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RESUMO

Este trabalho buscou isolar e selecionar novos microrganismos capazes de
produzir lipases com atividade de hidrdlise e de esterificacdo, e avaliar a
producdo e a caracterizagdo de lipases extracelulares por fermentacdo em estado
sélido (FES) em farelo de soja com os microrganismos selecionados. Observou-
se que dentre os microrganismos isolados, os fungos filamentosos do género
Penicillium apresentaram os melhores resultados como produtores de lipase
com atividade hidrolitica. Por outro lado as cepas de leveduras foram as que
apresentaram melhor desempenho na catdlise da reaciio de producgdo de n-propil
oleato, sendo somente duas cepas fingicas selecionadas entre os 17
microrganismos habeis para producdo de lipase com atividade de esterificagao.
A fermentacdo em estado sdlido para producdo de lipase com atividade
hidrolitica usando farelo de soja apresentou resultados promissores. O estudo da
suplementacdo revelou o Penicillium 58F como o mais eficiente para produgio
de lipase hidrolitica, nos distintos valores de pH avaliados, sendo a
suplementag¢do com uréia acrescida de dleo de soja a que resultou nas melhores
atividades. A técnica de planejamento de experimentos mostrou-se eficiente
para maximizagdo do processo fermentativo para producio de lipase hidrolitica.
O processo foi maximizado com suplementacdo de 0,60% de uréia acrescida de
6leo de soja para atingir relacdo de C/N 6,11, umidade 75%, granulometria
farelo de soja de 1-2 mm, concentrag¢do de indculo de 2x10° esporos/g e 20 °C.
A atividade hidrolitica mdxima obtida em meio acido foi de 200 U/g farelo de
soja seco apds 120h de fermentacdo, em pH neutro de 317 U/g e em alcalino
obteve-se atividade de 191 U/g farelo de soja seco, ambos em 96 h fermentagio.
Os resultados demonstram haver producdo de altas concentragdes de lipase
extracelular, possivelmente um pool de lipases, com potencial hidrolitico em
uma ampla faixa de pH. A relagdo C/N de 6,11 foi a que resultou nas melhores
produtividades. A condi¢do otimizada para extragdo da lipase foi usando
tampdo fosfato de sédio 100mM pH 7,0 e temperatura de 25°C, 150 rpm, e
razdo sélido/liquido de 1:4, com incubacdo de 15 minutos. A caracterizacio
parcial do extrato enzimdtico hidrolitico bruto e pré-purificado apresentou
temperatura 6tima de atividade de 37°C, para ambas, e pH 6timo igual a 7 e na
faixa de 9 a 10, respectivamente. A maior estabilidade dos extratos bruto e pré-
purificados foi a 25 °C e pH 7. A exposi¢do a CaCl, levou a inativacdo do
extrato enzimdtico hidrolitico pré-purificado. A especificidade do extrato
enzimatico hidrolitico pré-purificado indicou atividades em ésteres com uma
faixa de comprimento de cadeia variando de C4 a C18.

Palavras-chave: Lipase, selecdo, Penicillium, fermentacdo em estado sélido,
farelo de soja, hidrdlise e esterificagao.






ABSTRACT

This work aimed to isolating and selecting new lipase-producing
microorganisms, able to produce lipase both with synthesis and hydrolysis
activities, and to assess the production and characterization of extracellular
lipases, by solid state fermentation (SSF) using soybean meal as substrate, with
the microorganisms isolated in the previous step. The filamentous fungi of the
genera Penicillium presented the best production results in terms of hydrolytic
activity. The best performance on production of lipases with synthesis activity
(n-propyl oleate) was obtained with the yeast strains, while only two fungal
strains produced lipases with a good potential for synthesis among the 17
selected strains. The use of soybean meal as substrate for SSF presented
promising results. The study on the supplementation of this substrate showed
that the Penicillium sp. 58F was the most potential lipase producer, considering
three different pH values. The use of urea and soybean oil resulted in the
highest lipase activities. The lipase production could be optimized using the
experimental design technique. Maximum activity was obtained using soybean
meal (75% moisture and particle size 1-2 mm) supplemented with 0.6% urea
and soybean oil to reach a C/N ratio of 6.11, 2x10° spores/g and 20 °C. The
resulting activity in acid medium was 200 U/g of dry substrate after 120 h of
fermentation. In neutral and alkaline medium maximum activities were 317 U/g
and 191 U/g after 96 h of fermentation, respectively. The results suggest that a
pool of lipases is produced, with a high lipolytic activity in a wide pH range.
The C/N ratio 6.11 maximized the lipase production. The optimum extraction
condition was phosphate buffer (pH 7.0 100 mM), 25°C, 150 rpm, solid to
liquid ratio 1:4 and incubation for 15 min. Partial characterization of the crude
and pre-purified extract showed that both presented optimum temperature for
activity of 37°C and optimum pH of 7 and 9-10, respectively. The crude and
pre-purified extract were more stable at 25°C and pH 7.0. The exposure of the
extract to CaCl, induced to a inactivation of the pre-purified extract. The
specificity of the pre-purified extract showed that good activities could be
obtained in long chain p-nitro esters and triacylglycerols.

Keywords: Lipase, screening, Penicillium, solid state fermentation, soybean
meal, hydrolysis, esterification.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A biotecnologia consiste hoje em um dos campos mais
promissores de tecnologias mundiais de ponta, sendo a tecnologia
enzimatica de grande destaque. Os altos custos de enzimas purificadas
disponiveis comercialmente incentivam pesquisas nesta drea. Mais de
4.000 enzimas sio conhecidas, muitas delas utilizadas comercialmente,
sendo a maioria delas de origem microbiana.

Fazendo parte do grupo das hidrolases, destacam-se as lipases
(E.C. 3.1.1.3) devido o seu poder catalitico na modificagdo de lipidios
esterificados, via hidrélise, esterificacdo e interesterificacdo, bem como
na obtencdo de dcidos graxos especificos ou glicerideos de Odleos
vegetais (Kumar et al., 2005; Bradoo et al., 2002). As lipases efetuam
reacdes de hidrdlise de triacilgliceréis a 4cidos graxos, mono e
diacilglicerdis e glicer6is, na interface dleo-dgua da reacdo. Esta enzima
possui também habilidade de catalisar reacdes em meios organicos,
favorecida pelos baixos contetidos de dgua presente nas rea¢des (Ruiz et
al., 2008; Chowdary e Prapulla, 2002).

O uso destes biocatalisadores especificos em processos
industriais de alimentos, detergentes, cosméticos, sintese organica,
farmacéutica e tratamento de efluentes gordurosos, vém ganhando
espaco, devido a sua versatilidade de aplicagdo.

Diversas técnicas de producgdo de lipases t€ém sido desenvolvidas
e aprimoradas, ampliando as possibilidades de aplicagcdes industriais.
Instituindo-se assim em um importante tema de estudo, devido ao
volume de vendas, movimentando milhoes de dolares.

A exploragdo da biodiversidade bioldgica, incluindo bactérias,
fungos e leveduras na busca de microrganismos hdbeis a produzir
lipases consiste em uma boa perspectiva para drea cientifica e comercial.

Dependendo do microrganismo usado na fermentacio e do tipo
de fermentagdo, a lipase obtida apresenta diferentes especificidades. As
indmeras varidveis que envolvem o processo de obtenc¢do da enzima vao
desde a composi¢do do meio até a defini¢do das condi¢gdes operacionais
do processo fermentativo, tornando-se essencial a defini¢do das
condi¢des que maximizem a produgio das lipases.

Para isso a fermentag¢do em estado sélido (FES) tem se mostrado
como uma alternativa importante na producio de enzimas microbianas.
Apresentando grande vantagem na produg@o de lipases para uso em
reagdes de esterificacdo. Considerando que em algumas aplicacdes é
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possivel dispensar os processos de extracdo, purificacdo e imobilizagio
da enzima, utilizando-se diretamente a matriz s6lida fermentada (Ruiz et
al., 2008; Fernandes et al., 2007; Nagy et al., 2006).

O uso de subprodutos agroindustriais como substrato na produgéo
de lipases, além de agregar valor a materiais de baixo custo no mercado,
pode vir a reduzir o preco final da enzima (Rodriguez et al., 2006;
Soccol & Vandenberghe, 2003; Pandey, 2003; Castilho et al., 2000).
Neste contexto, a aplicacdo de tortas residuais do processo de extragdo
de Odleos vegetais, de soja, coco, gergelim e oliva, como fonte de
nutrientes e matriz de suporte para varios processos biotecnoldgicos
torna-se uma potencial alternativa. A possibilidade de utilizacdo de um
dos subprodutos da cadeia de producdo do biodiesel, o farelo de soja,
para producdo de lipase tem crescido no Brasil pelo fato de agregar
valor ao residuo agroindustrial.

Neste sentido, é de grande importancia a efetivagdo de estudos
sistematicos sobre condicdes apropriadas de producio de lipase, a partir
de microrganismos isolados e pré-selecionados, bem como, na obtenc¢ao
de meios de baixo custo.

A caracterizagdo dos biocatalisadores produzidos com a
determinagdo dos parimetros tanto do extrato enzimatico bruto como do
pré-purificado possibilita a indicagdo de enzimas nativas em processos
cataliticos industriais.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo geral
selecionar microrganismos para avaliar a producdo de lipases com
atividade de hidrdlise e de esterificacdo e avaliar a producdo e
caracterizagdo de lipases extracelulares por fermentacdo em estado
s6lido com uso de farelo de soja com microrganismos previamente
selecionados, seguido do estudo das caracteristicas do extrato
enzimatico produzido.

Dentre os objetivos especificos, destacam-se as principais etapas
da pesquisa para producdo de lipases através da fermentacdo em estado
s6lido (FES) em farelo de soja com os microrganismos selecionados:

¢ Isolamento e selecdo de microrganismos produtores de lipase

com atividade hidrolitica e de esterificacdo;

¢ Avaliacdo da especificidade das lipase com atividade de sintese

em relacdo a alcodis e dcidos graxos;

e Estudo da produgdo de lipase hidrolitica por fermentacdo em

estado solido;

¢ Avaliacdo da pré-purificacdo de lipase hidrolitica;

e Determinacdo da estabilidade da lipase hidrolitica em funcio

da temperatura e pH.
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A descricdo do presente estudo foi realizada em capitulos, sendo
que o Capitulo 2 apresenta a revisdo bibliogrifica efetuada para dar
fundamentacio tedrica a todas as etapas deste estudo. No Capitulo 3
descrevem-se os materiais, as técnicas e os equipamentos utilizados nas
diferentes etapas do trabalho. No Capitulo 4 apresentam-se os resultados
investigados, subdivididos em subcapitulos:

No primeiro sdo apresentados os resultados de isolamento de
microrganismos. No segundo, os resultados e discussdo da etapa de
selecdo dos microrganismos com atividade hidrolitica e de esterificacdo
sdo descritos. Na sequéncia, a avaliacdo da especificidade das lipases
com atividade de esterificacdo em relacdo a dlcoois e 4cidos graxos é
apresentada. O estudo da produgdo de lipase com atividade de hidrélise
¢ entdo apresentado, seguido da caracterizacdo do extrato bruto e
purificado, produzido pelo fungo Penicillium sp. F58, e avaliagdo da
especificidade da lipase hidrolitica em diferentes triglicerideos e ésteres
de p-nitrofenol.

No Capitulo 5 apresentam-se as conclusdes obtidas apds a
realizag¢do dos experimentos e discussio dos resultados e, finalmente, as
sugestdes para trabalhos futuros relacionados a producdo de lipases
microbianas.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

A maioria das enzimas sdo moléculas de proteinas complexas que
agem como catalisadores em reagdes bioquimicas. Elas sdo formadas
por células de todos os seres vivos. Estes catalisadores bioldgicos sdo
extremamente eficientes e muito especificos nas suas funcdes, desta
forma, o uso de enzimas para novas aplicacdes industriais vem
crescendo muito nos dltimos tempos, vindo de encontro ao apelo da
diminuicdo a agre¢des ambientais.

Enzimas lipoliticas, como lipases e esterases, constituem um
importante grupo de enzimas associadas com o metabolismo de
degradacdo de lipidios. Os microrganismos produtores de lipase podem
ser encontrados no solo e em diversos residuos oleosos. Os aspectos
bioldgicos, fisiolégicos e de aplicacdo industrial das lipases vém sendo
bastante estudados devido a sua acdo sobre substratos insoliveis em
dgua.

Este capitulo tem por finalidade apresentar o estado da arte sobre
a aplicagdo industrial de lipases, estratégias de sele¢cdo de
microrganismos para producdo de lipases através de fermentagdo em
estado sdlido (FES), bem como sobre os processos de purificacdo,
empregados na fase de recuperacdo (downstream) da enzima obtida.

2.1 Lipases

As lipases (E.C.3.1.1.3) sdo glicerol éster hidrolases capazes de
hidrolisar triacilglicerdis (principais componentes de 6leos e gorduras)
liberando 4cidos graxos livres, glicerol, mono e diacilglicerdis, atuando
na interface 6leo-agua, onde ocorre um aumento da atividade da enzima
através do mecanismo de ativacdo interfacial. Essas enzimas também
catalisam reagdes de esterificag@o e transesterificacio quando presentes
em meio ndo aquoso (Saxena et al, 2003a, Shimada et al., 2002; Pandey
et al., 1999; Jaeger e Reetz, 1998).

O processo de transesterificagdo, também chamado de alcodlise,
consiste no deslocamento do dlcool e de um éster. Alguns dlcoois sdo
empregados de modo satisfatorio na reacdo, dentre estes pode-se citar, o
metanol, etanol, propanol e o butanol, sendo que o mais amplamente
utilizado € o metanol devido ao baixo custo e as vantagens fisicas e
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quimicas deste reagente (Fukuda et al., 2001).

Nas lipases, o sitio ativo fica localizado dentro de uma cavidade
hidrofébica que pode ser superficial ou profunda, de acordo com a
homologia a que pertencem. Nesta cavidade se aloja o 4cido graxo de
modo a posicionar a ligacdo éster alinhada com o sitio ativo. Esta
cavidade é geralmente protegida por uma “tampa” polipeptidica que se
abre, expondo o sitio ativo, quando a lipase se encontra na interface
polar/apolar. Isto explica porque a grande maioria das lipases tem sua
atividade aumentada sobre substratos insoliveis em 4gua na interface
6leo/dgua (Derewenda, 1994).

Assim, as lipases tornam-se biocatalisadores de muita
importancia em diferentes dreas, devido a possibilidade de catalisar
reacdes tanto em meio aquoso como em meio organico, com teor de
dgua restrito. A capacidade de utilizacdo de uma ampla gama de
substratos, a sua estabilidade frente a temperatura, pH e solventes
organicos, € a sua quimio-regio e enantioseletividade, sdo algumas
peculiaridades deste tipo de enzima (Contesini e Carvalho, 2006;
Saxena et al, 2003a; Pandey et al, 1999; Jaeger e Reetz, 1998).

2.2 Aplicacoes de lipases

As aplicagbes industriais das lipases envolvem os setores de
alimentos, quimica fina, tratamento de residuos, couro, cosméticos,
farmacéutico, médico, ainda para producdo de biodiesel e novos
materiais poliméricos (Kumar et al., 2005; Burkert et al., 2004; Pandey
et al., 1999). Diversas técnicas tém sido desenvolvidas e aprimoradas
para a obten¢do de maiores rendimentos de producgdo, além de enzimas
mais robustas e altamente especificas para cada tipo de aplicagdo,
ampliando as possibilidades de aplicacdes industriais destes
biocatalisadores (Soccol e Vandenberghe, 2003).

As lipases sdo usadas como biocatalisadores verséteis na quimica
organica moderna, especialmente na modificacdo de gorduras e outros
lipidios via hidrdlise, esterificacdo e interesterificacdo, como na
obten¢do de dcidos graxos especificos ou glicerideos de 6leos vegetais.
A seletividade da lipase ao substrato € uma propriedade determinante na
aplicacdo. Assim, a caracterizacdo da enzima em relagdo a seletividade
de seu substrato como diferentes triglicerideos, metil ésteres e 6leos e
gorduras, torna-se fundamental para aplicagdo destes biocatalisadores
(Kumar et al., 2005; Bradoo et al., 2002).

As lipases sdo utilizadas em diversos campos de aplicagdo,
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devido as suas caracteristicas biocataliticas. A Tabela 2.1 sintetiza as
principais aplicagdes das lipases em diferentes segmentos (Martins et
al., 2008; Hasan et al., 2006; Jaeger e Eggert, 2002; Villeneuve et al.,

2000), considerando as reag¢des de hidrdlise e a esterificagio.

Tabela 2.1 - Exemplos de aplicagdes industriais de lipases

Indiistria | Aplicagoes Produtos
Hidrolise

. e . Desenvolvimento de
Alimentos Hidrélise da gordura do leite . .

flavour” lacteos
e ) Acidos graxos, mono
Hidrélise de dleos e gorduras C1Cl0S &
diglicerideos;
. - Reagentes para analise

L Biorremediagdo & p

Quimica de gordura
Tratamento efluente gorduroso .
o L. Biossurfactantes
Andlise de dcidos graxos de Reducio sélidos
TGC ¢
Quimica Remociao de manchas de Detergentes (roupas e
(detergentes) gorduras superficies)
P Analise de triglicérides do . . .
Meédica & Kits de diagnéstico
sangue
Farmacéutica, et . g Resolug@o misturas
P Hidrélise estéreo-especifica .
agroquimica racémicas
Esterificacao
Compostos quirais
intermediarios:
terapéutico; Esteres e
Quimica , h emulsificantes;

L. . Sintese de ésteres . . N

(quimica fina) Flavour”, Fragrancia
para cosméticos;
Agroquimicos,
herbicidas.

Alimentos, e Oleos e gorduras:

P Transesterificacio (6leos . .
Quimica, naturais) andlagos de manteiga
Farmacéutica de cacau, Biodisel

Poliésteres
N , ., biodegradaveis,
Téxtil Sintese de poliésteres g . .
aromaticos, fibras
sintéticas.

. ., . Aromas para alimentos

Alimentos Sintese de ésteres . P
e bebidas
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2.3 Producao de lipases

Lipases podem ser produzidas por uma grande quantidade de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos e leveduras. Muitos autores
reportam os procedimentos de isolamento, purificacdo de lipases e a
influéncia da composicdo do meio de cultura na produgdo da enzima.
Em particular, a incorporacdo de diferentes substancias lipidicas pode
resultar na produgdo de diferentes isoenzimas (Zarevicka et al., 2005;
Saxena et al., 2003b). Na busca da elevacdo dos niveis de producio da
enzima, técnicas de clonagem e expressio de genes envolvidos na
producido de lipases podem ser empregadas buscando lipases especifica
para aplicacdes de interesse comercial (Burkert et al., 2004).

Lipases e esterases sdo, pela classificacdo geral, éster carboxilico
hidrolases (EC 3.1.1). Ambas as enzimas catalisam a hidrdlise e a
sintese de ligacdes éster (Kim et al., 2007). Sdo diferenciadas pela
composicdo de seus substratos (Chahinian et al., 2005). As esterases
hidrolisam éster com dacidos carboxilicos de cadeia curta, enquanto
lipases preferem acilglicerideos de cadeia longa (Kim et al., 2007). A
atividade hidrolitica nem sempre pode ser correlacionada com a
atividade de sintese de uma lipase. Sendo assim, o método para
screening de lipase com atividade de sintese deve ser diferenciado
(Sandoval & Marty, 2007; Cardenas et al., 2001).

O screening de microrganismos com atividade lipolitica pode
facilitar a descoberta de novas lipases. Enzimas termoestdveis sdo, em
particular, bastante atrativas para aplicacdes industriais, devido a
manutencdo de sua atividade a altas temperaturas e estabilidade em
solventes organicos. Pesquisas reportam algumas lipases termoestdveis
produzidas por Bacillus sp., B. coagulans e B. circulans (Kumar et al.,
2005).

As lipases microbianas sdo importantes para o desenvolvimento
biotecnoldgico quando aplicadas como catalisadores para reacdes de
hidrélise e sintese de acilglicerdis e dcidos graxos. O crescente potencial
de aplicagdes das enzimas microbianas se deve a variabilidade das
estruturas da proteina obtida. Lipases provenientes de fontes
microbianas distintas apresentando uma ampla faixa de propriedades
dependentes da fonte produtora, relacionadas com a especificidade
posicional, especificidade ao substrato, termoestabilidade, pH 6timo
entre outros. A temperatura de estabilidade € uma caracteristicas mais
relevantes para aplicacdo industrial dos biocatalisadores (Treichel et al.,
2009), assim os microrganismos adaptados, por exemplo, a baixas
temperaturas, apresentam potencial produtivo para lipases psicréfilas.
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Lipases psicrofilas normalmente possuem grande flexibilidade de sua
estrutura, o que permite sua aplicagdo em sistemas com baixo contetdo
de dgua, comportamento diferente pode ser apresentado pelas enzimas
mesofilas ou termdfilas, devido a rigidez de suas propriedades cataliticas
(Joseph et al., 2008).

Assim, enzimas microbianas sdo usualmente mais tuteis quando
comparadas as de origem animal ou vegetal, devido a sua especificidade
na atividade catalitica, possibilitando altos rendimentos. Deve-se
considerar ainda a possibilidade de manipula¢io genética, a auséncia do
efeito da sazonalidade, rdpido desenvolvimento da cultura e ainda a
possibilidade de aplicacdo de meios pouco onerosos, tornam as enzimas
microbianas convenientes biocatalisadores para aplicacdes industriais
diversas (Hasan et al., 2000).

