabilidade em ambas as temperaturas, o que pode ser considerado uma
grande vantagem dos extratos enzimdticos concentrados frente aos brutos. Apesar de a
precipitagdo ndo ter conduzido a um aumento significativo da ALS especifica das enzimas, os
extratos precipitados apresentaram uma estabilidade térmica muito superior quando incubados
em temperaturas altas e armazenados em temperaturas baixas.

Na avaliacdo do comportamento das enzimas frente a diferentes temperaturas e
memorias de pH, as enzimas provenientes do meio convencional apresentam as maiores
atividades em memorias de pH proximas a neutralidade (6,5) e temperatura mediana (cerca de
40 °C). Por outro lado, as enzimas oriundas do meio industrial mantém a atividade em uma

ampla faixa de pH, porém apresentam preferéncia por temperaturas reacionais mais altas.
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4.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
De acordo com os resultados apresentados nesse trabalho, a seguir sdo apresentadas

algumas sugestdes de trabalhos que podem ser realizados:

* Avaliagdo da estabilidade dos extratos enzimaticos em diferentes memorias de pH;

* Avaliagdo da estabilidade dos extratos enzimaticos em solventes organicos em
diferentes temperaturas e memorias de pH;

* Estudo de otimizagdo da producdo de lipase sintética utilizando meio industrial
(incluindo a avaliagdo de outros residuos agroindustriais) por meio da técnica de
planejamento de experimentos;

* Estudo da producdo de lipase sintética por fermentacdo submersa em biorreator em
escala de bancada, incluindo a otimizag¢ao de variaveis ambientais de fermentagao
como temperatura, pH, agitagdo e aeracgao;

* Estudo de otimizag¢do da producdo de lipase sintética por Sporidiobolus pararoseus
utilizando fermentacdo em estado solido;

* Aprimoramento da metodologia empregada para a determinacdo da atividade lipasica
sintética;

* Estudo da purificacdo e imobilizacdo dos extratos enzimaticos concentrados;

* Estudo de aplicacdo das enzimas obtidas em reagdes de esterificagdo visando a

producdo de aromas (ésteres de cadeia curta).
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6.0 - ANEXOS

ANexo I

Identificacdo da levedura

Primeiramente, a cepa foi incubada em meio PDA a 28 °C por 24 horas. O DNA da
levedura foi extraido de acordo com a metodologia proposta por Stearling (2003) e
quantificado em um espectrofotometro modelo NanoDrop, ND-1000 (NanoDrop
Technologies).

O dominio D1/D2 DO rDNA 26S, que forneceu uma identificacdo similar quando
comparado com a reassociagdo de DNA, ¢ uma metodologia facil e rapida para leveduras
(Kurtzman, 2006). Utilizando ‘primers’ NL1 e NL4 (Kurtzman ¢ Robnett, 1998 e Fell et al.,
2000), essa regido foi amplificada em um volume de 25 PL contendo: 2,0 UL de DNA; 1,5
mM MgChL; 0,2 mM de dNTP; 0,2mM de cada ‘primer’ e 0,2 pl de Platinum® Taq
Polymerase 5 U/ul (Invitrogen). As reagdes foram realizadas utilizando um termociclo,
modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢des: 94°C
por 5 min, seguidos por 33 ciclos de 94°C por 30 s, 52°C por 45 s ¢ 72°C por 1 min; e uma
extensdao final de 72°C por 10 min. A visualizacdo do DNA amplificado foi realizada por
eletroforese em 1.5% de agarose em tampao 0,5 X TSB corante com GelRed (Biotium Inc.,
Hayward, CA), utilizando como padrao molecular 2 pl de Low Mass 47 DNA Ladder
(Invitrogen Technology). O produto foi purificado com o kit GFX™ PCR DNA e Gel Band
Purification (GE Healthcare), de acordo com as instrugdes do fabricante e sequenciado em um
sequenciador automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Para a constru¢cdo da sequéncia, os programas Phred/Phrap (Ewing et al., 1998) e
Consed (Gordon et al., 1998) foram utilizados. Essa sequéncia foi comparada com os dados do

GenBank National Center for Biotechnology Information (NCBI) e sequéncias de referéncia
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(Fell et al., 2000 e Bai et al., 2002). O alinhamento global das sequéncias e a analise
filogénica foram realizados com o programa MEGA versdao 4.0 (Tamura et al., 2007). As
analises cladisticas foram construidas com o método de ‘neighbor joining’ [31], utilizando
‘Jukes-Cantor’ para medida de distancia. Os niveis de confianga para os ramos individuais da
arvore resultante foram avaliados pela analise ‘bootstrap’ (Felsentein, 1985), na qual 1000
arvores foram geradas a partir dos dados re-amostrados.