2.3.1 Microrganismos

Muitos microrganismos apresentam capacidade para produzir
lipases extracelulares. Varios métodos podem ser usados para selecio de
microrganismos através da determinacdo da presenca de lipase
extracelular. Dentre estas, inclui-se a utilizacdo de meio s6lido com
presenca de substratos indutores como Oleos vegetais, triglicerideos
padrio (tributirina, trioleina, etc), Tween 80, e corantes que possibilitam
a visualizacdo da reacdo de hidrdlise (Damaso et al., 2008; Ko et al.,
2005; Cardenas et al., 2001;Wang et al., 1995). No entanto, alguns
destes substratos podem ndo ser adequados para deteccdo de lipases,
tornando-se de importante a verificacdo da especificidade de hidrdlise
ou sintese por lipases e esterases (Kouker e Jaeger, 1987). Alguns
autores citam o uso de Rodamina B o qual resulta na producdo de um
complexo fluorescente pela producéo de lipases nas placas, facilitando a
visualizacdo das colonias produtoras de enzima (Wang et al., 1995;
Kouker e Jaeger, 1987), e corante azul de bromofenol (Damaso et al.,
2008).

Muitos microrganismos sdo reportados como produtores de
lipases, entre eles pode-se citar Candida rugosa, Candida antarctica,
Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas mendocina, Burkholderia
cepacia (Jaeger e Reetz, 1998). Pesquisas ainda relatam sobre
Geotrichum sp. (Burkert et al., 2004), Geotrichum candidum DBM 4013
(Zarevicka et al, 2005), Pseudomonas cepacia, Bacillus
stearothermophilus, Burkholderia cepacia (Bradoo et al., 2002),
Candida lipolytica (Tan et al., 2003), Bacillus coagulans (Alkan et al.,
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2007), Bacillus coagulans BTS-3 (Kumar et al., 2005), Pseudomonas
aeruginosa PseA (Mahanta et al., 2008) e Clostridium thermocellum
27405 (Chinn et al., 2008), Yarrowia lipolytica (Dominguez et al., 2003)
e Yarrowia lipolytica CL180 (Kim et al., 2007).

No caso especifico da producdo de lipase via FES, muitas
pesquisas sdo realizadas utilizando culturas fiingicas para fermentacgio,
como Penicillium restrictum (Azeredo et al., 2007; Palma et al., 2000;
Castilho et al., 2000; Gombert et al., 1999), Penicillium simplicissimum
(Vargas et al., 2008; Gutarra et al., 2007; 2005; Cavalcanti et al., 2005;
Di Luccio et al., 2004), Penicillium verrucosum (Kempka et al., 2008),
Penicillium sp. (Wolski et al., 2009a; 2009b), Aspergillus oryzae
(Rahardjo et al., 2005), Rhizopus oligosporous (Ul-Haq et al., 2002),
Rhizopus homothallicus (Diaz et al., 2006; Rodriguez et al., 2006),
Rhizopus rhizopodiformis (Cordova et al., 1998), Aspergillus niger
MTCC 2594 (Mala et al., 2007).

Em muitos trabalhos se faz o uso de tributirina e 6leo de oliva
para isolamento e selecdo de microrganismos lipoliticos em placas de
Petri contendo meio sélido e o substrato, acompanhando-se o
desenvolvimento do halo hidrolitico. Por exemplo, Cardenas et al.
(2001) selecionaram Fusarium oxysporum e Ovadendron sulphureo-
ochraceum, Fusarium solani, Rhodotorula araucariae, Penicillium
chrysogenum, Arthroderma ciferrii, Achremonium murorum, como
produtores de lipases aplicdveis para biocatdlise na sintese de compostos
organicos. Também foram investigados como suplementos indicadores
o Oleo de girassol e Tween 80, usados em meios para selecdo de
bactérias e fungos (Ko et al., 2005).

Os fungos dos géneros Rhizopus, Geotrichum, Rhizomucor,
Aspergillus, Candida e Penicillium tém sido indicados como produtores
de algumas das lipases comerciais. A demanda industrial de novas
fontes de lipases com diferentes caracteristicas enzimaticas e de baixo
custo, estimula o isolamento e selecio de novos microrganismos
lipoliticos. O processo de produgdo pode alterar a expressdo do gene,
variar o fendtipo tal como crescimento, producdo de metabdlitos
secunddrios e enzimas. Assim, apés a selecdo primdria é importante a
avaliacdo da produg¢do da enzima durante o crescimento da cepa
promissora na fermentagdo, em meio liquido (FS) e/ou em estado sé6lido
(FES) (Colen et al., 2006). Contudo, € claro que cada sistema resultard
em diferentes proteinas, com caracteristicas especificas quanto a catdlise
de reacdes, e consequentemente dos produtos formados (Asther et al.,
2002).
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2.3.2 Fermentagdo em estado solido

A fermentacdo em estado sélido (FES) é definida como a
fermentacdo envolvendo sélidos em auséncia ou quase auséncia de dgua
livre, sendo que o substrato deve possuir umidade suficiente para
proporcionar o desenvolvimento do metabolismo dos microrganismos.
O desenvolvimento deste sistema envolve aspectos de Engenharia
Bioquimica, incluindo a cinética, modelagem matematica, design de
biorreatores e sistemas de controle avancado (Couto e Sanroman, 2005;
Holker e Lenz, 2005; Pandey, 2003).

A tendéncia atual da FES estd focalizada no desenvolvimento de
bioprocessos que possam ser aplicados na biorremediagdo e
biodegradacdo de compostos perigosos, desintoxicacdo bioldgica de
residuos agro-industriais, biotransformagdo de culturas e residuo de
culturas para enriquecimento nutricional, biopolpas e producdo de
produtos com maior valor agregado como metabdlitos secundarios,
bioldgicos ativos, entre estes os antibiéticos, enzimas, dcidos organicos,
aromas, biocombustiveis, etc. (Couto e Sanroman, 2005; Pandey, 2003;
Raghavara et al., 2003; Pandey et al., 2000).

A FES é um sistema promissor, principalmente sob alguns
aspectos, como o fato de apresentar baixa demanda de dgua e energia,
respondendo aos apelos ecoldgicos, produzindo menor quantidade de
agua residudria, menor custo de operacdo e investimento inicial por ser
uma tecnologia relativamente simples (Rodriguez et al., 2006; Couto e
Sanromdn, 2005; Holker e Lenz, 2005; Holker et al., 2004; Pandey,
2003; Raghavarao et al., 2003).

A fermentacdo em estado sélido (FES) tem se mostrado como
uma alternativa na producdo de enzimas microbianas, devido a
possibilidade de utilizagdo de residuos e subprodutos da agroindistria
como fonte de nutrientes e suporte para o desenvolvimento do
microrganismo. A utilizacio de subprodutos agroindustriais como
substrato na producgdo de lipases, além de agregar valor a materiais de
baixo custo no mercado, pode vir a reduzir o preco final da enzima
(Rodriguez et al., 2006; Soccol & Vandenberghe, 2003; Pandey, 2003;
Castilho et al., 2000).

As tortas residuais de processos de extrac¢do de 6leos sdo bastante
usadas na inddstria de alimentos para animais, por possuirem boas
quantidades de proteina. Muitos estudos t€ém avaliado o uso das tortas de
oleaginosas em bioprocessos. Aplicacdo biotecnoldgica de torta de
girassol, soja, coco, mostarda, palma, algoddo, canola, oliva entre
outras, podem ser utilizadas para obten¢do de enzimas, antibidticos,
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biopesticidas, vitaminas etc. Na producdo de enzimas as tortas so
usadas como substratos para FES ou como suplemento do meio de
producdo, em termos de fonte carbono e nitrogénio (Ramachandran et
al., 2007).

O nimero de estudos envolvendo fungos associados a diferentes
matrizes solidas, para produgdo de lipases hidroliticas tem crescido nos
ultimos anos, destacando-se, o Penicillium restrictum (Azeredo et al.,
2007; Palma et al., 2000; Castilho et al., 2000; Gombert et al., 1999) e
Penicillium simplicissimum (Gutarra et al., 2007; 2005; Cavalcanti et al.,
2005) cultivado em torta de babagu, bem como o crescimento do
Penicillium simplicissimum (Vargas et al., 2008; Di Luccio et al., 2004)
e Penicillium verrucosum (Kempka et al., 2008), Penicillium sp.
(Wolski et al., 2009b) em farelo de soja e no caso do Aspergillus oryzae
em residuos de trigo (Rahardjo et al., 2005). Ainda deve-se ressaltar o
uso de Rhizopus oligosporous em farelo de trigo (Ul-Haq et al., 2002),
bem como Rhizopus homothallicus em bagago de cana de agucar (Diaz
et al., 2006; Rodriguez et al., 2006).

O uso conjugado de farelo de trigo e torta de gergelim,
previamente descritos como potenciais substratos sélidos por (Mahadik
et al., 2002; Kamini et al., 1998) respectivamente para produgdo de
lipase, foram avaliados por Mala et al. (2007), utilizando a cepa de
Aspergillus niger MTCC 2594 com os respectivos substratos (3:1)
resultando em um aumento de 36% de atividade. O inéculo de Rhizopus
rhizopodiformis em bagaco de cana de agicar acrescido de torta de 6leo
de oliva (1:1) proporcionou acréscimo de 30% da atividade enzimdtica
quando comparada ao uso do bagaco de cana (Cordova et al., 1998).
Cabe ainda ressaltar a pesquisa, envolvendo o uso da fermentagdo em
estado solido para producdo de lipase através de culturas bacterianas
como Bacillus coagulans em residuos sélidos de vegetais (Alkan et al.,
2007), Pseudomonas aeruginosa PseA em torta de pinhdo manso
(Mahanta et al., 2008) e Clostridium thermocellum 27405 (Chinn et al.,
2008) e da levedura Yarrowia lipolytica em farelo de cevada
(Dominguez et al., 2003).

A produgdo de lipase por fermentacdo em estado sélido com
diferentes substratos sdlidos combinados com uma grande variedade de
fungos tem sido reportada em trabalhos da literatura, bem como as
vantagens desta frente a fermentacdo submersa devido a possibilidade
do uso de substratos naturais de baixo custo (Holker et al., 2004;
Castilho et al., 2000). A producdo de lipase de Penicillium restrictum
utilizando FES e residuo da industria de 6leo de babagu é relatada em
pesquisas como uma técnica promissora para obtencdo da enzima
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(Azeredo et al., 2007; Palma et al., 2000; Castilho et al., 2000; Gombert
et al., 1999) bem como de Penicillium restrictum e Penicillium
simplicissimum (Gutarra et al., 2007; 2005; Cavalcanti et al., 2005).

A utilizacdo do farelo de soja como suplemento-suporte para a
FES ¢ ressaltada em pesquisas usando o fungo Penicillium
simplicissimum (Vargas et al., 2008; Di Luccio et al., 2004) e
Penicillium verrucosum (Kempka et al., 2008), Penicillium sp. (Wolski
et al., 2009b) como também em bagacgo de cana de agticar com Rhizopus
homothallicus (Diaz et al., 2006; Rodriguez et al., 2006), Rhizopus
rhizopodiformis (Cordova et al., 1998). Recentemente, pesquisas
avaliaram o uso de residuos sélidos de vegetais como suplementos para
compor a matriz s6lida da FES (Alkan et al., 2007), bem como, a torta
de pinhdo manso (Mahanta et al., 2008) e farelo de cevada (Chinn et al.,
2008; Dominguez et al., 2003).

A comparagdo econdmica da producdo de lipase por Penicillium
restrictum em fermentacdo em estado s6lido (FES) e submersa (FS) foi
realizada por Castilho et al. (2000). A FES foi relatada como
economicamente atrativa, sendo necessario um investimento 78% menor
comparado ao necessdrio para a FS. Essa diferenga se deve também pela
diferenca dos substratos: para FES a torta de babagu suplementada com
6leo de oliva frente a0 meio com peptona de carne, extrato de levedura e
6leo de oliva para FS. Assim, a diferenca do potencial produtivo de
lipases microbianas em sistemas FES e FS, estdo possivelmente
relacionadas principalmente a conformagdo e composicdo do meio, das
culturas selecionadas e das varidveis operacionais de cada sistema,
sendo em pequena escala a FES apresenta bons resultados em termos de
produtividade do processo, conforme descrito por Treichel et al. (2009).

Lipases produzidas com o fungo Penicillium sp. foram avaliadas
através estudo comparativo da fermentacdo submersa (FS) e em estado
s6lido (FES). Os resultados confirmaram que a FES apresenta maior
potencial produtivo, bem como uma enzima mais estavel a 25°C em
comparacdo ao sistema FS (Wolski et al., 2009b). A otimizacdo da
producdo de lipases com Rhizopus homothallicus revelou a limitacdo
que cada sistema apresentou frente aos suplementos utilizados.
Verificou-se a obten¢do de enzimas com atividades de 8600U/g com FS
e 10700U/g com FES em temperaturas de produgdo de 30 e 40°C
respectivamente (Diaz et al., 2006).

A avaliacdo do comportamento do crescimento de fungos através
da estimacdo de valores da taxa de crescimento especifico e niveis de
biomassa em sistemas de FS e FES revelou as vantagens da producio de
enzimas em fermentacdo estado sélido quando comparado ao sistema
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submerso (Gonzalez et al., 2003). Azeredo et al. (2007) verificaram
diferencas fisioldgicas entre os sistemas de FES e FS, ap6s a adicdo de
fontes simples (dcido oléico e glicose) e complexas (6leo de oliva e
amido) de carbono para crescimento do Penicillium restrictum e
producdo de lipase. A adi¢do de glicose ocasionou efeito negativo na
producio de lipase por FS, comportamento ndo observado no caso da
FES, a nfo repressdo observada no caso da matriz sélida pode estar
vinculada a diversidade da composi¢cdo encontrada na FES em
comparagdo ao sistema liquido resultando em enzimas mais robustas.

Nagy et al. (2006) avaliaram a viabilidade da aplicacdo do
material sélido fermentado por Mucor hiemalis, diretamente em reacdes
de sintese. O preparado sdlido demonstrou ser efetivo em reagdes
seletivas de biotransformagdes. Da mesma forma, a adicdo direta de
solidos da FES para catalisar reacdes em meio orginico, na produgdo de
etil oleato e na transesterificacdo do 6leo de milho com etanol foi
investigada, ressaltando as vantagens do uso da enzima imobilizada no
suporte natural da fermentacdo com Burkholderia cepacia em farelo de
milho (Fernandes et al., 2007).

Luo et al. (2006) reportam a capacidade de catdlise de reacdes de
transesterificacdo para producdo de biodiesel com lipase produzida em
meio liquido a 20°C com Pseudomonas fluorescens selecionada de
amostra de solo. A producéo de lipase por Rhizopus chinesis em mistura
de farelo de girassol e farelo de trigo (3:2) foi avaliada, demonstrando
potencial biocatalitico para sintese de ésteres aromdticos. A atividade
maxima de sintese 24,0 U/g de substrato foi obtida apds 72 horas de
fermentacdo em meio suplementado com peptona e 6leo de oliva e 70%
umidade, resultando em aumento de 15 vezes a atividade obtida quando
comparada ao meio inicial (Sun e Xu, 2008). Pesquisas revelam o uso
dos fungos filamentosos, Rhizopus sp. e Aspergillus niger na FES para
producio de catalisadores para reac¢do de sintese do etil oleato (Ruiz et
al., 2008) e butil oleato (Dutra et al., 2008), respectivamente.

2.3.3 Suplementacdo do meio solido

Lipidios sdo geralmente indutores essenciais para uma alta
producdo de lipase. Na producio de lipase por Yarrowia lipolytica, em
condi¢des especificas e diferentes materiais lipidicos, a atividade
mdxima obtida pode chegar a 69,0 U/g quando se utilizaram castanhas
trituradas, um substrato com alto teor de 6leo (Dominguez et al., 2003).

A relagdo C/N é um fator que pode alterar a producfo de lipases,
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conforme mostrado por Gombert et al. (1999), que estudaram a
producdo de lipase por Penicillium restrictum em torta de babacu
suplementada com peptona e 6leo de oliva. As maiores atividades foram
obtidas em meio com 6leo de oliva (30,3 U/g) e peptona (27,8 U/g) em
24 horas. Os resultados indicaram que o tipo da fonte de suplemento
influencia mais que a taxa de C/N na producdo, possivelmente devido ao
contetido de aminoécidos e co-fatores necessdrios para biosintese da
lipase (Palma et al., 2000).

Resultados semelhantes (26,4 U/g) foram obtidos suplementando-
se a mesma torta de babacu com melaco de cana de aguicar, em
biorreator de leito fixo (Cavalcanti et al., 2005; Gutarra et al., 2005). A
fermentacdo em torta de soja por Penicillium simplicissimum sem
suplementacdo do meio pode render até 21,0 U/g de lipase (Di Luccio et
al., 2004) sendo 30,0 U/g apds otimizagdo das condi¢des de producdo a
27,5°C (Vargas et al., 2008).

O bagaco de cana de agucar foi o substrato usado na pesquisa
para producdo de lipase termoestdvel por FES por Rhizopus
homothallicus. A pesquisa revelou que o uso de uréia bem como, dos
6leos vegetais avaliados, foram eficientes suplementos para producido de
lipase através da FES, sendo o 6leo de oliva, uréia e micronutrientes a
composicdo do meio selecionado que resultou em atividade hidrolitica
de 826,0 U/g (Rodriguez et al., 2006). Comportamento contrario foi
verificado com a cultura de Aspergillus niger MTCC 2594 em torta de
gergelim suplementado com uréia (5%m/m), extrato de carne e peptona,
glicose e sacarose e alguns 6leos vegetais ndo foram eficientes para
aumento da producio da lipase, quando comparados ao ensaio controle
(363,0 U/g) (Kamini et al., 1998).

A comparacdo das lipases extracelulares produzidas pelo fungo
termotolerante Rhizopus homothallicus em FES e FS foi realizada por
Diaz et al. (2006). A atividade enzimdtica especifica obtida com
trioleina foi significativamente maior para FES. O bagaco de cana foi
usado como matriz e suplementado com 6leo de oliva, lactose, uréia e
sais com 75% de umidade a 40°C em colunas de Raimboult, utilizadas
na FES com fungos termoestaveis Rhizopus rhizopodiformis e
Rhizomucor pusillus. Em ambos os casos, a suplementacdo com 6leo de
oliva foi promissora, resultando em atividades de 79,6 U/g e 20,2 U/g,
respectivamente (Cordova et al., 1998).

Na FES o microrganismo nio cresce somente na superficie do
material sélido, mas também penetra nos espacgos inter e intracelulares
do suporte estabelecendo contato ou associagdo com este. Por esta razdo



Capitulo2 — Revisdo Bibliogrdfica

43

€ que os residuos agro-industriais sdo empregados ndo somente como
suporte da fermentacdo, mas também como fonte de nutrientes para o
microrganismo (Dominguez et al., 2003). Um resumo dos principais
trabalhos sobre producio de lipase com atividade de hidrélise utilizando
a FES, sendo a matriz sélida composta por diversos residuos

agroindustriais, sdo apresentados em detalhes na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Descrigdo de alguns substratos naturais e microrganismos
envolvidos na fermentacdo em estado sélido para produgido de lipases
com atividade de hidrdlise

Atividade

Meétodo Dosagem

Substrato (Ulg) Substrato Microrganismo Referéncias
Farelo de soja 19,2 Tltmorgfitil:)o (6leo Penicillium sp. C;iel()ze(l)fé)rge)t
Farelo de Soja 15,2 T1tulorgi3it\r]1ac)o (Sleo Penicillium sp. al\,?io(lzs(li)glt))
Farelo de Soja 40,0 T1tulorgi3it\r]1ac)o (Sleo P. verrucosum Ijle.r?g(l)(gge)t
. Titulométrico (dleo pb. Vargas et al.
Farelode Soja 300 oliva) simplicissimum ~ (2008)
Torta de 300 Titulométrico (éleo P. Gutarra et
babacu ’ oliva) simplicissimum  al. (2007)
Torta de 17.4 Titulométrico (dleo P. Azeredo et
babacu ’ oliva) simplicissimum al. (2007)
Torta de 26.4 Titulométrico (6leo P. Gutarra et
babacu ’ oliva) simplicissimum al. (2005)
Torta de 264 Titulométrico (éleo P. Cavalcante
babacu ’ oliva) simplicissimum et al. (2005)
Torta de soja 21.0 Titulométrico (6leo P. Di Luccio et
’ oliva) simplicissimum al. (2002)
Torta de 303 Titulométrico (dleo P. restrictum Gombert et
babacu ’ oliva) I al. (1999)
Torta de 278 Titulométrico (dleo P. restrictum Palma et al.
babacu ’ oliva) E— (2000)
. Espectrofométrico A. niger Mahadik et
Farelo de trigo 630, 0 (pNPP) NCIMI207  al. (2002)
Torta de 363.6 Titulométrico (éleo A. niger Kamini et
gergelim ’ oliva) MTCC2594 al. (1998)
Farelo de trigo 2716 Titulométrico (dleo A. niger Mala et al.
(FT) ’ oliva) MTCC2594 (2007)
Torta de 3843 Titulométrico (6leo A. niger Mala et al.
gergelim+(FT) ’ oliva) MTCC2594 (2007)

Continua...



44 Capitulo2 — Revisdo Bibliogrdfica

Atividade Método Dosagem

Substrato Microrganismo Referéncias

(Ulg) Substrato

Continuagéo

. Colorimétrico R. Cordova et
Torta de oliva 79.6 (piridina) rhizopodiformis  al. (1998)
Torta . L. . Ul-Hagq et
améndoas 48,0 Tilulométrico R.. oligosporus al. (2002)
Bagaco de 826.0 Colorimétrico R. Rodriguez
cana ’ (piridina) homothallicus et al. (2006)
Bagaco de 1500.0 Titulométrico R. Diaz et al.
cana ’ (trioleina) homothallicus (2006)
Casca de arro 233 Titulométrico (6leo C. Colen et al.

z ’ oliva) gloesporioides (2006)

. Titulométrico . . Dominguez

Farelo de rigo 690 (tributirina) Y.lipolytica oy 1. (2003)

O acompanhamento da producdo de protease durante o processo
de biosintese da lipase em FES € um fator importante. Em média, o
aumento do pH apds algumas horas de fermentacio é acompanhado com
o aumento dos niveis de protease, comportamento provavel devido a
degradacdo de aminodcidos que liberam amdnia no meio. Assim o tipo
de suplemento estd diretamente correlacionado a produgdo e a estrutura
da proteina (Palma et al., 2000). O controle de pH pode entdo ser
indispensdvel para certos processos de FES, mas a ndo homogeneidade
dos sistemas em meio s6lido é uma dificuldade. Pode-se aplicar para
corre¢do e manutencdo do pH no meio os sais de amonio e uréia e ou
uso de agentes tamponantes (Nagel et al., 1999).

2.3.4 Variaveis do processo de fermentacdo em estado solido

Alguns aspectos sdo de extrema importincia para um bom
desenvolvimento do processo de fermentagdo em estado sélido. No
aspecto da Engenharia, alguns fatores devem ser levados em
consideracdo como o comportamento de transferéncia de calor e massa
do sistema, projeto, escalonamento do processo € 0 monitoramento e
controle das reac¢des, do sistema de aeracdo e umidificagdo. Ndo menos
importantes sdo os parametros biolégicos do processo, como, efeito da
composicdo de nutrientes do meio em termos da fonte de carbono,
nitrogénio, sais e indutores, a temperatura, valores de pH, umidade,
concentracdo do indculo e ainda a porosidade do meio.

O material ou matriz sélida usada na FES possui baixa
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condutividade térmica e conseqiientemente a remog¢do do calor do
processo pode ser baixa. Assim o acimulo de calor no decorrer da
fermentacdo pode ocasionar a desnaturagdo dos produtos formados,
sendo que o controle do aquecimento esta relacionado com a capacidade
de aeracdo do sistema (Pandey, 2003).

Alta umidade resulta na diminui¢do da porosidade do substrato
dificultando a penetracdo do oxigénio. Por outro lado, a baixa
concentragdo de dgua pode piorar o acesso aos nutrientes, diminuindo o
crescimento dos microrganismos. Assim a atividade de dgua (ay) é um
parimetro fundamental de controle (Pandey, 2003).

Entre os fatores limitantes da FES que requerem solucdes para o
escalonamento do processo destacam-se a formagdo de gradientes de
umidade, pH, temperatura, oxigénio e distribuicio do inéculo e
substrato pela dificuldade de mistura (Rodriguez et al., 2006; Holker e
Lenz, 2005; Chen et al., 2005; Couto e Sanroméan, 2005; Holker et al.,
2004; Raghavarao et al., 2003).

O processo de transferéncia de massa envolvido na FES pode ser
dividido em escalas micro e macro. Na micro-escala o fator limitante € a
natureza do microrganismo onde o crescimento depende da difusdo dos
gases inter e intraparticula como também das enzimas, nutrientes e
produtos do metabolismo. O processo em macro-escala envolve os
processos de conveccdo natural, difusdo e condugdo; a condugdo pela
parede do biorreator e o resfriamento convectivo para o ambiente; a
dimensdo da vazdo de ar necessdria, os problemas de mistura no
biorreator, incluindo a questdo da integridade das particulas do substrato
(Raghavarao et al., 2003).

Com o andamento da fermentacdo, ocorre um encolhimento do
leito de substrato e a porosidade diminui, podendo ocorrer,
posteriormente, a interrupcdo da transferéncia do calor gerado no
sistema. Assim, o gradiente da temperatura no leito pode aumentar. A
transferéncia de calor gerado no sistema de FES é um fator a ser
controlado no decorrer do processo por estar diretamente correlacionada
com a atividade metabdlica do microrganismo. O desenvolvimento de
equipamentos que proporcionem uma boa transferéncia de calor € um
fato importante e, em geral, em escala industrial utiliza-se o fermentador
com tambor rotativo, eficiente neste aspecto (Chen et al., 2005;
Raghavarao et al., 2003).

Recentemente avaliou-se o emprego de pulsacdo de ar
pressurizado e circulacio interna de ar para acelerar a transferéncia entre
o substrato e o ar externo. O controle da temperatura durante a FES com
Penicillium decumbens JUA 10 € relatado com o uso desta técnica,
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mostrando-se eficiente no controle efetivo da temperatura do sistema
devido a possibilidade a remogdo do calor formado. No entanto, deve-se
tomar alguns cuidados com as taxas de pulsacdo de ar, pois quando estas
forem maiores que 0,20MPa podem afetar o desenvolvimento do
microrganismo, e assim ocasionar a diminuicdo da produtividade do
bioprocesso (Chen et al., 2005).

A possibilidade de que temperaturas possam causar significativa
desnaturacdo da enzima durante o processo de fermentacdo é um
questionamento em relacdo ao mecanismo de controle da temperatura
nos sistemas de FES. A modelagem matemadtica da desnaturacdo da
enzima pode ser uma ferramenta usada para investigacdo deste
comportamento através de dados existentes e pardmetros desenvolvidos,
possibilitando a producdo de enzimas e outros produtos termoldbeis
(Holker e Lenz, 2005; Santos et al., 2004).

A porosidade do leito da fermentacdo em estado sélido e a drea
superficial s@o fatores investigados em pesquisa durante a fermentagdo
com Aspergillus oryzae em farelo de trigo e grdos de trigo. H4 uma
importante relagdo entre a taxa de oxigénio distribuido e o espaco entre
as particulas de substrato. Assim, o aumento da porosidade do leito
através do uso de menores ou um maior nimero de particulas do
substrato é uma forma de facilitar os processos de transferéncia durante
a fermentacdo em estado sélido. Outro fator de extrema importancia é a
formacdo do micélio aéreo do fungo no leito do suporte, pois este possui
relacdo direta com a velocidade de formagd@o da enzima (Rahardjo et al.,
2005).

Particulas menores do substrato sempre resultam em uma maior
drea superficial para o desenvolvimento dos microrganismos. No
entanto, o uso de particulas muito pequenas pode também resultar na
aglomeracdo do substrato e, desta forma, dificultar o crescimento das
células microbianas. Por outro lado, particulas maiores melhoram a
aeracdo do sistema, mas a drea superficial € diminuida, dificultando os
processos de transferéncia de massa e de calor. Assim, o tamanho das
particulas € um fator particular para cada processo (Couto e Sanromén,
2005). Para aumentar o desempenho da FES, alguns fatores devem ser
ajustados de acordo com a especificidade do microrganismo e o
substrato usado, facilitando a formacdo do micélio e contribuindo para
formacdo da enzima hidrolitica (Rahardjo et al., 2005).

A preparacdo do indculo de fungos é avaliada quanto a sua
influéncia em processos de FES, comparando-se a inoculacdo com
esporos extraidos do meio sélido, como pellets obtidos do crescimento
dos fungos em meio liquido. O efeito do tempo de propagacdo e
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concentra¢do do inéculo sdo também consideracdes relevantes para o
momento do estudo da produgdo de enzimas. Aumento de producio de
1,5 vezes foi obtido quando matriz sélida foi inoculada com pallets do
fungo comparado ao inéculo com esporos (Gutarra, et al., 2007).

2.4 Purificacao de extratos enzimaticos

A etapa de purificacdo € importante para a obtencdo de enzimas
com alto grau de pureza e com maiores niveis de atividade enzimatica.
O processo de purificacdo é fundamental na obtencdo e aplicacdo
industrial de uma enzima. Apds a fermentacio, a enzima encontra-se no
meio contendo uma série de outros compostos que ndo sdo de interesse
(Maldonado, 2006). Independentemente da fonte de lipase ou da técnica
empregada, a purificagdo tem uma capacidade limitada no que se refere
ao aumento da atividade especifica (Gupta et al., 2004).

Os processos com membrana podem ser usados em operacdes de
downstream, ou seja, para reducdo de volume do processo, em etapa de
concentra¢do dos produtos, bem como na elimina¢do de impurezas
contidas junto aos compostos de interesse (Wang, 2001). Em etapas
preliminares da purifica¢do de lipases, reporta-se o uso de membranas
para remog¢do de células microbianas e concentracdo das enzimas. A
purificacdo de lipase de Pseudomonas fluorescens segundo Makhzoum
et al. (1995) pode ser realizada através de trés etapas, iniciando com a
ultrafiltrac@o, a precipitagdo com sulfato de amdnio e finalmente com a
cromatografia de interacdo hidrofébica (HIC). Segundo Wang et al.
(2009); Shu et al. (2006) e Saxena et al. (2003b), em duas etapas, a
precipitacdo e aplicacdo da referida técnica cromatografica. A
cromatografia de troca idnica também foi utilizada para purificacdo de
lipase de Aureobasidium pulluans HN2.3 (Liu et al., 2008), Bacillus
coagulans BTS-3 (Kumar et al., 2005) e Bacillus sp. RSJ-1 (Sharma et
al., 2002), sendo a técnica de ultrafiltracdo utilizada como procedimento
anterior a aplicacdo da cromatografia (Taka¢ e Marul, 2008). A técnica
de ultrafiltracio foi aplicada como etapa final do processo de
downstream da lipase de Yarrowia lipolytica na pesquisa desenvolvida
por Fickers et al. (2006).

A técnica de precipitacdo das proteinas com sais, aplicada como
pré-tratamento do meio contendo a enzima de interesse, consiste em
uma das técnicas de concentracio de proteinas para separacdo das
mesmas dos outros compostos do meio, facilitando os processos
subseqiientes devido a auséncia de possiveis interferentes (Martins et al.,
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2008). A concentragdo pela adicdo de sais, como sulfato de amonio,
baseia-se no aumento da forca idnica, de tal forma que as moléculas
protéicas se agregam e precipitam (Borzani et al., 2001).

Para remocdo do sal utilizado na etapa de concentracio da
amostra de proteina pode-se utilizar a didlise, em condicdes que
preservem a atividade da enzima. A lipase de Bacillus coagulans BTS-3
foi purificada através de uma série de etapas, iniciando com a
concentragdo com sulfato de amdnio seguida de didlise (Kumar et al.,
2005). O processo de purificacdo utilizado para lipase de Pseudomonas
sp. foi a precipitagdo com sulfato de amonio (80% saturacdo), seguida
de didlise aumentando em 6 vezes o fator de purificacdo (Kiran et al.,
2008).

Da mesma forma, os procedimentos de diafiltracio com
membranas podem ser aplicados para remocdo de compostos utilizados
no processo, que devem ser retirados de forma a evitar alteracdes. Para
eliminacdo destes compostos, sdo adicionados volumes complementares
de solucdes que possibilitam a lavagem e eliminacdo de solutos
indesejdveis (Wang, 2001), pequenos componentes do sistema, retendo
espécies de interesse (Zeman e Zydney, 1996).

A diafiltra¢@o € o processo de "lavagem” aplicada em um sistema
de interesse, através da adi¢do de solugdes tampdao adequadas, sendo
este procedimento repetido o nimero de vezes necessdrio a se obter a
concentracdo final do soluto desejada. A diafiltracdo pode ser realizada
de forma continua ou descontinua, revelando caracteristicas peculiares a
cada procedimento quanto ao diavolume usado x tempo necessdrio ao
procedimento, podendo este variar, como no caso do estudo da remogéo
de lactose em sistema especifico para purificacdo de proteina, de 1 a 5
diavolumes (Zeman e Zydney, 1996).

O sulfato de amdnio € bem reportado para precipitacdo de lipases
sendo que as concentracdes utilizadas variam de acordo com os estudos:
80% de saturagdo foi utilizado na precipitacdo de lipases produzidas por
Pseudomonas aeruginosa (Karadzic et al., 2006) e Pseudomonas
fluorescens (Makhzoum et al., 1995); 70% para Antrodia cinnamomea
(Shu et al., 2006) e Bacillus sp.RSJ-1 (Sharma et al., 2002); 60% para
Bacillus coagulans MTCC-6375 (Kanwar et al., 2006) e Antrodia
cinnamomea (Shu et al., 2006); 40% para Clostridium tetanomorphum
(Petersen e Daniel, 2006) e 20% para Favobacterium odoratum
(Labuschagne et al., 1997).

A avaliagdo do uso de diferentes concentragdes de sulfato de
amonio para precipitacio da lipase produzida através do sistema de FES
com Penicillium verrucosum foi estudada através de planejamento
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experimental, abrangendo a faixa de 32 a 88% de saturacdo. A
concentracdo de 60% de saturacdo foi apresentada como a que resultou
no maior de atividade especifica (0,91 U/mg) ap6s 5 horas de
precipitacdo a temperatura ambiente (25°C). Deve-se ressaltar ainda que
o processo de didlise ndo apresentou efeito no aumento da atividade da
proteina em relagdo a precipitada (Menoncin et al., 2008).

Em algumas situagdes, como no caso da aplicagdo da
cromatografia de interacdo hidrofébica (gradiente salino para desorcio
de proteina) como uma etapa de purificacdo, o sal utilizado no processo
de precipitacdo (sulfato de amonio 40%), aplicado preliminarmente ao
sistema de cromatografia, ndo necessita ser retirado da amostra, de
acordo com o relatado por Petersen e Daniel (2006), onde estes
avaliaram a purificacio da lipase produzida por Clostridium
tetanomorphum. Este procedimento também foi usado para purificacdo
da lipase de Pseudomonas fluorescens, sendo a saturacio do sulfato de
amonio 80% (Makhzoum et al., 1995).

2.5 Caracteristicas bioquimicas

A caracterizagdo bioquimica das enzimas ganha destaque por
fornecer dados para compreender a atuacdo e as alteracdes ocorridas,
além de fornecer dados que devem ser considerados no momento da
aplicacdo da enzima em um processo. Temperatura e pH &timos,
estabilidade térmica e com pH, e outros parametros sdo decisivos na
hora do dimensionamento de um processo enzimatico.

Estudos sobre o mecanismo de agdo das lipases visam auxiliar
pesquisa sobre reacdes especificas de interesse comercial na producgéo
de novos compostos biotecnolégicos. O potencial de producdo de
ésteres com lipases produzidas através da FES sem aplicacdo preliminar
de processos de extragdo e purificacdo vem sendo pesquisado para uso
em reacdes biocataliticas, como a sintese do etil oleato avaliado por
Ruiz et al. (2004), com possibilidade de aplicagdo para producio
sustentdvel de produtos como o biodiesel de dleos vegetais. Contudo, as
lipases devem ser selecionadas para cada aplicacdo, sendo que estas
podem ser baseadas na especificidade do substrato, posicio e
estereoespecificidade, bem como, temperatura e pH de estabilidade
(Carvalho et al., 2008).
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2.5.1 Avaliagdo de temperatura e pH

Quanto a avaliacdo da estabilidade de enzimas microbianas,
muitos resultados sdo encontrados na literatura, embora a comparagio
profunda destes torna-se dificil ja que diferentes métodos fermentativos,
meios e microrganismos sdo empregados, bem como, diferentes
sistemas e grau de purificacfo. A estabilidade frente a diferentes faixas
de pH, normalmente € realizada em torno da neutralidade, mas também
em valores de pH fortemente dcidos (pH 2,0) a fortemente alcalinos (pH
12,0). O que se observa € que a estabilidade destas enzimas varia entre
os géneros, as espécies e até entre isoformas produzidas por uma mesma
cepa (Lima et al., 2004).

Muitas lipases sdo reportadas como termoestaveis e especificas a
vérios substratos, caracteristicas importantes no desenvolvimento de
processos em especial que objetivam reutilizar as enzimas. Estas
apresentam consequentemente considerdveis estabilidade da atividade.
Fungos termofilicos e termotolerantes podem ser fonte potencial para
produzir enzimas com altos niveis de estabilidade térmica e atividade a
temperaturas mesofilicas. As lipases extracelulares purificadas
produzidas pelo fungo termotolerante Rhizopus homothallicus em FES e
FS, apresentaram maxima atividade a 40°C e 30°C, respectivamente. A
avaliacdo da estabilidade térmica a 50°C resultou em tempo de meia-
vida de 0,72 h e 0,44 h para os sistemas de FES e FS, respectivamente
(Diaz et al., 2006).

Na Tabela 2.3 pode-se visualizar os distintas temperaturas e pH
Otimos obtidas para lipases microbianas em estado bruto e purificadas
produzidas em diferentes sistemas de fermentag@o.

Destacam-se a avaliacdo de temperatura e pH 6timo e de
estabilidade para lipase produzidas em FES utilizando farelo de soja
com substrato suporte. Dentre os trabalhos realizados sdo relatadas
pesquisas recentes, o efeito do pH e temperatura na atividade e
estabilidade da lipases produzida por Penicillium verrucosum. O extrato
lipolitico bruto apresentou pH e temperatura 6tima, em pH 7 e 44 °C,
sendo estdvel a 35°C na faixa de pH 6-7 (Kempka et al., 2008). O
extrato bruto de Penicillium sp. (Wolski et al., 2009b) apresentou pH
6timo e de estabilidade igual a 7, sendo que a temperatura Stima foi
37°C, com tempo de meia-vida de 76 h a 25°C.

J4 o extrato pré-purificado através da técnica de precipitacdo com
sulfato de amoénio (60% saturagdo) produzido também em FES com
farelo de soja fermentado com Penicillium verrucosum apresentou os
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valores de 6timo, de pH 8,5 e temperatura 42°C (Menoncin et al., 2008).

Tabela 2.3 - Descricdo de temperaturas e pH 6timos para lipases brutas
e purificadas produzidas em diferentes sistemas de fermentacdo e
culturas microbianas.

g:zr;:; Microrganismos Fer%;s:;?;z&o* Tem;(;oe g)ttura pH Referéncias
Bruta o
Pl s wgp Kenmta
Penicillium sp. FS 3742 4955 ggé;lj)et al.
Aspergilus niger FES 37 7 ga(riléglgft
Aspergillus niger FES 4-8 3-6,5 aRliIZH(?{)(;ft
Aspergillus niger FES 45 2,5 2/1[2212188121() et
2:lzsfnljmea FS 60 1 330655(0
?;IZZZ;Zmea FS 45 8 ill.l(ngt()@
Geotrichum sp. FS 37e50 Ginalska et
al. (2004)
congulans Fs 45 55 Lt Go0e)
Purificada . )
Pl s p sy M
i o0 s Lman
il s 0o s
it 0o b
Bacillus sp. FS 60 95 gggg)"‘t al.
cougulans Fs % 55 10005)
Bacillus sp. FS 50 89 if‘?%‘;‘;‘
rodonnes s noon Kk
Pseudomonas sp. FS 37 9 ggg(;;)
o Fs 4 6 L2009
e Fs 40 T oo

“Fermentacio estado sélido (FES) -

Fermentacédo submersa (FS)
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Na Tabela 2.4 pode-se visualizar dados da literatura que
descrevem o comportamento quanto a estabilidade a pH e temperatura
de lipases microbianas em estado bruto e purificadas produzidas em
diferentes sistemas de fermentacao.

Tabela 2.4 - Descricio de temperaturas e pH de estabilidade para
lipases brutas e purificadas produzidas em diferentes sistemas de
fermentacdo e culturas microbianas.

Tempe-

For(na Microrganismos Sistema - ratura pH Pardn.u.antro Referéncias

Enzima Fermentagdo °C) Estabilidade

Bruta
Aspergillus niger FES 450 4-10  80%/1h ijﬁlg‘gg";
Aspergillus niger FES 2540  7-10  100%/1h E;’_I(‘;‘Org;;t
Aspergillus niger FES 50 57 100%/5 h h:f‘l(l;gg‘zft
Aspergillus niger FES 25 57 80%/24h 1‘2;‘1(1;83‘2?
Penicillium sp. FES 25 7 t,2=76 h W‘(’;)koigeb‘)al'
pra Fs I e
Candida rugosa FS 30 nd t1,=120 h Ce(l;?)gé)a L
Geotrichum sp FS 60 nd  75%/1h (illnélzl?)lz)ift

Purificada )
Stjlelflltlil(l);rrr;seum FS 28 6-8 80%/1h alil.l(ngO?)
Penicillium sp. FS 60 79  93%/lh F;rfz(;rggg;t
e s S
homoatics FES S0 ndusstomin - Yorss
hompiadicus Fs 0 ad o u=emin 00
Bacillus sp. FS 75 nd ti,=8 h W??g;;)al'
coagulans Fs 0 8105 ueslgmin I TO0S
Bacillus sp. FS 89  tp=2h Sﬁgggg
Bacillus sp. FS 60 8 t1;=170h Kﬁi:v(azr‘oio‘;)

Continua...
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For(na Microrganismos Sistema - Z’t’;’;z- pH Pardn.u.zntro Referéncias
Enzima Fermentagdo °C) Estabilidade

Continuacio

b jf;‘;g:gf:“s FS 60 4115 T5%ismin 0L
Pseudomonas sp. FS 20 nd 80%/1h Kiz;‘(’;‘()%‘)al'
;;Zi%:)(n}?l; FS 50 nd  70%/1h W':‘;go"gt)al'
h f)‘;“t‘e’lol’l’l’lo(”lf; FS 60 nd  70%/1h W?;goegt)al'
Cinamomea FS 2040 nd SOWIN g

Sinamomea FS 25 0 s it

fj;;i;‘;m FS 55 nd  79%/18 min Ka‘gé‘é g‘)‘ al

2.5.2 Especificidade ao substrato

A literatura relata que a especificidade das lipases é controlada
pelas propriedades moleculares da enzima, estrutura do substrato e por
fatores que afetam a ligagdo enzima-substrato (Jensen et al., 1983). H4
vérios tipos de especificidade: 1) quanto ao substrato: uma enzima pode
apresentar diferentes taxas de hidrdlise sobre triacilglicerdis,
diacilglicer6éis ou monoacilgliceréis; 2) posicional: a hidrdlise ocorre
diferentemente sobre ésteres primdrios, secunddrios ou tercidrios, ou
pode ser inespecifica, liberando 4cidos graxos das trés posicdes; 3)
quanto aos dcidos graxos que compdem o substrato: preferéncia por
dcidos graxos especificos, principalmente quanto ao comprimento da
cadeia e nimero de insaturagdes; 4) estereoespecifidade: discriminacio
entre enancidmeros no caso de substratos racémicos.