O isolado foi identificado como Sporidiobolus pararoseus, com 100% de homologia,
quando comparado a sequéncias de referéncia do dominio D1/D2 domain a partir do NCBI
(Kurtzman, 2006). Ainda, a analise de dendrograma também confirmou a identidade do
isolado W8 com ‘Bootstrap’ de 97%, quando comparado a espécies de S. pararoseus (Figura

6.1).

Sporobolomyces ruberrimus AF070442

Sporobolomyces roseus AF070441
Sporobolomyces marcillae AF070440

99! Sporobolomyces salmoneus AY070017
Sporobolomyces phaffii AY070011

® /solate W8

97 | Sporidiobolus pararoseus EU003457
Sporobolomyces carnicolor AY070008
Sporobolomyces koalae EU276013
Sporobolomyces japonicus AY070009

Sporobolomyces blumeae AY070007
Sporidiobolus johnsonii AF189976

—
0.002

Figura 6.1. Arvores filogénicas desenhadas a partir da analise ‘neighbour-joining’ baseadas
nas sequéncias do dominio D1/D2, alusivas as relagdes entre Sporidiobolus pararoseus € o
novo isolado W8. Percentuais ‘bootstrap’ maiores de 50% para 1000 replicatas ‘bootstrap’ sdo

mostrados.
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Anexo 11

Hidrolisado de levedura

O hidrolisado de levedura foi preparado de acordo com a metodologia descrita por
Vargas (2004). Foram dissolvidos 120 g de fermento biologico em 171 mL de H,O (70 %
m/v), gotejando H,SO, até atingir pH 2,0. A mistura foi incubada por 2 horas entre 70 e 80 °C
e posteriormente resfriada e centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi

desprezado.

Anexo IIT

Solucio de azocaseina 0,5%

A solucdo de azocaseina foi preparada de acordo com a metodologia descrita por Vargas
(2004). Foi pesada 1 g de azocaseina e adicionados 20 mL de agua destilada, acrescentando
solucdo de hidroxido de so6dio 40% até chegar em pH 12,0. Foi adicionado &cido acético até

atingir pH 5,0, completando-se o volume com tampao acetato de sodio 50 mM pH 5,0.

Anexo IV

Reagente de Bradford

O reagente de Bradford foi preparado de acordo com a metodologia proposta por
Bradford (1976). Para o preparo do reagente, 100 mg de Laomassi Brilhante Blue foram
dissolvidos em 50 mL de etanol e transferidos para um baldo volumétrico de 1 L. Foram
adicionados 100 mL de acido fosforico 85%. A solucdo resultante foi diluida até o volume
final de 1 L. A solugdo foi filtrada e transferida para um frasco ambar identificado.

Uma curva padrao de albumina foi preparada conforme a Tabela 6.1.



Tabela 6.1. Curva padrao de albumina para medida de proteina.

Tubo Reag. Bradford  Vol. tampdo pH 6,5 Vol. solugio padrio Proteina

(mL) (uL) albumina (mL) (mg)

0 3 100 0 0,00

1 3 80 20 0,02

2 3 70 30 0,03

3 3 60 40 0,04

4 3 40 60 0,06

5 3 30 70 0,07

Angexo V

Curva de calibracio para a medida de crescimento celular
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A Figura 6.2 apresenta a curva de calibragcdo obtida para a densidade optica (u.a.) em

funcdo da concentragdo celular em termos de massa celular seca (g/L).

09}

08}

0,7

0,6 |

Densidade optica (u.a.)

05¢

04}

03} =

6

02

G

DO (ua) = 0,00158608387 + 3,36258281*massa seca (g/L)

r2=0,9997
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Massa celular seca (g/L)

Figura 6.2. Curva de calibragdo para a medida de crescimento celular.