Do ponto de vista biotecnoldgico, a utilizacdo de sistemas
reacionais em solventes orgdnicos apresenta muitas vantagens, como
alta solubilidade dos substratos e produtos, reversio da reacdo
hidrolitica e modificacdo da especificidade da enzima, o que justifica a
pesquisa sobre a utilizagdo de enzimas em ambientes ‘“‘aquo-restritos”
(Klibanov, 1989). Contudo, ainda existem muitas limitagGes associadas
a aplicacdo de lipases brutas em meio de solvente orgénico, relacionadas
aos fatores que controlam a atividade catalitica deste sistema reacional.
A proporg¢ado de isoenzimas que compde o biocatalisador, o conteido de
dgua existente na enzima bruta liofilizada, bem como o contetddo de
proteina de interesse no material em p6 comercializado (Maria e Gago,
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1999).

A atividade hidrolitica em diferentes triacilgliceréis (C4:0 —
C18:2), metil ésteres (C12:0 — C18:1) e O6leos e gorduras foram
estudados em sistemas aquosos usando lipase de Bacillus
stearothermophilus SB-1 e Burkholderia cepacia RGP-10. As lipases de
ambas culturas apresentaram seletividade por alguns Oleos ricos em
acidos graxos insaturados, bem como a triglicerideos de cadeia média
(C14:0) para B. stearothermophilus SB-1 e longa (C18:2) para B.
cepacia RGP-10. As mesmas culturas liofilizadas tiveram a atividade de
esterificacdo avaliada frente a diferentes ésteres graxos sendo os ésteres
de cadeia média (C14:0) e cadeia longa (C18:1) para cada lipase citada
como os que resultaram em maior percentual de atividade de sintese
(Bradoo et al., 2002).

A especificidade a diferentes ésteres da lipase purificada de
Bacillus coagulans MTCC-6375 produzida em FS foi avaliada,
resultando em 100% atividade lipdsica em éster de cadeia média (C8:0)
p-nitrofenol caprilato (pNPC), apresentando potencial de aplicacdo na
sintese de ésteres de cadeia curta em meio orginico através do
desempenho de reacdo de esterificacdo e transesterificagdo. Uma boa
performance foi também observada em éster de cadeia longa (C16:0), p-
nitrofenol palmitato (pNPP) (Kanwar et al., 2006), sendo este éster
(pNPP) o mais especifico para lipase purificada de Bacillus coagulans
BTS-3 dentre os avaliados (Kumar et al., 2005). A lipase concentrada de
Bacillus sp. A30-1 foi mais especifica na hidrélise a triglicerideos de
cadeia média, como a trilaurina (C12:0), seguida de tricaprilina (C10:0)
e trilinoleina (C18:2), bem como dos 6leos vegetais de algoddo, soja e
gérmen de trigo (Wang et al., 1995).

A atividade da lipase purificada de Aspergillus carneus foi
avaliada em diferentes 6leos vegetais, apresentando atividade em varios
triglicerideos (C4-C18), mas apresentando preferéncia por triglicerideos
com dcidos graxos de cadeia média (C12:0), bem como alta
especificidade pelo éster p-nitrofenil laurato (C12:0), 5 vezes maior em
relacdo ao p-nitrofenil palmitato (C16:0) (Saxena et al., 2003b).
Comportamento similar foi observado quando substratos cromogénicos,
ésteres graxos de p-nitrofenol, foram usados nas reagdes com lipases
extracelulares produzidas pelo fungo termotolerante Rhizopus
homothallicus em FES e FS, sendo a maxima atividade observada
quando o éster graxo de cadeia média (C:8) era usado (Diaz et al.,
2006). Rhizopus orzae produziu lipase extracelular com alta
especificidade aos substratos metil caprilato (C8:0) e tricaprilina
(C10:0) (Razak et al., 1997).
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O comportamento relativo a especificidade que a lipase bruta de
Fusarium oxysporum produzida em FS apresentou por triglicerideos de
cadeia média (C8-C12) e longa (C18), sugere-se que a enzima usada
neste estudo € uma lipase verdadeira portanto, (Prazeres et al., 2006).
Este comportamento foi também observado durante a avaliagdo da
especificidade da lipase bruta de Penicillium aurantiogriseum frente a
diversos substratos, sendo que esta aumenta de acordo com o aumento
da cadeia dos ésteres, p-nitrofenil butirato (C4:0) a  p-nitrofenil
palmitato (C16:0). Contudo, o uso do pNPP para caracterizar atividade
lipolitica e pNPA para estearases pode ndo ser totalmente veridico, ja
que algumas esterases podem também hidrolisar pNPP. Portanto sujere-
se utilizar o método do pNPP como medida da atividade lipolitica
somente apds verificar-se que a enzima seja capaz de hidrolisar
triacilglicerideos (Lima et al., 2004).

A lipase purificada de Pseudomonas fluorescens, segundo
Makhzoum et al. (1995), apresentou preferéncia aos substratos
tricaproina (C6:0), tricaprilina (C8:0) e tricaprina (C10:0). Quando a
tricaprilina (C8:0) foi usada na reacdo para lipase de Pseudomonas
aeruginosa, a maior atividade foi obtida seguida de tricaprina (C10:0) e
tricaproina (C6:0) (Karadzic et al., 2006). O estudo da especificidade
das lipases (F1 e F2) de Pseudomonas monteilii TKUOOQO frente a ésteres
graxos de p-nitrofenol, revelou alta especificidade da F1 pelo éster p-
nitrofenil caprilato (C8:0) e da F2 pelo éster p-nitrofenil miristato
(C14:0) (Wang et al., 2009). No caso da Pseudomonas fluorescens
HU380 a maior atividade foi observada quando os substratos de curta e
média cadeia foram usados na reagdo, sendo os de maiores atividades o
metil caproato e a tributirina (C4:0) (Kojima e Shimizu, 2003). Na
avaliacdo da lipase purificada de Flavobacterium odoratum, os autores
verificaram que esta possuia ampla especificidade aos substratos
monoésteres sintéticos, com preferéncia aos de cadeia longa (C18:2)
(Labuschagne et al., 1997).

A influéncia de diferentes fontes de lipidios, para uso como
substrato da reacdo de hidrédlise, com lipase de Aureobasidium pullulans
HN2.3, foi pesquisada por Liu et al., (2008), buscando verificar de
forma ampla a possibilidade de aplicacdo, através do uso de substratos
naturais como, gordura animal (banha) e alguns 6leos vegetais como de
amendoim, soja e oliva. Os resultados revelaram que a lipase purificada
foi habil ao hidrolisar todas as fontes de lipidios propostas no estudo,
sendo a maior atividade obtida com 6leo de amendoim (106 U/mg
proteina), seguida 6leo de oliva, banha e 6leo de soja (58, 51 e 43 U/mg
proteina, respectivamente). Da mesma forma, a lipase bruta alcalina
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obtida através da FES com fungo Colletotrichum gloesporioides,
apresentou na tributirina maior atividade, seguida de 6leo de canola,
soja, girassol e milho, sendo a menor atividade observada em gordura
animal (Colen et al., 2006). Estes resultados asseguram o potencial de
aplicagdo das lipases produzidas em reacdes de degradacdo e reuso dos
materiais gordurosos naturais usados na avaliagdo da especificidade da
reacdo enzimdtica (Liu et al., 2008) e ou na obtencdo de produtos
biotecnoldgicos de interesse.



CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais, procedimentos
experimentais e a metodologia analitica utilizados para o
desenvolvimento do estudo relacionado a producio e caracterizacio de
lipases extracelulares obtidas por fermentacdo em estado sélido (FES)
em farelo de soja com microrganismos selecionados.

3.1 Materiais

Os principais reagentes e meios de cultura utilizados no decorrer
deste trabalho foram:

Acetona (Quimex);

Albumina (Sigma A3294)

Acido sulfdrico concentrado (Quimex)

Acido bérico (Nuclear)

Fosfato de sédio mono e dibasico (Nuclear)

n-hexano (Nuclear)

Pastilha catalisadora (sulfato de potdssio e selénio)(Velp
Scientifica)

Biftalato de Potassio (Nuclear);

Comassie Brillante Blue G) (Sigma);

Etanol 95% (Quimex);

Farelo de soja (Olfar);

Fenolftaleina (Nuclear);

Fosfato de sédio monobasico (Vetec);

Fosfato de sédio dibasico (Vetec);

Goma acécia (ardbica) (Synth);

Hidréxido de sédio (Nuclear);

Meio BDA (Batata, Dextrose, Agar, composicdo apds o preparo
(39 gem 1 L): 4 g/L de infusdo de batata, 20 g/L. de glicose e 15 g/L.
de dgar) (Acumedia);

e  Metanol seco (max. 0,005% H,O) (Merck);

¢ Etanol seco (max. 0,005% H,O) (Merck);

e Butanol seco (max. 0,005% H,0) (Merck);

e n-propanol (Vetec);
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Oleo de oliva (Arisco, acidez < 0,5%), 6leo de soja (Soya);
Sulfato de amdnio (Synth);

Uréia (Synth);

Solugdo de K-Fisher (CombiTitrant 5) (Merck);

Tween 80 (Vetec);

Tris-HCI (Tris hidroximetil-aminometano) (Merck);
p-nitrofenol (Aldrich);

p-nitrofenil butirato,laurato, estearato, palmitato (Sigma).

3.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados neste estudo foram os
seguintes:

Agitador orbital (Marconi MA-410);

Agitador magnético (Fisatom);

Banho agitador (Nova Etica);

Balanca analitica (Bel Engineering);

Camara de fluxo laminar (Pachane);

Freezer -80°C (Hitachi);

Centrifugas refrigeradas (Nova Técnica);
Dessecador com silica (Vidralabor, Thermex);
Destilador Kjeldahl (Marconi, modelo MA036);
Extrator de Soxhlet (Marconi, modelo MA491);
Centrifuga Hettich (modelo Mikro 20);
Microondas Philco (modelo PMW 110);
Microscopio (Leica);

Espectrofotdmetro (Agilent Tecnologies 8453);
Germinadora para incubacgéo (Tecnal TE-401);
Estufa com circulacdo de ar (Fanem, modelo 320SE);
Karl Fisher e titulador automatico (Mettler Toledo DL 50
Graphix);

¢ Medidor de pH digital (Gehaka, modelo PG2000);
e Liofilizador (Edwards Modulyo);

e  Mixer manual (Black & Decker).

3.3 Métodos

Nesta sec¢do serdo apresentadas detalhadamente as metodologias
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experimentais empregadas para obtencdo de lipases extracelulares com
atividade de hidrélise e sintese, através da fermentacao em estado sélido
(FES) em farelo de soja com microrganismos selecionados. De forma
sucinta, podem-se seccionar as etapas da pesquisa nos seguintes itens:

1)Isolamento e selecdo de microrganismos produtores de lipase com
atividade hidrolitica e de esterificagdo

a) Isolamento de microrganismos de fontes potenciais como solo,
alimentos gordurosos deteriorados e farelo de soja deteriorado.
b) Selecdo dos microrganismos

Produtores de lipases hidroliticas

¢ Fungos filamentosos em meio sélido

¢ Fungos filamentosos, leveduras e bactérias através da FES

o Identifica¢do quanto ao género dos microrganismos selecionados
através da técnica de microcultivo.

Produtores de lipases com atividade de esterificagdo
¢ Fungos filamentosos, leveduras e bactérias através da FES

2)Avalia¢do da especificidade dos extratos enzimdticos com atividade
de esterificacdo

o ljklcoois metanol, etanol, n-propanol e butanol
¢ Acidos laurico (C12:0) e oleico (C18:1)

3)Estudo da produgdo de lipase hidrolitica

a) Avaliagdo cinética da producdo de lipase hidrolitica através das
cepas de Penicillium 58F e 74F. Dosagem de atividade em 6leo de
olivaempH4,7e9.

¢ Suplementacdo do farelo de soja com 6leo de soja, uréia e
residuos agroindustriais (4gua de maceracdo de milho, hidrolisado
de levedura e melaco de cana de agucar).

o Avaliacdo do efeito da temperatura, umidade, concentragdo do
suplemento, concentra¢io de esporos e granulometria do farelo de
soja na producdo da lipase.
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o Avaliacio do efeito da propor¢do de C/N no meio para
fermentac3o.

b) Estudo do efeito do pH do solvente, temperatura, agitacio e razio
solido:liquido na extrag@o das lipases do meio sélido fermentado com
Penicillium 58F.

¢) Determinagdo do pH e temperatura 6tima da reacdo de dosagem
da atividade enzimadtica da lipase produzida com Penicillium 58F.

4)Caracterizagdo bioquimica de lipase hidrolitica produzida com
Penicillium 58F

a) Pré-purificacio do extrato enzimdtico através da precipitagdo
com sulfato de amdnio e posterior diafiltracdo.

b) Determinagdo da estabilidade da lipase bruta e pré-purificada
liofilizada, em termos de temperatura e pH.

¢) Avaliagdo da especificidade a diferentes substratos.

o Especificidade a diferentes triglicerideos como tributirina,
trioleina, tricaprilina, 6leo de oliva e soja.

e Esteres comerciais do p-nitrofenol (laurato, estearato, palmitato,
butirato).

3.3.1 Isolamento e selecdo de microrganismos
3.3.1.1 Material biolégico

Os microrganismos foram isolados a partir de amostras de solo e
alimentos deteriorados como azeite de oliva, requeijao, queijo minas,
extrato de tomate, 6leo de soja, nata, creme de leite, carne, maionese e
também de amostras de farelo de soja deteriorado e contaminacdes
existentes em meios de cultura.

Para o isolamento e cultivo dos microrganismos, as amostras
foram suspensas (1 g) em 9 mL de solugdo salina (0,9%) estéril e
homogeneizadas. Com auxilio de pipetador, 0,3 mL do liquido
sobrenadante foram transferidos por meio de ponteiras estéreis a placas
de Petri com meio contendo dgar, amido e dextrose (BDA), espalhada
sobre a superficie com auxilio de al¢ca de Drigalski e entdo incubada a
30°C em estufa.

Para diferenciar as leveduras de possiveis bactérias que tenham
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crescido no meio de isolamento (BDA) foram preparadas laminas a
fresco, colocando-se uma gota de fluido contendo o microrganismo em
uma lamina de vidro, efetuando a cobertura com uma laminula para, em
seguida, ser examinada em microscopio.

3.3.1.2 Manutengdo das cepas

a) Fungos filamentosos

As cepas de fungos filamentosos isoladas foram crescidas em
BDA durante sete dias a 30°C e entdo as coldnias foram raspadas
através de alga de platina e adicionadas em tubos com solucdo aquosa
esterilizada contendo 50% de glicerina bi-destilada (87% pureza),
Tween 80 (0,1% v/v) e NaCl (0,9 %m/v). A solu¢do contendo os
esporos foi transferida para criotubos de 1,5 mL estéreis e conservada a
-18°C.

b) Leveduras

As cepas de leveduras foram multiplicadas em meio de contagem
padrao (PC) (%m/v em dgua destilada) 0,5% triptona; 0,25% extrato de
levedura e 0,1% glicose, por 24 h a 30°C. Os meios enriquecidos em
células foram transferidos para criotubos de 1,5 mL esterilizadas
contendo glicerina na proporcdo 1:1 e conservados a -18°C. As culturas
foram também estocadas em dgar inclinado com camada de 6leo mineral
(Nujol).

¢) Bactérias

As bactérias foram multiplicadas em meio Luria Bertani (LB)
(%m/v em dgua destilada; 1,0% triptona; 0,5% cloreto de sédio; 0,5%
extrato de levedura) por 24 h a 30°C. Apds o crescimento foram
realizados os mesmos procedimentos de estocagem utilizados para as
leveduras.

3.3.1.3 Selecdo dos Microrganismos

a) Meio sélido (placas)

A primeira etapa de selecdo das cepas isoladas de fungos
filamentosos foi realizada através da andlise em placa para deteccdo de
lipase hidrolitica em um meio contendo tributirina, substrato
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hidrolisavel que proporciona a formacao de halos transparentes ao redor
das coldnias produtoras de enzimas hidroliticas (Colen et al., 2006; Ko
et al., 2005; Kouker e Jaeger, 1987).

O meio de cultivo em placa de Petri usado para selecdo de fungos
filamentosos produtores de lipases hidroliticas era constituido de (% m/v
em agua destilada): peptona 0,5%; extrato de levedura 0,3%; tributirina
0,1%; agar 2%, pH 6 (Freire, 1996). Os microrganismos foram
incubados a 30°C por sete dias, sendo que o raio total (R), que consiste
no raio do halo a partir do centro da coldnia, e o raio da coldnia (r)
foram mensurados a partir do terceiro dia de incubag@o. De acordo com
as medidas obtidas, quantificou-se o potencial produtivo de lipase capaz
de hidrolisar a tributirina através da capacidade de formacdo do halo
pela coldnia inoculada (halo hidrdlise = R—).

b) Fermentacao em Estado Sélido (FES)

Como segunda etapa da selecdo, as cepas isoladas foram
inoculadas em farelo de soja, baseando-se nas condi¢des estabelecias
por Vargas et al. (2008). Apds a fermentacdo avaliou-se a atividade
hidrolitica no extrato aquoso bruto e a atividade de esterificacio no
extrato bruto liofilizado.

Preparo do Inoculo de Fungos

O meio para producdo do inéculo dos fungos isolados constituiu-
se do mesmo meio utilizado para o isolamento. Frascos Erlenmeyer de
500 mL, contendo 100 mL de meio esterilizado foram inoculados com
0,5 mL de suspensdo de esporos obtida a partir de estoques, sendo entdo
incubados por sete dias a 30°C. A coleta dos esporos foi realizada
adicionando-se 10 mL de solucdo aquosa de Tween 80 (0,1% v/v) e
pérolas de vidro estéreis ao frasco para uma melhor remocdo dos
€sporos.

A suspensdo resultante, quando nfo utilizada de imediato, era
armazenada a 4°C, por um tempo maximo de 15 dias. Este
procedimento foi adotado, pois se observou que se utilizado dentro deste
prazo, a idade do indculo nio afetava o andamento da fermentacdo. Para
contagem dos esporos, 1 mL da suspensao era retirado assepticamente e
diluido de 10 a 1000 vezes em solugdo aquosa estéril de Tween 80
(0,1% v/v). A suspensdo resultante foi transferida para camara de
Neubauer (Prolab) para contagem dos esporos. A concentragdo da
suspensdo foi ajustada para se alcancar 108 esporos/g de substrato seco
(Freire, 1996).
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Preparo do Inoculo de Bactérias e Leveduras

O meio para o indculo das bactérias e leveduras isoladas consistiu
de meio PC (%m/v em agua destilada 0,5% triptona; 0,1% glicose;
0,25% extrato de levedura). O pré-inéculo foi preparado em tubos de
ensaio contendo 9 mL de meio estéril, inoculados com 1 mL de
suspensdo das referidas cepas e incubados por 12 h a 30°C. Frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL. de meio estéril foram
inoculados com 10 mL de pré-indculo, sendo entdo incubados por mais
12 h em agitador orbital (Marconi MA410) a 30°C e 150 rpm. O caldo
obtido era entdo utilizado como indculo do farelo de soja. A densidade
6tica da suspensdo celular foi determinada a 650 nm, apés centrifugacdo
(12100xg / 3min) e lavagem com solugdo salina para retirada do meio de
fermentac3o.

Obtencao de Substrato-Suporte

O substrato-suporte utilizado no processo fermentativo para
selecdo e producdo de lipases por fermentacdo em estado sélido (FES)
foi o farelo de soja, obtido em uma industria de 6leo de soja local (Olfar,
Erechim, RS). O farelo de soja consiste no residuo da extragdo do dleo
de soja, obtido apds a prensagem dos grios e extracdo com solvente. A
caracterizag¢do do farelo foi realizada determinando-se a granulometria,
umidade, nitrogénio (NKT) e gordura conforme descricdo no item
3.3.11. A andlise da umidade antecedia cada etapa experimental de
fermentacdes buscando a padronizacido do contetddo deste parimetro no
meio de fermentacao.

Ap6s a caracterizacdo da granulometria do farelo de soja (entre
0,25 e 2 mm, ou Tyler 9-60), foi possivel determinar qual faixa seria
utilizada nos ensaios experimentais de fermentacdo, decidindo-se pela
maior fracdo obtida (entre 1 e 2 mm).

Processo Operacional para Fermentacdo em Estado Sdlido

(FES)

O farelo classificado foi utilizado nas fermentacdes conduzidas
por 48 h em béqueres de polipropileno de 600 mL tampados com manta
acrilica hidrofébica (Figura 3.1), contendo 10 g de farelo de soja seco
com umidade ajustada para 55% com 4dgua destilada. Apds esterilizacao
(121°C, 15 min) os béqueres foram inoculados e incubados em cdmara
climatizada (Tecnal TE-410). Para a inoculacdo de fungos utilizou-se
2,5 mL de inéculo com concentra¢do de esporos ajustada para se obter
10® esporos/g de farelo seco, incubando-se a 27°C.
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Figura 3.1 - Béqueres utilizados para a FES.

As condigdes utilizadas como ponto de partida para a selecdo de
cepas produtoras de lipase foram definidas em pesquisas anteriores
realizadas no Laboratério de Biotecnologia da URI-Campus de Erechim
(Kempka et al., 2008; Vargas et al., 2008; Di Luccio et al., 2004). Para
as bactérias e leveduras, a quantidade de &4gua necessdria para
padronizacdo do conteido de umidade do farelo de soja para
fermentacdo (55%) foi adicionada em forma de indculo diretamente ao
farelo bruto.

¢) Processo de Extracao da enzima

O processo de extracdo foi realizado em Erlenmeyeres de
250 mL, onde ao meio fermentado era adicionado tampao fosfato de
s6dio 100 mM pH 7,0 na razdo 1:4 (10 g de farelo fermentado para 40
mL de tampdo). Estes frascos foram incubados por 30 min a 35°C e 160
rpm em agitador orbital. Apds a incubag@o, as amostras foram filtradas,
utilizando-se tecido de nylon e pressdo manual obtendo-se o extrato
enzimadtico bruto (Vargas et al., 2008).

A atividade enzimdtica foi determinada segundo procedimento
descrito nos itens 3.3.3 e 3.3.4. Todas as determinacdes foram realizadas
em duplicata. Cabe ressaltar que a determinacdo da atividade de
esterificacdo deve ocorrer em sistema com baixo conteido de umidade.
Assim, foi necessdrio realizar a secagem do extrato aquoso obtido apds
0 processo de extracdo da enzima da matriz sélida. Para tanto, foi
empregado o processo de liofilizacdo, descrito no item 3.3.4.
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3.3.2 Identificagcdo dos microrganismos

Os microrganismos selecionados como potenciais produtores de
lipases hidroliticas através do sistema de FES foram algumas cepas de
fungos filamentosos. Dentre os 96 fungos filamentosos isolados, 30
foram selecionados, de acordo com a atividade hidrolitica. Estas cepas
forma identificadas quanto ao género, através da chave de identificagdo
de géneros de Barnett & Hunter (1986).

Técnica de microcultivo

Para desenvolvimento da técnica de microcultivo os fungos foram
semeados em cubos de dgar sobre uma ldmina e entdo recoberto com
uma laminula esterilizada dentro de uma placa de Petri imida, como
demonstrado na Figura 3.2 (Ribeiro & Soares, 1993). A placa foi
incubada por cinco dias a 25°C.

A laminula com as hifas aderidas foi retirada e corada com azul
de lactofenol-algodao (“Cotton Blue”), para melhorar a visualizagcdo das
caracteristicas do fungo cultivado. O mesmo procedimento foi adotado
para visualizar esporos e hifas possivelmente aderidos a 1amina.

Apbés a secagem, as laminas foram visualizadas em microscopio
para identificacdo das espécies de fungos, fundamentada na morfologia
macroscépica das colonias e no estudo dos Orgios vegetativos e de
frutificacdo do fungo, seguindo a chave de identificacdo de géneros de
Barnett e Hunter (1986).

Adicéo de 5 mL agua estéril

Laminula

Incisbes para
inéculo

Agar batata dextrose

Lamina

Bastao em forma de“U”

Figura 3. 2 - Esquema demonstrativo da técnica de microcultivo para fungos
filamentosos.
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3.3.3 Determinacdo da atividade hidrolitica
3.3.3.1 Método Titulométrico

Para a dosagem da atividade de hidrdlise dos extratos enzimaticos
lipoliticos, utilizou-se uma emulsio de dleo de oliva 10 % (m/v) e goma
ardbica 5 % (m/v) em tampio fosfato de sédio 100 mM pH 7,0. A 18
mL desta emulsdo foram adicionados 2 mL da amostra do extrato bruto
aquoso. Apds incubacdo por 15 minutos a 37 °C com agitagdo de 160
rpm, a reagdo era interrompida através da adicdo de uma solucdo de
acetona-etanol (1:1 v/v). Os &4cidos graxos liberados durante a reacdo
eram entdo titulados até pH 11 com solugdo 0,05 M de NaOH em
titulador automdtico. Os brancos reacionais foram preparados
adicionando-se a solugdo de acetona-etanol e a amostra logo em seguida
foi titulada. No caso da enzima pré-purificada liofilizada a dosagem da
atividade de hidrdlise foi realizada adicionando-se 0,1 g de amostra aos
20mL de meio reacional.

O célculo da atividade hidrolitica foi realizado de acordo com a
Equacdo 3.1. Uma unidade de atividade hidrolitica é definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de acido graxo por
minuto nas condi¢des de reagcdo (Cavalcanti et al., 2005).

(V. -V, )xM x1000 V,
XV, m

AH =

(3.1

Onde:

AH = atividade hidrolitica (U/g);

Va = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada apds a
reacdo (mL);

Vb = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo
zero- branco (mL);

M = molaridade da solu¢cdo de NaOH (mmol/mL);

t = tempo de reag¢do (min);

Vc = volume do extrato enzimatico usado na reagcdo (mL);

V4= volume do solvente usado na extracdo (mL);

m = massa de s6lido usado para extragdo (seco ou timido).
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3.3.3.1 Método espectrofotométrico

Para a determinacdo ou avaliagdo da atividade de hidrdlise dos
extratos  enzimdticos  pré-purificados  utilizou-se o  método
espectrofotométrico. A atividade é avaliada através da reacdo de
hidrélise catalisada pela lipase de ésteres de p-nitrofenil, com a
formacgdo do produto cromé6foro p-nitrofenol. A reagio foi iniciada pela
adicdo de 50upL de solucdo enzimdtica a 0,25 mL do substrato p-
nitrofenil laurato 2,5mM com acetonitrila: DMSO (1:1) e 2,2 mL de
tampao fosfato de s6dio S0mM pH 7, a 30°C (Godoy et al., 2009). A
reacdo foi acompanhada em espectrofotometro em 410 nm no modo
cinética. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de
enzima necessdria para formar 1,0 umol de p-nitrofenol por minuto nas
condi¢des de ensaio.

3.3.4 Determinagdo da atividade de esterificacdo

A atividade de esterificacio do extrato enzimdtico bruto
liofilizado foi quantificada através da reacdo de esterificacdo do dcido
oléico e n-propanol (razdo molar 1:1) (Langone et al., 1999; Bernardes
et al., 2007, modificado). A reagdo foi conduzida a 40°C, 160 rpm por
40 min. Esta foi iniciada pela adi¢do do extrato liofilizado (0,1 g) ao
meio reacional, em frascos de vidro com tampa mantidos em agitador
orbital. Aliquotas de 150 pL. foram retiradas do meio reacional em
triplicata no inicio e ao final da reacdo. A cada amostra foram
adicionados 20 mL de uma solu¢do de acetona-etanol (1:1) (v/v) para
paralisar a reacéo e para extragdo do dcido oléico.

A quantidade de acido consumida foi determinada por titulagdo
com NaOH 0,01 M. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima que consome 1 pmol de 4cido graxo por
minuto, nas condi¢cdes do ensaio. A atividade enzimadtica foi calculada
utilizando a Equagao 3.2.

" (V, =V, )x M x1000xV, i)
- tM,, XV, G2

Onde:
AE = atividade de esterificacdo (U/g);
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V., = volume de NaOH gasto na titulacio da amostra retirada apds 40
min (mL);

V,, = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo 0
(mL);

M = molaridade da solu¢do de NaOH;

V¢ = volume final de meio reacional (mL);

t = tempo (min);

Mg = massa de torta seca (g);

V. = volume da aliquota do meio reacional retirada para titulacdo (mL).

Liofilizacdo do extrato enzimdtico

Os extratos foram dispostos em camadas de um centimetro de
espessura em placas de Petri e entdo submetidos ao congelamento a -
80°C por 24 h, como fase preparatéria do procedimento de liofilizagao
(Persson et al., 2002). As amostras foram entdo levadas ao liofilizador,
onde através do processo de sublimagdo em condi¢des de vacuo, a dgua
livre presente no congelado é removida.

A umidade residual dos extratos liofilizados foi determinada em
sistema Karl Fisher, sendo que o teor de dgua dos extratos enzimadticos
ndo ultrapassou 12%. As amostras secas foram acondicionas em frascos
de vidro, lacrados, codificados e vedados com Parafilm®, sendo
armazenadas sob refrigeracdo (4°C). Estes extratos liofilizados foram
utilizados na rea¢do em meio organico, conforme descrito no item 3.3.4.

3.3.5 Atividade protedsica

Em tubos de polipropileno de 1,5 mL foram adicionados 0,5 mL
de amostra e 0,5 mL de solucdo de azocaseina' 0,5% (m/v) preparada
em tampdo acetato 50 mM pH 5,0. Os tubos foram entdo incubados
durante 15 min (Vargas et al,, 2008) a 37°C. Apds o periodo de
incubacfo, a reacdo enzimatica foi interrompida adicionando-se 0,5 mL
de solugdo de acido tricloro-acético (TCA) 10% (m/v), em banho de
gelo. Os tubos com a mistura foram centrifugados a 12.900 x g por 20
min. Retirava-se entdo 1 mL do sobrenadante, ao qual foi adicionado 1
mL de solucdo de hidréxido de potdssio 5 M. Fazia-se entdo a
determinacdo da absorbancia da solugd@o por espectrofotometria em 428
nm. O branco das reagdes era preparado adicionando-se a amostra apds

! Detalhes sobre o preparo desta solu¢io se encontram no Anexo I.
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a adi¢do do TCA. O branco do aparelho foi preparado substituindo-se o
volume de amostra por tampdo acetato 50 mM pH 5,0. Uma unidade de
atividade protedsica foi definida como a quantidade de enzima que
produz uma diferenca unitdria de absorbancia por minuto de reagfo
entre o branco reacional e a amostra nas condicdes de ensaio,
determinada através da Equacdo 3.3 (Charney e Tomarelli, 1947).

B (Abs, X f, —Abs, X f,)
1<V,

AP (3.3)

Onde:

AP = atividade protedsica (U/mL);

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

t = tempo de reag¢do (min);

V., = volume de amostra (mL).

3.3.6 Determinacdo de proteina

A determinacdo de proteinas foi realizada de acordo com método
proposto por Bradford (1976), utilizando curva padrdo de albumina de
soro bovino.

As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotdmetro a
595 nm, apés 2 min da adi¢do de 0,1 mL de amostra a 5 mL do reagente
de Bradford.

3.3.7 Estudo da suplementagdo do farelo de soja

A etapa de selecio dos microrganismos produtores de lipases
com atividade hidrolitica resultou em algumas cepas promissoras, dentre
as quais foram selecionadas as dos fungos Penicillium 58F e 74F,
isoladas de farelo de soja e de requeijdo. A selecdo das cepas foi
realizada levando-se em consideracdo os resultados obtidos ao
correlacionar os resultados obtidos no screening fermentativo com as
caracteristicas genéticas dos microrganismos através de técnicas de
biologia molecular — RAPD, visando identificar possiveis duplicacdes
de cepas entre os microrganismos selecionados como bons produtores
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(Griebeler et al., 2009).

Os suplementos testados foram o 6leo de soja, melago de cana de
acticar (ME, usina Ester, SP), dgua de maceracdo de milho (AMM,
Refina¢des de Milho do Brasil), hidrolisado de levedura de cerveja (HL,
ProdexLac SD, Biospringer do Brasil) e uréia. Os residuos de industrias
melaco (ME), dgua de maceracdo de milho (AMM), hidrolisado de
levedura (HL), podem ser consideradas fontes suplementares complexas
contendo macro e micronutrientes. Fermentagdes em farelo de soja puro
(FP) foram sempre conduzidas paralelamente, considerando-as como
meio controle.

Para a realizag@o das suplementagdes foram preparadas emulsoes
com 4gua deionizada e 1% do respectivo suplemento homogeneizando-
se com mixer por 3 minutos, levando em consideracéo a relagio C/N do
farelo de soja bruto como padrio (6,11). Para a avaliacdo da uréia como
suplemento, viabilizando a compara¢do com os demais suplementos a
uma mesma relacdo C/N, foi adicionado 6leo de soja até a obtencdo de
relacdo C/N 6,11.

O volume de emulsdo adicionado ao farelo foi padronizado em 3
mL. O ajuste de umidade foi realizado com &4gua destilada estéril,
levando-se em consideragdo a quantidade de dgua presente no inéculo e
a umidade natural do farelo de soja bruto. As emulsdes foram
adicionadas por gotejamento manual com auxilio de pipetador, de forma
que toda a drea do farelo fosse recoberta, melhorando assim a
homogeneidade do meio. A umidade do meio foi ajustada a 55% (m/m).
Os béqueres foram entdo fechados com manta acrilica e autoclavados a
121°C por 15 min.

Ap6s a esterilizagdo, procedeu-se a inoculacio do farelo de soja
com uma suspensio de esporos dos microrganismos selecionados como
potenciais produtores de lipase com atividade de hidrdlise,
padronizando-se a suspensdo em logesporos/(g farelo seco). Os
béqueres foram incubados em camara a 27°C, com inje¢do de ar umido,
de forma a manter a umidade relativa do ar no interior da cimara maior
que 90%, acompanhada com termo higrometro. As condigdes
experimentais da fermentacdo utilizada para o screening foram definidas
por Vargas et al. (2008).

As fermentagdes desenvolvidas para avaliagdo do comportamento
cinético da suplementacio do farelo de soja na produgdo de lipase com
atividade hidrolitica foram realizadas em triplicata de experimentos,
com retirada de amostras destrutivas do material fermentado nos tempos
de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentacio na mesma camara de
incubacfo. A varidvel de resposta foi a atividade hidrolitica determinada
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como descrito no item 3.3.4 (a), utilizando diferentes pH, de forma
monitorar a producdo de lipases distintas. Os pH avaliados para
determinagdo da atividade hidrolitica foram pH 4,0 (tampao acetato de
s6dio 100 mM); 7,0 (tampao fosfato de s6dio 100 mM) e 9,0 (tampao
Tris-HCI 100 mM).

3.3.7.1 Avaliacdo do pH do farelo de soja fermentado

Foi pesado 0,5g de farelo de soja fermentado em tubo de ensaio
onde adicionou-se SmL de dgua destilada. O conteido do tubo foi
homogeneizado e entdo realizada a medida pontual do pH através da
inser¢do do sensor.

3.3.8 Estudo da producdo de lipase hidrolitica

O estudo apresentado a seguir valeu-se da técnica de
planejamento de experimentos. Foi realizado primeiramente um
planejamento do tipo Plackett-Burman para screening das varidvies que
poderiam apresentar influéncia sobre a produgdo de lipase, descritas na
Tabela 3.1. Os ensaios experimentais foram realizados com a cepa
Penicillium 58F, selecionada de acordo com os resultados obtidos na
etapa de suplementacdo do farelo de soja, (item 3.3.7), sendo escolhida a
suplementacdo com uréia acrescida de dleo de soja (UROS) (C/N 6,11).
As faixas de granulometria do farelo foram definidas de acordo com as
maiores fracdes classificadas, 1-2 mm (Tyler 9-16), 0,50-1 mm (Tyler
16-32) e 0,25-0,50 mm (Tyler (32-60).

Todas as andlises e ensaios foram realizados em duplicata sendo
o ponto central do planejamento realizado em triplicata. A quantificacio
da atividade hidrolitica foi também avaliada em diferentes valores de pH
(4,7 ¢e9), conforme o método titulométrico descrito no item 3.3.3(a).

Apdés a andlise dos resultados do primeiro planejamento
experimental (PB12), usando o pacote Statistica 5.1 (Statsoft Inc., Tulsa,
OK, USA), um segundo planejamento experimental (completo) foi
realizado. Os coeficientes de regressdo consideraram significincia
estatistica de 95%, indicando os niveis das varidveis que resultaram na
condicdo 6tima de extracdo.

Neste planejamento manteve-se as varidveis nos respectivos
niveis, fixas, temperatura (-1), granulometria (1), concentra¢do de
esporos (1). Os niveis e os referidos fatores (umidade e concentracdo do
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suplemento) que foram investigados no segundo planejamento sdo
apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.1 - Faixa dos fatores investigados no primeiro planejamento
experimental PB12 (Plackett-Burman)

Niveis -1 0 1

Temperatura (°C) 20 27 34

Umidade (%) 35 55 75

Granulometria (Tyler) 60 32 16
Concentracgdo esporos (esporos/g) 1x10’ 1,05x10° 2x10°

Suplemento (UROS) (%) 1 5,5 10

* concentragdes baseadas no teor de uréia

Tabela 3.2 - Faixa dos fatores investigados no segundo planejamento
experimental

Niveis -1 0 1
Umidade (%) . 55 65 75
Suplemento (UROS) (%) 0,6 1,8 3

* concentragdes baseadas no teor de uréia

A andlise do segundo planejamento experimental indicou a
necessidade de um terceiro planejamento experimental, para otimizagio
da producdo de lipase, cujos niveis sdo apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Faixa dos fatores investigados no terceiro planejamento
experimental

Niveis -1,41 -1 0 1 +1,41
Umidade (%) 61 65 75 85 89
Suplemento (UROS)(%) 0,10 0,24 0,6 0,95 1,1

* concentragdes baseadas no teor de uréia

3.3.8.1 Estudo da variacdo C/N na producdo de lipase hidrolitica

De acordo com os resultados obtidos com a realizacdo de
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planejamentos experimentais, a condi¢do para maximizagdo da producgéo
de lipase com o fungo Penicillium 58F em farelo de soja foi encontrada.

Apés encontrar a condicdo que maximizou a producdo de lipase
pelo fungo 58F, (UROS 0,6% (m/m)), avaliou-se o efeito da relagéo
C/N. As concentragdes de uréia e 6leo de soja nas diferentes relagdes
C/N estudadas s@o descritas na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Avaliacido da producdo de lipase com atividade hidrolitica
em farelo de soja suplementado com uréia acrescida a 6leo de soja em
diferentes relagdes C/N.

Relagcdo C/N Oleo de soja(%) Uréia (%)
2,00 2,0 41,2
6,11 2,0 0,6
10,22 39,5 0,6

3.3.9 Caracterizacao parcial da lipase hidrolitica
3.3.9.1 Extragdo da enzima da matriz de fermentagdo

A verifica¢do da influéncia das varidveis do processo de extracdo
da enzima do farelo fermentado foi realizada por um planejamento
experimental completo 2t apresentado na Tabela 3.5. Esta técnica
possibilita a avaliacdo dos efeitos isolados e as interagdes entre as
varidveis de extracdo sobre a quantidade de enzima extraida. As
varidveis investigadas foram, pH do solvente (5,5-8,5), temperatura (25-
49°C), agitagdo (50-150 rpm) e razdo so6lido:liquido (1:20-5:20).

O solvente (tampao fosfato de s6dio), agitacdo (150 rpm) e faixa
de pH e temperatura foram selecionados com base em estudos da
extracdo de algumas enzimas, como xilanases (Heck et al., 2005),
pectinases (Castilho et al., 2000; Castilho et al., 1999), inulinases
(Mazutti et al., 2006) e lipases (Di Luccio et al., 2004; Vargas et al.,
2008; Kempka et al., 2008).

O processo de extrag@o foi conduzido em frascos Erlenmeyer de
250 mL, em agitador orbital durante 30 min (Di Luccio et al., 2004;
Vargas et al., 2008; Kempka et al., 2008). Cada condi¢do experimental
proposta no planejamento foi realizada em triplicata. O extrato era
filtrado e a atividade lipasica do sobrenadante (extrato enziméatico bruto)
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determinada em duplicatas em pH neutro. O mesmo lote de farelo foi
utilizado em todos os ensaios.

Tabela 3.5 - Faixa das varidveis investigadas no planejamento completo
2 para avaliacdo do processo de extracdo da enzima contida na matriz
solida.

Niveis -1 0 1
Temperatura (°C) 25 37 49
Agitacdo (rpm) 50 100 150
pH 5.5 7,0 8,5
Razdo solido:liquido 5:20 3:20 1:20

A andlise estatistica dos resultados obtidos com 30 min de
extracdo foi realizada considerando-se os coeficientes de regressdo com
significancia estatistica de 95%, indicando os niveis das varidveis que
resultaram na condi¢do 6tima de extracdo. A influéncia dos parametros
do processo de extracdo foi analisada pelo planejamento rotacional
composto central (CCRD). Apés encontrar a condi¢do que maximizou a
extracdo da enzima da matriz sélida, realizou-se o estudo da extracdo
nos tempos 0, 15, 30 e 45 minutos.

3.3.9.2 Pré-purificagdo da lipase hidrolitica

a) Precipitacao com sulfato de amonio

De acordo com metodologia desenvolvida por Menoncin et al.
(2008), o ensaio de precipitacdo foi realizado com a adi¢do de 50 mL do
extrato enzimdatico bruto centrifugado (4°C; 4000xg por 10 min) em um
béquer de 200 mL, ao qual foi acrescentado sulfato de amonio (Vetec)
até a concentracao de 60% de condi¢do de saturacido. O béquer contendo
a referida mistura foi mantido a 4°C em banho de gelo, com agitagdo
constante, mantendo o pH em 7,0 com adi¢do de NaOH 0,5 M.

O extrato enzimdtico acrescido do sal foi transferido para tubos
de centrifuga e mantido a (-10°C) durante 5 h. Transcorrido este tempo,
o mesmo foi centrifugado (4°C; 5400xg durante 30 minutos),
possibilitando a separagdo da fracdo protéica. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspeso até volume inicial (50mL) com
tampao fosfato de sédio 100 mM pH 7,0 (Menoncin et al., 2008; Shu et
al., 2006).
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As determinacdes da atividade hidrolitica e a concentracdo de
proteina foram realizadas via método titulométrico e de Bradford,
respectivamente.

b) Diafiltraciao

As amostras de extrato enzimdtico precipitado ressuspendido
foram submetidas ao processo de diafiltracdo para a remocdo do sulfato
de amoénio, proveniente da etapa de precipitacdo. Assim, 50 mL do
referido extrato foram transferidos para a célula de ultrafiltragdo de 200
mL, contendo membrana de 10 kDa (Milipore) e diafiltrado utilizando
dois volumes de 50 mL de tampdo fosfato de s6dio 100 mM pH 7,0
(Zeman and Andrew, 1996). O sistema foi operado a 4°C para
minimizar as perdas de atividade enzimatica.

O extrato enzimadtico pré-purificado foi submetido ao processo de
liofilizagdo (item 3.3.4.1) durante 12 h. A amostra foi armazenada em
frasco previamente dessecado e vedado, para posterior caracterizacao.

3.3.9.3 Determinagdo da temperatura e pH dtimo do extrato enzimdtico

A determinacdo do pH 6timo da reacdo enzimdtica foi realizada
através do preparo das emulsdes contendo substrato para dosagem da
atividade hidrolitica com solugdes tampao em diferentes valores de pH:
3,4 e 5 (tampdo acetato de sédio 100 mM); 6, 7 e 8 (tampao fosfato de
s6dio 100 mM), 9 (tampado Tris-HCl 100 mM) e 10 (tampido glicina-
NaOH 100 mM). No caso da avaliacdo da temperatura 6tima da reagdo
enzimatica, a quantificacdo da atividade (item 3.3.3(a)) foi realizada
através da incubacdo da reacdio em diferentes temperaturas (20 a 47°C)
por 15 min.

As dosagens das atividades foram realizadas em triplicata de
reacdo, sendo a quantificacdo (item 3.3.3(a)) realizada a 37°C por 15
minutos adicionando-se ao meio reacional 2 mL de amostra do extrato
bruto ou 0,1 g do extrato concentrado liofilizado.

3.3.9.4 Estabilidade

a) pH

Para a determinacdo da estabilidade em fun¢@o do pH, o extrato
concentrado liofilizado (0,2 g) foi incubado em 10 mL de diferentes
tampdes com valores de pH variados, dentre estes, pH 3, 4 e 5 (tampao
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acetato de sodio 250mM); 6, 7 e 8 (tampao fosfato de sédio 250mM), 9
(tampdo Tris-HCl 250mM) e 10 (tampdo glicina-NaOH 250mM). A
mistura foi entdo incubada a 35°C em banho termostético (Nova Etica).
Amostras de cada ensaio foram coletadas no inicio (t=0) e apds 1 h, para
determinagéo da atividade hidrolitica (3.3.3(a)), que foi determinada na
temperatura e pH 6timos definidos para o extrato bruto e concentrado
liofilizado.

b) Térmica

A determinacdo da estabilidade em funcdo da temperatura foi
realizada incubando-se o extrato concentrado liofilizado (0,2 g em 10
mL do tampdo selecionado (item 3.3.9.4 a)) em diferentes temperaturas
(20, 25, 30, 37 e 45°C). Amostras de cada ensaio foram coletadas no
tempo inicial (t=0) e ap6s 1 h para determinagdo da atividade hidrolitica
(3.3.3(a)), conforme relatado para estabilidade ao pH.

¢) Sais de Calcio (CaCl2)

De acordo com os resultados obtidos de estabilidade do extrato
enzimatico pré-purificado foram realizados testes incubando-se o extrato
pré-purificado liofilizado a vérias concentragoes de CaCl, (0,1; 0,5; 1%)
dissolvido em tampao fosfato de sédio 250mM. Os experimentos foram
realizados a temperatura de incubacgéo de 25°C.

Amostras de cada ensaio foram coletadas no tempo inicial (t=0) e
apds 1 h para determinacdo da atividade hidrolitica (3.3.3(a)) e assim
verificar o efeito do cdlcio na estabilidade do extrato.

3.3.9.5 Especificidade

a) Triglicerideos

Os diferentes triglicerideos que foram utilizados na avaliagdo da
especificidade hidrolitica do extrato concentrado liofilizado foram
tributirina (4:0), trioleina (18:1) e tricaprilina (8:0), bem como, o dleo de
oliva e de soja (Colen et al., 2006; Bradoo et al., 2002; Wang et al.,
1995). Os ensaios foram realizados segundo método titulométrico,
descrito no item 3.3.2.1.

b) Esteres de p-nitrofenol
Os diferentes substratos cromogénicos que foram utilizados na
avaliacdo da especificidade hidrolitica do extrato concentrado liofilizado
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foram os ésteres de p-nitrofenol: butirato de p-nitrofenila (pNPB) (4:0);
palmitato de p-nitrofenila (pNPP) (16:0); estearato de p-nitrofenila
(pPNPE) (18:0); laurato de p-nitrofenila (pNPL) (12:0). Os ensaios
foram realizados segundo metodologia descrita no item 3.3.2.1.

3.3.10 Caracterizagcdo parcial da lipase com atividade de esterificagcdo

Dentre as 203 cepas microbianas isoladas de diferentes tipos de
amostras, 17 cepas demonstram-se vidveis para producgao de lipases com
atividade de esterificacdo em 4cido oléico e dlcool n-propilico.

Os extratos enzimdticos liofilizados, produzidos através de
fermentacdo com os 17 microrganismos, previamente selecionados nas
mesmas condi¢des (item 3.3.1), foram caracterizados frente a diferentes
lcoois e 4cidos graxos.

3.3.10.1 Especificidade do extrato enzimdtico em diferentes dlcoois

A seletividade do extrato enzimadtico bruto liofilizado foi avaliada
em diferentes dlcoois (metanol, etanol, n-propanol e n-butanol) através
da determinacdo da atividade de esterificacdo. A atividade enzimatica
foi determinada de acordo com o procedimento padrio, descrito no item
3.34.

3.3.10.2 Especificidade do extrato enzimdtico em diferentes dcidos
graxos

A seletividade da enzima do extrato enzimatico bruto liofilizado
foi avaliada em acido laurico (12:0) e oleico (18:0) (Bradoo et al.,
2002). A atividade enzimdtica foi determinada de acordo com o
procedimento padrdo, descrito no item 3.3.3.
3.3.11 Composigao fisico-quimica do farelo de soja

3.3.11.1 Classificagdo granulométrica

O farelo de soja foi classificado entre 0,25 e 2 mm, ou Tyler 9-60,
tornando-se possivel verificar qual a maior fracdo obtida, para ser
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utilizada nos ensaios experimentais de fermentacio (entre 1 ¢ 2 mm). O
farelo classificado foi armazenado a -18°C até o momento da utilizacdo.

3.3.11.2 Determinagdo do teor de dleos e graxas (O &G)

O teor de Oleos e graxas do farelo de soja foi determinado por
extracdo em Soxhlet pelo principio da extracdo continua a quente,
utilizando n-hexano como solvente, segundo procedimento padrdo
(Brasil, 2005). O papel de filtro contendo 3 g de amostra foi empacotado
e colocado em cartucho de extragcdo previamente seco em estufa a 105°C
por 15 min. O cartucho foi colocado no extrator e iniciava-se a extragio
com n-hexano por 1,5 h em sistema de extracdo repetida (Marconi). O
solvente foi recuperado e o copo contendo as gorduras extraidas foi seco
em estufa a 105°C por 1,5 h, resfriado em dessecador por 30 min e,
entdo, pesado. O teor de Sleos e graxas foi calculado através da Equacao
3.6.

o&sz (3.4)

Onde:

0&G= Teor de dleos e graxas (mg/g);

B= Massa do conjunto baldo + residuo de dleos e graxas seco (mg);
A= Massa do baldo vazio seco (mg);

C= Massa do farelo de soja (g).

3.3.11.2 Determinagdo de nitrogénio Kjeldahl total (NKT)

A determinagdo do teor de Nitrogénio Kjeldahl Total (NKT) foi
feita por método padrdo (Brasil, 2005). A amostra (1 g) foi digerida em
meio 4cido (12 mL de H,SO, concentrado) na presenga de 1 pastilha de
3,5 g sulfato de potdssio e 3,5 g selénio durante 4 h. Apés neutralizacio
com 40 mL de NaOH (40% m/v), 75 mL de 4gua destilada foram
adicionados. A amodnia formada foi destilada e absorvida em 25 mL de
acido borico (4%m/v) sendo, em seguida, titulada com HCI 0,1M. A
concentracdo de nitrogénio foi determinada através da Equacgdo 3.7,
sendo que para obten¢do do o teor de proteina € necessdrio multiplicar o
valor de NKT encontrado pelo fator 6,25.
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NiT = 101X Vax N (3.5)
Px10

Onde:

NKT= (%) Nitrogénio Kjeldahl total;

Va= Volume de HCI gasto na titulacdo da amostra (mL);
N= normalidade da solu¢do de HCI padronizado (0,1N);
P= massa da amostra usado na andlise (g).

3.3.11.3 Umidade

Foi pesado 0,5g da amostra em cdpsula de porcelana,
previamente seca em estufa a 105°C, até massa constante. O material
contendo a amostra foi aquecido em estufa 105°C por 3 h, resfriado e
pesado; repetido-se a operagdo de aquecimento, com duracdo de meia

hora, até obtencdo de massa constante.



CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Isolamento de microrganismos produtores de lipases

Neste estudo foram isolados microrganismos provenientes de
diversas fontes representativas quanto a probabilidade do
desenvolvimento de  microrganismos produtores de lipases
extracelulares. Os 203 microrganismos isolados foram classificados
como sendo 96 fungos filamentosos, 104 leveduras e 3 bactérias. Estas
tdltimas embora tenham crescido como contaminantes nos meios de
isolamento foram testadas na etapa de sele¢do.

Dentre os microrganismos isolados o maior nimero de fungos
filamentosos e leveduras se deve ao fato de que o meio utilizado nesta
etapa foi seletivo a estas culturas, considerando que fungos e leveduras
sdo indicados por apresentarem algumas vantagens em sistemas de FES,
como ao cultivo em suportes naturais sélidos (Holker et al., 2004).
Assim sendo, o objetivo deste estudo foi selecionar fungos filamentosos
e leveduras hdbeis a producdo de lipase microbiana em FES.

4.2 Selecao de microrganismos produtores de lipases com atividade
hidrolitica

Foram utilizados dois métodos para sele¢do dos microrganismos
produtores de lipases, vislumbrando a possibilidade de uma boa
varredura entre as cepas isoladas, objetivando a selecdo de
microrganismos com potencial relevante de produzir lipases hidroliticas
em sistema de FES. A selecdo em placas com meio sélido contendo
tributirina € um método rapido e de facil visualizacdo (Kim et al., 2007).
Contudo, a sele¢c@o na prépria matriz da fermentag?o, neste caso o farelo
de soja, torna-se interessante considerando a adaptacdo do
microrganismos na matriz de fermentacao.

4.2.1 Selecdo de fungos em meio sélido

O uso de meios sdlidos suplementados com triglicerideos
emulsificados ¢ uma metodologia utilizada como padrdo na selecdo de
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microrganismos produtores de lipases com atividade de hidrdlise
(Damaso et al., 2008; Taka¢ e Marul, 2008; Ko et al., 2005; Cardenas et
al., 2001; Wang, et al., 1995) bem como de sintese de ésteres (Sandoval
e Marty, 2007).

Através da sele¢do dos microrganismos em placas, com meio
s6lido contendo tributirina, identificaram-se 23 fungos que geraram halo
de hidrélise, apds o terceiro dia de incubagfo, visualizado conforme
exemplo apresentado na Figura 4.1. Os microrganismos foram isolados
de amostras provenientes de solo (53F, 84F, 18F, 21F, 57F, 56F, 34F,
60F 55F), derivados lacteos (62F, 61F, 46F, 64F, 74F, 54F, 72F 24F,
30F), manteiga (52F), azeite de oliva (59F), carne (130F), extrato de
tomate (10F) e farelo de soja (S8F, 79F).

~

Figura 4.1 - Exemplo de um halo de hidrdlise em meio sélido contendo
tributirina.

A Figura 4.2 apresenta a avaliacdo do tamanho do halo produzido
pela hidrdlise da tributirina de 3 a 5 dias de incubagdo por lipases
produzidas pelos fungos isolados de amostras de solo (a), de produtos
lacteos (b) e de amostras diversas (c). A andlise dos resultados
apresentados na Figura 4.2 (a) indica o fungo 21F como o produtor de
lipase com capacidade relevante de hidrélise da tributirina comparado
com os demais fungos isolados de amostras de solo. Para este
microrganismo, a medida do halo foi maxima entre o quarto e quinto dia
(22,4-26,5 mm), sugerindo a ocorréncia da degradacdo maxima ji nos
primeiros dias de incubacdo. A lipase produzida pelo fungo 18F resultou
em um didmetro de halo da hidrélise da tributirina de 18,7 mm ja no
terceiro dia de incubagdo, chegando a 22,2 mm do quinto dia,
mostrando-se assim também um promissor produtor de lipase com
atividade hidrolitica.
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Figura 4.2 - Evolu¢ao do halo produzido pela hidrdlise da tributirina de
produtores de lipase isolados de amostras de solo (a), de produtos lacteos (b) e

amostras diversas (c).
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A Figura 4.2 (b) apresenta a avaliacdo da evolu¢do do halo
produzido pela hidrdlise da tributirina no meio sélido, por lipases
produzidas por fungos isolados de amostras provenientes de produtos
lacteos. O fungo 24F foi identificado como o mais promissor em termos
de hidrdlise da tributirina, apresentando diametro de halo miximo de
26,7 mm no quinto dia de incubagdo. Na Figura 4.2 (c) pode-se
visualizar que os fungos 79F e 58F, provenientes de amostras de farelo
de soja em decomposicdo, foram os mais promissores produtores de
lipases.

Os fungos selecionados com bom potencial para produgdo de
lipases em ordem decrescente sdao descritos abaixo:

21F > 24F > 79F > 18F > 58F

Contudo, dentre as 96 cepas, pode-se observar que 24
apresentaram algum potencial de producdo de lipases com capacidade
de hidrolisar a tributirina. Os halos de hidrélise formados variaram de
1,4 a 26,7 mm em pH 6. Colen et al. (2006) apresentaram a selecdo de
fungos originarios de amostras de solo como potenciais produtores de
lipase alcalina, apresentando didmetros de halo ente 12 e 14 mm, apds
18 horas de incubagdo. Os cinco fungos selecionados no presente
trabalho necessitam de estudos sobre o comportamento em meios
especificos para produgdo de lipase de interesse, possibilitando assim a
selecdo para aplicacdo na producio de lipase por fermentacdo em estado
sélido.

4.2.2 Selecdo por fermentagdo em estado sélido

A maioria dos trabalhos de sele¢do de microrganismos produtores
de lipase utiliza dgar a base de tributirina ou 6leos emulsionados. No
entanto, alguns trabalhos sugerem a realiza¢do da selecdo no meio de
producdo (Kim et al., 2007). Neste caso, devido ao interesse por lipases
com potencial de hidrélise de acilgliceréis de cadeia longa, a FES foi
realizada com farelo de soja com os 200 microrganismos isolados. A
varidvel de resposta neste caso foi a dosagem da atividade hidrolitica em
6leo de oliva em condicdo padrdo (Vargas et al., 2008). Um exemplo do
aspecto do farelo antes e depois da fermentacdo pode ser visualizado na
Figura 4.3 (a) e 4.3 (b), respectivamente, onde é possivel observar o
crescimento do fungo filamentoso nas particulas do farelo de soja,
conferindo-lhe uma aparéncia esverdeada.
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Figura 4.3 - Aparéncia do farelo de soja antes (a) e ap6s (b) a fermentacio.

O estudo da produgdo de lipase em FES com farelo de soja
indicou alguns fungos, sendo os mais ativos os provenientes de amostra
de solo (18F e 21F), e carne (130F) apresentados na Figura 4.4 (a) com
atividade de 71,91; 48,02 e 78,77 U/g substrato umido respectivamente.
Os fungos isolados de amostra de farelo de soja (79F e 58F),
apresentaram atividades de 71,60 e 86,53 U/g substrato umido,
respectivamente (Figura 4.4 (b)). Os fungos 24F e o 74F (Figura 4.4 (c))
merecem destaque, pois apresentaram atividade de hidrélise de 46,63 e
98,52 U/g substrato timido.

Os resultados revelaram que somente os fungos filamentosos
foram selecionados como potenciais produtores de lipases hidroliticas.
O sistema de fermentacdo em estado s6lido apresenta caracteristicas que
viabilizam o desenvolvimento de cepas fungicas (Holker et al., 2004),
sendo estas ressaltadas através do crescimento nos ultimos anos do
nimero de estudos envolvendo fungos associados a diferentes matrizes
sOlidas, para produgdo de lipases hidroliticas. Destaca-se a utiliza¢do do
farelo de soja como suplemento-suporte para a FES usando o fungo
Penicillium simplicissimum (Vargas et al., 2008; Di Luccio et al., 2004)
Penicillium verrucosum (Kempka et al., 2008) e Penicillium sp. (Wolski
et al., 2009b) para producio de lipase hidrolitica.
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Figura 4.4 - Avaliagdo da atividade de hidrdlise do 6leo de oliva por diferentes

lipases produzidas em fermenta¢do em estado s6lido por microrganismos
isolados de solo e amostras diversas (a), de amostras de farelo de soja (b) e de

amostras de produtos lacteos (c).
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E importante observar que alguns dos microrganismos que
apresentaram halo de hidrélise ndo apresentaram atividade hidrolitica
quando inoculados em farelo de soja (Griebeler et al., 2009). Os
menores halos produzidos foram encontrados nas cepas 130F e 74F.
Contudo, a cepa 74F apresentou a maior atividade em farelo de soja
dentre os microrganismos selecionados através deste método. Este fato
ressalta a importancia da comparacdo entre os métodos de selecdo,
considerando que a pré-selecdo em tributirina ndo incluiria algumas das
cepas mais produtivas encontradas nesta pesquisa para producdo de
lipase hidrolitica.

Cabe ainda ressaltar que segundo Kim et al. (2007), esterases
hidrolisam ésteres com acidos carboxilicos de cadeia curta (< 10 4tomos
de carbono) e lipases atuam em acilglicerideos de cadeia longa (= 10
atomos de carbono). Desta forma, a discrepancia entre os resultados
obtidos em tributirina (C4:0) e os obtidos por fermentacdo no estado
s6lido pode estar relacionada com a produgdo de diferentes enzimas com
especificidades distintas.

Fojan et al. (2000) apresentam algumas técnicas que podem ser
usadas para distinguir lipases de esterases, como a compara¢do da
sequéncia de aminodcidos e avaliagdo da estrutura tridimensional da
proteina. A conformacio do substrato pode indicar o tipo de hidrolase
produzida, considerando que as lipases apresentam alta atividade em
substratos agregados e as esterases preferencialmente em substratos
soldveis.

A Tabela 4.1 apresenta a avaliagdio comparativa entre oS
resultados obtidos em tributirina com os resultados obtidos em farelo de
soja. A andlise dos resultados apresenta que os fungos 58F, 79F, 24F,
18F e 21F, mostraram-se eficientes tanto em FES quanto em tributirina.
J4 o fungo 74F apresentou maior atividade hidrolitica (98,52 U/g
substrato imido) e menor halo de hidrélise em tributirina (1,17 mm),
corroborando o discutido anteriormente

Comportamento similar foi observado por Damaso et al. (2008)
na pré-selecdo em placas de microrganismos produtores de lipase em
meio com 6leo de oliva (pH 4,6). O maior halo de hidrélise (37 mm) foi
evidenciado com a cepa Aspergillus niger 3T5B8 ap6s 72 h de
incubacdo. J4 em FES usando farelo de soja suplementado de 6leo de
oliva, a cepa mutante de Aspergillus niger 11T53A14 foi a melhor
produtora da enzima, apds 48h de fermentacdo com atividade de 58,60
U/g (método titulométrico com 6leo de oliva, pH7), contudo apresentou
20 mm de halo de hidrdlise.
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Tabela 4.1 - Avaliagdo comparativa entre os fungos selecionados como
produtores de lipase com maior atividade hidrolitica em farelo de soja
aos fungos em placa com indicador tributirina.

Fungos selecionados Atividade Hidrolitica Medida halo
(U/g substrato vimido)* (mm)**
18F 71,91 22,20
21F 48,02 26,50
24F 46,64 26,70
79F 71,60 23,35
58F 86,53 20,95
130F 78,77 2,03
74F 98,52 1,17

* Ap6s 48 horas de fermentacdo (Vargas et al., 2008)
** Ap6s 5 dias de incubagio

Em outro estudo de selecdo de microganismos produtores de
lipases, Colen et al (2006) isolaram uma cepa de Colletotrichum
gloesporioides que apresentou atividade de 18,8 U/mL em 72h de
incubacgfo. Azeredo et al. (2007), estudando a fermentacdo em torta de
babacu por Penicillium restrictum isolado de residuos de torta de
babacu, obtiveram atividades hidroliticas de 12,1 U/mL e 17,4U/g em
FS (fermentagdo submersa) e FES, respectivamente.

4.2.3 Identificacdo dos Fungos Filamentos Selecionados

Os géneros dos fungos filamentosos selecionados como melhores
produtores foram identificados pela chave de identificacdo de gé€neros e
posteriormente encaminhados para realizacdo da técnica de biologia
molecular, conforme descrito por Griebeler et al. (2009). Através do
microcultivo, foi possivel identificar o formato dos corpos de
frutificacdo, verificando-se que os fungos mais promissores se tratavam
basicamente de dois géneros Penicillium e Aspergillus.

Cerca de 87% dos fungos foram identificados como pertencentes
ao género Penicillium, familia Moniliaceae caracterizado por possuir
apenas um ramo (estipe), onde em seu dpice nascem diretamente as
fidlides (ampuliformes, acenosas ou quase cilindricas), podendo ser
mono, bi, ter ou quaterverticiladas, de acordo com a quantidade de
ramos. O género Penicillium apresenta ainda como caracteristicas os
conidios unicelulares, pequenos, com paredes celulares lisas ou
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ornamentadas, normalmente pigmentados em cor verde ou azul (Barnett
¢ Hunter, 1986).

Os 13% restantes pertencem ao género Aspergillus, caracterizado
pelo micélio septado hialino ou escuro. Parte da massa micelial se
diferencia em conidi6foro, terminalmente com vesicula, que pode ser
quanto a forma, globosa, hemisférica, eliptica ou clavada, e, quanto a
coloragdio, hialina ou pigmentada. Na vesicula sdo formados os
esterigmas ou fidlides, diretamente ou sobre metulas (Barnett e Hunter,
1986).

A Figura 4.5 apresenta o aspecto microscépico das estruturas de
Aspergillus (56F) e Penicillium (58F), de duas linhagens apontadas
neste trabalho como potenciais produtoras de lipases.

(a) (b)
Figura 4. 5 - Aspecto microscépico das estruturas de frutificacdo de Aspergillus
(a) e de Penicillium (b).

As espécies de Aspergillus sdo consideradas iniciadoras de
deterioracdo de sementes e graos, podendo crescer com baixo teor de
dgua; seguindo-se a contaminacgdo por fungos do género Penicillium, em
umidade relativa mais elevada, decorrente da atividade metabdlica dos
primeiros invasores. Os Penicillium e os Aspergillus sao contaminantes
comuns de regides tropicais e subtropicais, predominando entre os
demais fungos. A populacdo de fungos pode variar de ano para ano e de
local para local, por motivo de sobrevivéncia dos propdgulos e das
condi¢des fisico-quimicas do substrato (Rossetto et al., 2003).

Dentre os diversos microrganismos isolados, os fungos
filamentosos apresentaram os melhores resultados na fermentacdo em
estado sélido (FES) como produtores de lipase com atividade hidrolitica
(Tabela 4.2). Os fungos filamentosos possuem uma grande facilidade de
se adaptar a FES, pois a penetracdo de hifas no substrato permite uma
maior acessibilidade aos nutrientes do que no caso dos microrganismos
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unicelulares, como as leveduras, reduzindo a distdncia em que os
processos de difusdo devem ocorrer. Isso é de grande importancia
principalmente nos estagios finais da fermentagdo, quando os nutrientes
da superficie encontram-se esgotados (Mitchell e Lonsane, 1992;
Mitchell et al., 2002).

Tabela 4.2 - Descrigdo das atividades hidroliticas e classificagdo quanto
ao género dos microrganismos produtores de lipases selecionados.

. Atividade Hidrolitica A
Codigo Fontes (Ulg substrato imido) Género

6F Oleo de oliva 21,58+ 1,10 Penicillium sp.
8F Meio Cultura 13,73 £1,23 Penicillium sp.
13F Extrato de Tomate 13,02 £ 0,49 Penicillium sp.
16F Queijo Minas 11,52 £0,10 Penicillium sp.
18F Solo 71,91 £043 Penicillium sp.
21F Solo 48,02+ 1,53 Penicillium sp.
22F Nata 7,64 £1,03 Penicillium sp.
24F Creme de leite 46,63 0,40 Penicillium sp.
25F Requeijao 19,01 £1,50 Penicillium sp.
27F Solo 15,17 +£2,03 Penicillium sp.
45F Farelo de Soja 7,06 + 1,68 Penicillium sp.
46F Requeijdo 890%1,11 Penicillium sp.
48F Requeijao 12,67 £ 1,60 Aspergillus sp.
50F Requeijdo 9,40%3,13 Penicillium sp.
51F Solo 9,11 £0,60 Penicillium sp.
56F Solo 7,26 3,11 Aspergillus sp.
58F Farelo de Soja 86,53 £ 0,01 Penicillium sp.
59F Oleo de oliva 20,23 4,00 Penicillium sp.
64F Requeijao 10,04 £ 0,86 Penicillium sp.
67F Requeijao 9,87 0,82 Aspergillus sp.
68F Farelo de Soja 8,87+ 1,17 Aspergillus sp.
69F Farelo de Soja 9,93 £0,32 Aspergillus sp.
70F Solo 9,11 £0,72 Penicillium sp.
72F Requeijdo 7,25+ 1,00 Penicillium sp.
73F Farelo de Soja 7,44+ 1,75 Penicillium sp.
74F Requeijdo 98,52 £5,10 Penicillium sp.
79F Farelo de Soja 71,60 £2,92 Penicillium sp.
80F Requeijao 12,33 £2,54 Penicillium sp.
82F Farelo de Soja 2,601+ 0,75 Penicillium sp.
130F Carne 78,76 £ 1,42 Penicillium sp.
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Estudos de FES para producio de lipases reportados na literatura
apresentam o uso de fungos filamentosos e leveduras, sendo citados
Penicillium candidum, Mucor miehei, Penicillium camembertii,
Monascus  fulginosus,  Rhizomucor  pusillus e  Rhizomucor
rhizopodiformis utilizando bagago de cana (Cordova et al.,, 1998),
Aspergillus niger utilizando torta de gergelim (Kamini et al., 1998),
Penicillium restrictum utilizando torta de babacu (Palma et al., 2000),
Penicillium simplicissimum utilizando torta de soja (Di Luccio et al,,
2004) e Aspergillus oryzae utilizando torta de Oleo de coco
(Ramachandran et al., 2004). Em sistema de FES com farelo de soja,
pesquisas relatam o uso de Penicillium simplicissimum (Vargas et al.,
2008; Di Luccio et al., 2004) e Penicillium sp. (Wolski et al., 2009b)
para produgao de lipase.

Trabalhos paralelos realizados no Laboratério da URI (Grielbeler
et al., 2009) mostraram que todos os fungos listados na Tabela 4.2 sdo
geneticamente diferentes, através de técnica de RAPD. Desta forma,
para as etapas subseqilentes foram escolhidos os fungos 74F e 58F
ambos do género Penicillium, por serem bons produtores em farelo de
soja e geneticamente diferentes. Trabalhos de identificacdo de espécie
estdo sendo conduzidos através de parcerias com outros institutos de
pesquisa.

4.3 Selecao de microrganismos produtores de lipases com atividade
de esterificacao

4.3.1 Selecdo por fermentagdo em meio solido

Os microrganismos analisados provenientes de diferentes tipos de
amostras apresentaram graus de producdo de lipases com atividade de
esterificagdo bastante distintos. Todos os 203 microrganismos isolados
foram submetidos a fermentagdo em farelo de soja e entdo avaliados
quanto a capacidade de produgdo de lipases com atividade catalitica na
reacdo de sintese do oleato de n-propila.

O crescimento celular das cepas de leveduras que foram
inoculadas em farelo de soja foi acompanhado instituindo a
padronizacdo do inéculo. As cepas 111L, 161L, 185L e 197L foram
adicionadas a matriz sélida da fermentacdo apresentando crescimento
celular em termos de densidade 6tica em torno de 1,45. A capacidade
dos referidos microrganismos em produzir lipases com atividade de
esterificacdo de ésteres de cadeia longa representado pela reagcdo de
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sintese do oleato de n-propila é apresentada na Tabela 4.3.

As cepas fingicas 74F e 69F, bem como a 186L e 185L
produziram lipases capazes de catalisar reagdes de sintese em meio
organico, ou seja, sistema aquo-restrito, bem como em meio aquoso,
hidrélise (Tabela 4.3). Comportamento semelhante foi observado por
Cardenas et al (2001), que demonstraram que todos os biocatalisadores
testados foram ativos em ambos os sistemas, hidrélise e sintese. No
entanto, a mais ativa em um sistema nido fol necessariamente a mais
ativa no outro, demonstrando as particularidades de cada lipase bruta
produzida por diferentes culturas.

A Tabela 4.3 apresenta as 17 cepas microbianas isoladas com
capacidade promissora de esterificacdo do dcido oléico em n-propanol.
As cepas selecionadas foram obtidas de amostras de requeijao (74F,
145L e 197L) e de contaminagdes de meio de cultura (137L). Os
microrganismos isolados do farelo de soja apresentaram as melhores
atividades de esterificacdo, quando comparados aos demais
microrganismos produtores. A fermentacdo do farelo de soja com as
cepas 69F e 208L, resultou em atividades na faixa de 115,0 a 2,1 U/g
substrato, respectivamente. Nagy et al. (2006), selecionaram trinta e oito
fungos filamentosos cultivados em farelo de trigo habeis para producgéo
de lipases com potencial de aplicacdo em rea¢des contendo solventes
organicos.

Na presente pesquisa observou-se alta producdo e facil adaptacdo
a FES em farelo de soja das cepas selecionadas, este fato pode estar
relacionado com a origem das cepas, sendo estas isoladas de amostras
do préprio farelo de soja. Outra particularidade evidenciada é que a
maioria das cepas selecionadas sio leveduras, apresentando apenas os
fungos filamentos 69F e 74F como potenciais produtores de lipase para
reacdes de esterificacio.

Um dos parAmetros mais importantes para ocorréncia das reagcoes
de sintese em meio orgénico, catalisadas por enzimas, é a de atividade
de dgua (ay). Este pode ser diretamente relacionado com as taxas de
reacdes enzimdticas, exemplificando a necessidade do estudo da
influéncia deste parametro na eficiéncia das reagdes de esterificacdo. Os
valores de ay, entre 0,25 e 0,45, correspondentes ao conteido de dgua de
0,5 a 1%, sao reportados como precursores de bons resultados em
reacOes de sintese com grande parte das lipases estudadas (Villeneuve,
2007; Chowdary e Prapulla, 2002). O grande conteddo de dgua (45%)
presente em reacdes de sintese do butil acetato, segundo Salah et al.
(2007) pode estar vinculada & reducdo da atividade enzimdtica
observada na referida pesquisa. Este fato se deve provavelmente a
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desnaturacdo da lipase e/ou pela ocorréncia da reagdo inversa, a
hidrélise do éster, diminuindo assim seu conteddo no meio reacional.

Tabela 4.3 - Atividades de esterificacdo do 4cido oléico e n-propanol, e
de hidrdlise do 6leo de oliva dos microrganismos selecionados.

Atividade de Atividade de
Micror- Esterificagdo Hidrolise e
ganismo Fontes (U/g substrato (U/g substrato Classificagdo
seco) seco)
69F Fa‘;‘z)lj‘; de  11496+299  6505+043 Fungo
74F | Requeijio 60,08 +049 196,27 + 10,24 Fungo
111, | Farelode o 01067 n.d. Levedura
soja
1161, | Farclode 5 104 069 n.d. Levedura
soja
119L Farsf)lj‘; de go4+183 4,27 +0,30 Levedura
1341 Farsf)lj‘; de H111+058 1454033 Levedura
1351, | Farelode /561185 n.d. Levedura
soja
1370 | Meiode g o0 4119 nd. Levedura
cultura
141L Fars‘f)lj(;de 2021+ 1,86 13240,12 Levedura
145L Requeijao 18,20 +0,41 n.d. Levedura
1461 Fa‘;‘z)lj‘; de 15954017 4,35+0,10 Levedura
161L Fal;‘z)lj‘; de 0042+ 423 1,43 % 0,60 Levedura
182L Fa‘;‘;lj‘; de g os+8.84 536 +0,75 Levedura
185L Fa‘;‘;lj‘; de 2,59+0,25 103,87 £ 3,12 Levedura
186L Fal;‘f)lj‘; de 65024435 69,01 3,20 Levedura
197L Requeijao 19,39+0,05 2,03 £0,06 Levedura
posr, | Farelode 01607 nd. Levedura

soja




Capitulo 4 — Resultados 93

Desta forma, o conteiido de dgua em reagentes, bem como o
inserido no préprio biocatalisador pode ocasionar grande influéncia na
taxa de reacdo, na conversio do substrato, nas reacdes desenvolvidas em
meio organico, considerando também que as enzimas necessitam de
pequenas quantidades de dgua para manter sua estrutura, seletividade,
flexibilidade e principalmente a sua estabilidade e atividade catalitica
(Ruiz et al., 2008; Fickers et al., 2006; Chowdary & Prapulla., 2002).

No presente trabalho o conteido médio de umidade encontrado
nos extratos enzimdticos brutos, apdés 12 horas de liofilizagao,
determinado em Karl Fisher foi de 12% (%£1,3). Significando uma
umidade no meio reacional de 0,24%. Lipases oriundas de diferentes
fontes apresentam necessidades de distintos perfis de atividade de dgua,
como por exemplo, Candida rugosa e Penicillium roqueforti a, 0,33,
Rhizopus oryzae, Mucor javanicus ay 0,54, Aspergillus niger a,, 0,75,
foram avaliadas como ideais para reacdes de transesterificagdo a 40°C
for 24 horas (Chowdary & Prapulla, 2002).

Ruiz et al (2008) obtiveram preparados enzimdticos com
conteido de umidade de 1%, (a,, 0,33 a 0,68) através do processo de
liofilizagdo, sendo verificado que valores de a, maiores que 0,68
causaram diminui¢@o na velocidade da rea¢do. Observaram também que
a estocagem do biocatalisador a 4°C durante 7 meses manteve 80% da
atividade inicial, revelando que o biocatalisador produzido por Rhizopus
sp. em FES pode ser usado com sucesso na sintese do etil oleato.

4.3.2 Caracterizacdo parcial da lipase bruta com atividade de
esterificacdo

4.3.2.1 Avaliacdo da especificidade do extrato enzimdtico frente a
diferentes alcoois

As velocidades de reacgdes de sintese e o método de dosagem de
atividade sdo influenciados por diferentes varidveis, tais como, a fonte e
atividade catalitica da enzima, o tipo de reacdo, o substrato, e o solvente
usado, bem como a temperatura (Ruiz et al., 2008). A estabilidade da
enzima e a sua atividade em solventes organicos depende nido somente
das propriedades e concentragdes do solvente organico, mas também da
natureza da enzima (Torres e Castro, 2004). Assim, torna-se
extremamente importante o controle dos pardmetros que regem o
processo de sintese para, desta forma, chegar-se a velocidade maxima de
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reacdo (Ibrahim, 2008).

Lipases microbianas produzidas em meio contendo solventes
organicos, 6leos e gorduras podem apresentar alta estabilidade em
solventes organicos (Karadzic et al., 2006). Assim, neste trabalho
realizou-se a avaliacdo do efeito de diferentes dlcoois na atividade
catalitica da lipase produzida por fermentacdo em estado sélido, com as
17 cepas microbianas previamente selecionadas. Foi entdo, possivel
verificar quais lipases brutas foram capazes de promover as maiores
taxas de reagdo relacionada a cada dlcool usado na reagdo. Os resultados
desta avaliacdo encontram-se na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Descricdo das atividades de esterificacdo do acido oléico
com os alcodis, metanol, etanol, n-propanol e n-butanol.

Mi . Metanol Etanol n-Propanol n-Butanol

ierorgamsimo (U/g substrato)  (U/g substrato)  (U/g substrato)  (U/g substrato)
69F 1,57+ 0,09 104,97*°+0,20  114,96* + 2,99 32,56+ 1,35
74F 29,88+ 2,25 76,08+ 1,91 60,08° £ 0,49 32,84°+0,5

a,b +
1L 38,63 + 0,82 10166670 + 64,80 0,67 13,84 +0,68
116L 1,52 40,17 81,85+ 1,76 5,47°% 0,69 10,38 + 1,06
119L 16,534+ 2,18 45,699+ 2,43 8,94°¢+ 1,83 12,7594+ 0,39
ae +
134L 2,40 0,19 10769342 - 21,11°+0,58 19,57°+ 0,35
135L 42,83°+2,06 53,72"+ 1,19 44,50+ 1,85 27,807+ 1,32
137L 28,77°+1,40 2742894254 9524119 9,58°%¢ +0,80
141L 101,03" £ 1,06 12,28" + 1,45 2021424186  17,43%¢+1,42
145L 53,55°+2,23 20,43'£2,18 18,20%¢ 40,41 23,57°+0,23
146L 14,44° 40,91 1,42'+0,13 12,95+ 0,17 8,59%1 40,08
161L 18,44+ 0,49 13,64"+1,35 100,42+ 4,23 18,32°+ 1,22
182L 42,82°+2.17 13,54"+ 1,33 28,25+ 8,84 8,504+ 1,03
b.g.i,j

185L 1889°+ 1558  55,18'+ 1,20 2,59°40.25 “’%98 ) *
186L 82,255+ 0,56 21,99% £ 2,50 65,02° +4,35 27,25™ 40,96
197L 26,62° + 1,49 12,27" 40,24 19,39%240,05  28,71*'+ 1,44
208L 49,05° + 0,08 33,038 £0,12 2,08+0,27 29,017+ 1,36

Meédias * erros seguidos de letras iguais em cada coluna, representativa aos dlcoois utilizados
na reagdo de esterificacdo do 4cido oléico, ndo diferem significativamente (p<0,05), de acordo
com o teste de Tukey

Os dados apresentados na Tabela 4.4 foram avaliados através do
teste de Tukey. O uso do metanol na reacdo de sintese demonstrou que
as cepas 141L e 186L, seguida das 145L com igual atividade a 208L
(101,03; 82,25 e 53,55 igual a 49,05 U/g substrato), produziram lipases
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com maior capacidade para sintese do metil oleato.

As maiores atividades de esterificagio usando etanol foram
obtidas pelas lipases produzidas com as cepas 134L e 69F, sendo esta
igual a 111L, (107,94; 104,97, 101,67 U/g substrato, respectivamente).
Na sequéncia pode-se ressaltar ainda as cepas 116L igual por sua vez a
74F (81,85; 76,08 U/g substrato), respectivamente por apresentarem
atividades considerdveis ao se comparar, aos resultados obtidos, com o
dlcool metilico. Neste caso, as cepas fungicas 69F, 111L e 134L foram
indicadas como potenciais produtoras de lipases para reacdo de sintese
do etil oleato.

As atividades utilizando n-propanol foram, em média, de mesma
ordem de grandeza do que as obtidas com etanol. Entretanto as
atividades em n-butanol foram, em média, as menores obtidas,
indicando que os microrganismos estudados produzem lipases com
maior potencial para dlcoois de cadeia curta, comportamento peculiar
observado também por Romero et al. (2007) onde o butanol resultou em
decréscimo da atividade enzimadtica.

Pode-se observar que a adi¢do dos dlcoois metanol e etanol, na
reacdo organica, resultaram em distintos comportamentos das lipases
provenientes das cepas microbianas selecionadas. Nao houve uma
tendéncia entre os resultados, para cada meio reacional houve a
classificagio de um grupo de cepas produtoras, ressaltando a
importancia do processo investigativo quanto a especificidade de cada
lipase ao substrato usado como biocatalisador para sintese de ésteres de
dcidos graxos.

A Figura 4.6 apresenta uma comparacdo das cepas mais
promissoras obtidas neste trabalho. O comportamento catalitico das
lipases brutas, em meio orginico, com dcido oléico e os dlcoois,
metanol, etanol, n-propanol e n-butanol, indica que os solventes polares
(metanol, etanol e propanol) apresentam efeito positivo na atividade
enzimdtica de lipases em reacdes de esterificacdo. Efeito similar foi
obtido quanto a estabilidade da lipase de Aspergillus niger MYA135,
em reagOes de acrescidas metanol, etanol, propanol e acetona (Romero
et al., 2007)

Na sintese do n-propil oleato destaca-se a cepa fiingica 69F, com
atividade de 114,96 (U/g substrato), sendo a mais promissora dentre
todas as reagdes de sintese compostas pelos diferentes dlcoois avaliados,
com exce¢do do metanol. No entanto, em ordem decrescente destacam-
se ainda as cepas 161L, seguida das 186L que por sua vez é igual
(p<0,05) a 74F e a 111L com atividades de esterificagdo entre 100,42 a
64,80 (U/g substrato). As atividades em n-butanol foram pouco
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expressivas em comparagdo aos demais dlcoois, sendo as maiores em
torno de 33,0 (U/g substrato).

120

Metanol
Etanol

] n-propanol
Il n-butanol

100

80 |

60 |

40t

20

Atividade de Esterificacdo (U/g substrato seco)

69F  74F  186L  208L  141L  145L  111L  134L  161L  197L
Microrganismos selecionados
Figura 4.6 - Efeito dos dlcoois, metanol, etanol, n-propanol e n-butanol na
reagdo de esterificacdo do dcido oléico catalisada por lipases brutas produzidas
pelos microrganismos que se destacaram dentre os selecionados como
produtores de lipase com atividade de esterificacao.

Da mesma forma, Karadzic et al. (2006) verificaram que a lipase
de Pseudomonas aeruginosa apresentou efeito inibitdrio frente dlcoois
de cadeia longa, como n-butanol e o iso-propanol (log P =0,8 e 0,28,
respectivamente). O efeito inibitério causado por dlcoois de cadeia longa
pode ser devido a sua adsorcdo ao substrato, resultando em bloqueio da
interacdo da enzima com o substrato. Assim, em contrapartida frente a
dlcoois de menor cadeia a lipase apresentou atividade residual de 80 e
90% apdés exposicio de 24 h nos dlcoois metanol e etanol,
respectivamente.

Ao se avaliar os resultados obtidos com o estudo das atividades
de esterificacdo do 4cido oléico com cada dlcool, pode-se afirmar que a
cepa 69F com atividade de 114,96 (U/g substrato) foi a mais promissora
na sintese do n-propil oleato. Esta cepa apresentou diferenga
estatisticamente significativa (p<0.05) quando comparada as demais,
sendo maior que as obtidas com élcool metilico (141L) e dlcool etilico
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(69F), 101,03 e 104,97(U/g substrato), as quais ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (p<0.05).

A produgdo de biodiesel usando 6leo de girassol como substrato e
lipases imobilizadas de Pseudomonas fluorescens, Mucor javanicus,
Candida rugosa e Rhizopus niveus, em reagdes com metanol, etanol, n-
propanol e n-butanol foi avaliada por Iso et al. (2001), na busca da
composicdo de meio reacional eficiente. A rea¢do com n-propanol
proporcionou maior eficiéncia dentre os demais sistemas, considerando
que as reacdes ndo foram acrescidas de solvente como n-hexano por
exemplo.

A esterificacdo do dcido oléico usando lipase livre de Rizomucor
miehei, testando dlcoois tais como, etanol, 1-butanol, 1-pentanol e 2-etil-
1-hexanol, foi avaliada por Kraai et al. (2008), indicando que apds 1
hora de reacdo, 100% de conversdo do &4cido oléico foi observada
quando o élcool 1-butanol fazia parte da reagao.

Lipases estaveis especialmente frente ao metanol e etanol, sdo
consideradas de extrema importancia, devido a possibilidade de serem
usadas como catalisadores em reagdes para producdo de biodiesel
(Shimada et al., 2002; Fukuda et al., 2001). Assim, pesquisas que
envolvem a identifica¢do e produgdo de lipases tolerantes a dlcoois sdo
de grande relevancia, ja que atualmente hd necessidade da reducdo do
custo dos biocatalisadores aplicados na producio de biocombustiveis
por via enzimética.

Sao poucos os trabalhos que apresentam lipases com atividade de
esterificacdo produzidas em sistema de fermentacdo em estado sélido na
literatura, entre estes, cita-se os resultados obtidos por Ruiz et al., (2008)
na producdo do etil oleato com lipase de Rhizopus sp resultando em
atividade de esterificacdo de 1,5 U/mL e os resultados da sintese do butil
oleato com lipase imobilizada de Aspegillus niger com atividade de 120
U/g (Dutra et al., 2008). As atividades obtidas nesta pesquisa com 4cido
oléico e etanol (108,0 U/g) foram superiores as obtidas por Ruiz et al.
(2008). Este comportamento demonstra que estas sdo especificas para
dlcoois de cadeia curta. Ressalta-se que as condi¢des de produgdo das
lipases pelos microrganismos isolados neste trabalho ndo foram
otimizadas, sendo assim atividades maiores podem ser encontradas com
estudo da producio.

As cepas fuingicas 69F e 74F selecionadas demonstraram menor
especificidade em relacdo as demais cepas (leveduras), pois em trés
dentre os quatro dlcoois avaliados (etanol, n-propanol e o butanol) foram
observadas altas atividades de esterifica¢do, ressaltando que a sintese do
n-propil oleato, seguida do etil oleato foram as mais promissoras. A
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literatura reporta o uso de Penicillium coryophilum como potencial
produtor de lipase para uso em biocatdlise de reagdes na drea da quimica
fina (Baron et al., 2005), bem como Aspergillus niger como produtor de
lipase habil para reacdes de esterificacdo enancioseletiva (Carvalho et
al., 2005).

4.3.2.2 Especificidade do extrato enzimdtico frente a diferentes dcidos
graxos

A esterificacdo de 4cidos de cadeia longa, tal como o 4cido
oléico, apresenta-se como uma boa ferramenta para discriminar lipases
dentre as demais hidrolases (esterases e proteases) possivelmente
contidas no material fermentado. Ressalta-se que s@o amplamente
utilizados na selecao de hidrolases substratos como a tributirina ou 6leo
de oliva, contudo deve-se considerar que a atividade de sintese ndo estd
diretamente relacionada com a atividade de hidrélise (Maria e Gago,
1999). Neste caso, metodologias especificas devem ser utilizadas para
indicacdo de lipases microbianas com atividade de sintese.

A avaliagdo da especificidade das lipases produzidas em FES
com as 17 cepas selecionadas, em relacdo ao dcido oléico e ao 4cido
laurico foi realizada utilizando o dlcool n-propanol como co-substrato. A
Tabela 4.5 apresenta a atividade de esterificacio das 17 cepas
selecionadas como produtoras de lipases com atividade de esterificacdo
nos diferentes 4dcidos avaliados. Pela andlise de varidncia seguida do
teste de Tukey foi possivel observar que as atividades de esterificagio
obtidas nas reacdes com 4cido laurico, com os extratos brutos
liofilizados das lipases produzidas pelos microrganismos 111L e 182L
(80,56 e 81,51U/g substrato), foram igualmente consideradas as maiores
obtidas em relag@o as demais cepas avaliadas, (p<0,05).

Dentre as cepas selecionadas, as cepas ftngicas 69F e 74F bem
como as leveduras 161L e 186L apresentaram as maiores atividade de
esterificacdo com 4cido oléico sendo usado como substrato da reacao.
Importante ressaltar que atividades em torno de 100U/g substrato foram
encontradas usando o extrato lipolitico liofilizado obtido pela
fermentacdo com o fungo 69F, assim como com a levedura 161L, ambas
em sistema sdlido, sendo estas 66% e 84% respectivamente maiores das
encontradas quando o 4cido ldurico era usado como substrato.
Comportamento contrdrio foi observado ao se avaliar a atividade de
esterificagdo das cepas 111L, 135L e 182L as quais apresentaram maior
atividade quando o 4cido ldurico foi usado, em torno de 80 U/g
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substrato, sendo 24%, 44% e 65% respectivamente maiores em
comparagdo as obtidas com dcido oléico.

Tabela 4.5 - Especificidade das lipases produzidas em FES com as 17
cepas selecionadas, considerando a atividade de esterificacdo destes,
frente ao acido oléico e laurico com n-propanol.

Atividade de Atividade de
Estgri]‘icagdo com Esz:eri]”icagdo com
Microrganismo Acido Oleico Acido Ldurico
(U/g substrato) (U/g substrato)
69F 114,96 + 2,99 39,44 +0,22
74F 60,08+ 0,49 5,40° + 0,64
111L 64,80° + 0,67 80,56° £5,85
116L 5,47° £ 0,69 10,569 + 0,04
119L 8,94+ 1,83 39,51* 40,73
134L 21,11°+ 0,58 13,73%¢ +0,86
135L 44,50+ 1,85 80,05"" + 7,04
137L 9,522+ 1,19 10,08" + 0,87
141L 20,2142+ 1,86 1,02°¢7 40,18
145L 18,20%¢¢ +0.41 11,98™%¢ +0,74
146L 12,95+ 0,17 6,28™¢ +2.40
161L 100,42+ 4,23 15,874 +2 72
182L 28,25°+ 8,84 81,51°+2,75
185L 2,59°40,25 52,81+ 0,11
186L 65,02° +4,35 8,58"*"+ 1,35
197L 19,39%¢¢+0,05 9,58™¢" +(),77
208L 2,08°+0,27 9,41°¢" + 0,06

Meédias * erros seguidos de letras iguais em cada coluna, de cada éster graxo utilizados na
reacdo de esterificacdo com n-propanol, ndo diferem significativamente (p<0,05), de acordo

com o teste de Tukey.

A Figura 4.7 permite a visualizagdo do comportamento das cepas

que apresentaram as maiores atividades em 4cido oléico e ldurico, dentre
as 17 cepas selecionadas apresentadas na Tabela 4.5. Cabe evidenciar
que a cepa fungica 69F e as leveduras 111L e 135L apresentaram
atividades significativas em ambos o0s substratos, caracteristica
importante considerando as possibilidades de aplicacdes em diferentes
dleos vegetais.
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Figura 4.7 - Atividades de esterifica¢do obtidas com o uso de lipases brutas

produzidas pelos microrganismos que se destacaram dentre os selecionados

como produtores de lipase com atividade de esterificacdo, em dcido oléico e
l4urico, com n-propanol.

Maria et al. (2002) avaliaram o comportamento de culturas
comerciais, verificando sua capacidade de sintese relacionando ao indice
de pureza destas. O estudo da capacidade de enzimas brutas
apresentarem diferentes comportamentos cataliticos pode estar
vinculado a existéncia de isoenzimas no material ndo purificado (Casa et
al., 2006). A reacdo de esterificagdo € portanto considerada dependente
da concentracdo das enzimas lipoliticas presentes nos preparados
enzimdticos. Contudo, pesquisas relatam a possibilidade da presenca de
isoenzimas contidas normalmente em biocatalisadores brutos, também
em algumas lipases adquiridas comercialmente (Maria et al., 2002;
Maria e Gago, 1999).

Desta forma, a sele¢ao de biocatalisadores eficientes em sistemas
organicos, justifica a relevancia de pesquisas que busquem a selecdo de
lipases. Na presente pesquisa, a selecdo de cepas microbianas produtoras
de lipases, com atividade de sintese revelou, dentre os preparados
enzimaticos brutos, alguns microrganismos hédbeis a produzir lipases
com atividade de sintese. Dentre estes, citam-se as leveduras 69F, 161L,
eficientes produtoras de lipases hdbeis a catalisar a rea¢do de producio
de n-propil oleato, bem como, as cepas 74F, 111L e 186L também
produtoras interessantes de lipase para reacdes de sintese de ésteres
graxos.
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4.4 Estudo da producao de lipase hidrolitica

Esta sessdo apresenta o estudo do comportamento cinético da
producdo de lipases hidroliticas por FES em farelo de soja com
diferentes suplementacdes. O potencial de producdo de lipase pelos
fungos selecionados 58F e 74F foi avaliado. Os suplementos avaliados
foram fontes compostas, ou seja, residuos como o melago (ME), dgua de
maceracdo de milho (AMM), hidrolisado de levedura (HL), bem como
6leo de soja (OS), uréia (UR) e a mistura de ambos (UROS). Como
controle, foi utilizado o farelo de soja sem suplementagéo (FP).

Os suplementos utilizados nesta pesquisa foram selecionados
com base em suas composi¢cdes. Os suplementos provenientes de
residuos agroindustriais (HL, AMM e o ME) tornam-se alternativas
interessantes devido ao baixo custo de obtencdo e a presenca de
micronutrientes em sua composi¢do. Assim, buscando avaliar o efeito de
cada suplemento adicionado ao farelo de soja, a razdo C/N de todas as
suplementagdes foi mantida idéntica a do farelo de soja sem suplemento
(C/N 6,11). Para viabilizar a utilizagdo da uréia como suplemento,
mantendo-se a restricio da relacdo C/N constante, 6leo de soja foi
adicionado até a obtengdo de C/N 6,11.

Através do emprego da técnica de planejamento de experimentos,
verificaram-se o efeito da temperatura, umidade, concentracdo do
suplemento, concentracdo de esporos e granulometria do farelo de soja.
Na seqiiéncia realizou-se o estudo das condi¢des de producdo da
fermentacio com o microrganismo e o suplemento selecionados
anteriormente. A partir das defini¢cdes das condi¢des 6timas da producio
da lipase hidrolitica, verificou-se o efeito da varia¢do da razdo C/N do
suplemento na produtividade da enzima.

4.4.1 Avaliagdo da suplementacdo do meio de fermentacdo

Lipidios sdo geralmente indutores essenciais para uma alta
producdo de lipase (Dominguez et al., 2003). Desta forma, muitos
estudos t€m avaliado o uso das tortas de oleaginosas em bioprocessos de
producido de lipase. Aplicacdo biotecnoldgica de torta de girassol, soja,
coco, mostarda, palma, algoddo, canola, oliva entre outras, t€m
resultado na obtencdo de enzimas, antibidticos, biopesticidas, vitaminas
etc. Na producdo de enzimas, as tortas e farelos sdo usados como
substratos para FES ou como suplemento do meio de producdo, em
termos de fonte carbono e nitrogénio (Ramachandran et al., 2007). A
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producdo de lipase por fermentacdo em estado s6lido com diferentes
substratos sdlidos tem sido reportada em trabalhos da literatura (Castilho
et al., 2000; Holker et al., 2004). No entanto, poucos estudos da
utilizacdo de farelo de soja tém sido encontrados, dentre estes pode-se
citar pesquisas usando o fungo Penicillium simplicissimum (Vargas et
al., 2008; Di Luccio et al., 2004) e Penicillium verrucosum (Kempka et
al., 2008), Penicillium sp. (Wolski et al., 2009b) e a cepa mutante de
Aspergillus niger 11T53A14 (Damaso et al., 2008).

A utilizac¢do do farelo de soja para produgdo de lipases torna-se
interessante, pois este ¢ um dos subprodutos da cadeia de producio de
biodiesel, cuja producdo tem crescido continuamente no Brasil, com
perspectivas ainda maiores devido a meta de utilizacdo de 5% de
biodiesel em todo o diesel do Pais até o ano de 2013. A utilizagdo deste
substrato na produgdo de lipases pode ser um meio de aproveitamento
do excedente deste produto no mercado, agregando valor a0 mesmo.

A Tabela 4.6 apresenta a caracterizacdo do farelo de soja,
utilizado nos experimentos como fonte de nutrientes e suporte para o
crescimento microbiano, bem como dos suplementos utilizados como
coadjuvantes na producdo das lipases hidroliticas pelas cepas
microbianas selecionadas.

Tabela 4.6 - Caracterizacdo do farelo de soja e dos suplementos
utilizados na fermentacdo em estado sélido.

Fontes Gordura  Umidade Carbono Nitrogénio
Suplementacdo (%) (%) (%) (%)
Fgglo de Soja Puro 2,89 10,84 42,55 6.96
Oleo de Soja (OS) 100,00 0,00 79,20 0,04
Melago de Cana (ME) 0,70 39,00 31,92 0,50
Agua de Maceracdo de

Milho (AMM) 0,60 59,00 18,70 3,40
Hidrolizado de

Levedura (HL) 1,20 9,60 36,67 9,04
Uréia (UR) 0 0 20,00 46,64

O substrato suporte, farelo de soja, € um meio potencial para
fermentacdo em estado sdlido devido ao seu contetido de carbono e
nitrogénio, conforme descricdio na Tabela 4.6. No entanto, a
suplementacdo deste com outras fontes de nutrientes pode resultar em
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um aumento expressivo na produgdo de lipases hidroliticas, levando em
consideracdo as necessidades nutricionais de cada microrganismo.

O teor de umidade de cada suplemento foi levado em
consideracdo nos ajustes de umidade dos meios durante os experimentos
realizados por FES. Os suplementos oriundos de residuos industriais,
hidrolisado de levedura (HL), a 4gua de maceracdo de milho (AMM), e
melaco de cana (ME) consistem em boas fontes de carbono, além de
uma diversidade de outros compostos que podem atuar como fonte de
micronutrientes. O dleo de soja (OS) foi utilizado como fonte de
carbono e a uréia (UR) como suplemento de nitrogénio.

4.4.1.1 Efeito da suplementagdo

O estudo do efeito da suplementagdo do farelo de soja usado na
fermentacdo para producdo de lipases com Penicillium sp. 58F foi
avaliado em 48 e 72 h de fermentacdo, o resultado deste teste preliminar
pode ser visualizado na Tabela 4.7. Através da andlise de varidncia
seguida de testes de Tukey, observou-se que proporcionou variagdo na
produtividade da enzima, apresentando diferenca significativa (p<0,05).

Verificou-se que a adig¢do de 1% (m/v) dos suplementos ao farelo
de soja, ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05),
entre a produtividade obtida em 48 h de fermentacdo com farelo de soja
sem suplemento (FP), e a obtida em meio contendo dleo de soja (OS) e a
dgua de maceragdo de milho (AMM). Alguns estudos também mostram
as vantagens na suplementacdo de meios. O bagaco de cana
suplementado com 6leo de oliva resultou em eficiente producdo de
lipase por Rhizopus rhizopodiformis e Rhizomucor pusillus, obtendo-se
atividades de 79,60U/g e 20,24U/g com o uso de precursores adequados
(Cordova et al., 1998).

E interessante ressaltar que o farelo puro apresenta uma das
maiores atividades por grama de substrato seco, demonstrando assim ser
um bom suporte e fonte de nutrientes para a producdo de lipase
hidrolitica. A queda da atividade enzimdtica ocorrida em 72h de
fermentacdo no farelo puro sugere a possibilidade da producdo de
proteases reduzindo os niveis de lipases extracelulares contidas no meio
da fermenta¢@o, comportamento este observado em pesquisas anteriores
sobre producdo de lipases microbianas (Di Luccio et al., 2004; Palma et
al., 2000; Gombert et al., 1999). O farelo puro resultou em atividade
hidrolitica de 149,73U/g de farelo seco em 48h de fermentagdo. Este
valor € bastante promissor se comparado aos obtidos pelo fungo
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Penicillium simplicissimum 21,00 U/g em farelo de soja (Di Luccio et
al., 2004) e 30,00 U/g em torta de babacu (Gutarra et al., 2007), 15,17
U/g da lipase produzida em farelo de soja com Penicillium sp. (Wolski
et al., 2009b). Em todos estes trabalhos a atividade hidrolitica foi
determinada usando 6leo de oliva como substrato e método de titulacio
para quantificacao.

Tabela 4.7 - Comportamento da suplementacdo do farelo de soja na
producio de lipases por FES com Penicillium 58F, avaliadas através da
atividade hidrolitica em 6leo de oliva em pH 7.

Atividade lipdsica Produtividade
Suplementos U/g farelo seco™ (U/g farelo seco/h)*
48 h 72 h 48 h 72 h
oS 120,59 £16,25 140,98 +19,01* 2,51 £0,34™ 1,96 + 0,26
ME 76,87 +12,36" 155,82 +10,12° 1,60 +0,26" 2,16 +0,14°
AMM 158,82 +13,61° 133,33+0,86° 3,31 +0,28" 1,85+0,01*
HL 103,40 £ 10,01 153,67 +0,48" g’;f":—; 2,13+0,01°

FP 149,73 £ 0,34 39,61 £5,85" 3,12+0,01° 0,55+0,10

* Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes nas colunas diferem estatisticamente
entre si (p<0.05) pelo teste de Tukey.

O aumento da concentragdo de fontes de nitrogénio nos meios
pode contribuir para a producdo de lipases microbianas, conforme
demonstrado na produgdo de lipase em torta de Jatropha curcas (pinhio
manso) por Pseudomonas aeruginosa suplementada com NaNOj
(Mahanta et al., 2008).

Na producdo de lipase em fermentacdo submersa suplementada
com (NH,4),SO,, ocorreu aumento de trés vezes a atividade da lipase
produzida por Candida sp. (Tan et al., 2003). Rodriguez et al. (2006)
observaram que a suplementacio do bagaco de cana de agticar com uréia
possibilitou o aumento de seis vezes da atividade enzimdtica quando
comparada, por exemplo, ao uso do extrato de levedura.

Assim, de acordo com os resultados obtidos, e o reportado na
literatura optou-se por incluir a uréia no estudo da suplementacdo do
farelo de soja para producdo de lipases hidroliticas com os fungos 58F e
74F, padronizando-se a razdo C/N. Desta forma, foi possivel a
comparagdo de cada suplementacdo com o padrdo (FP), identificando o
real efeito destas fontes frente a produtividade da enzima, eliminando-se
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o efeito de uma maior concentracio de carbono ou nitrogénio na
comparagdo entre os suplementos.

4.4.1.2 Razdo C/N constante

O objetivo desta etapa foi avaliar o comportamento cinético da
producdo de lipases extracelulares com os Penicillium 58F e 74F em
farelo de soja acrescido de diferentes suplementos, mantendo-se a
relacdo C/N aproximadamente igual a do farelo de soja puro (6,11).
Desta forma buscou-se avaliar o efeito de outros nutrientes presentes nas
fontes suplementares na producio lipase. A descricdo dos suplementos
adicionados como fontes complementares de carbono e nitrogénio ao
farelo de soja, na producgdo de lipase hidrolitica podem ser visualizados
na Tabela 4.8.

O pH do meio contendo farelo de soja acrescido dos referidos
suplementos foi acompanhado durante o processo fermentativo com o
Penicillium 58F (Tabela 4.9) e 74F (Tabela 4.10), sendo o pH da
solucdo de cada suplemento determinado apds o preparo.

Tabela 4.8 - Caracteristicas dos suplementos adicionadas para producao
de lipase hidrolitica em fermentacio em estado solido (FES) com farelo
de soja.

Suplementos Componente da matriz Carbono  Nitrogénio  Relagdo

’ para fermenta¢do (%) (%) (C/N)

OS Farelo de soja + OS 43,34 6,96 6,23

ME Farelo de soja + ME 42,87 6,96 6,15
AMM Farelo de soja + AMM 42,73 6,99 6,11
HL Farelo de soja + HL 42,92 7,05 6,10

FP Farelo de Soja Puro 42,55 6,96 6,11

UR Farelo de soja + UR 42,75 7,43 5,76

Farelo de soja + (0,6%) UR
UROS +(2.0%) OS 45,37 7,43 6,11

Pode-se notar que ha um aumento de pH no meio de fermentagdo
considerando todas as suplementa¢cdes bem como o farelo puro (FP), em
relacdo aos tempos de fermentacdo, possivelmente devido a acdo das
lipases produzidas atuando sobre os dcidos do meio. Verifica-se também
uma tendéncia a estabiliza¢cdo em 120 h para as duas cepas (58F e 74F)
testadas de acordo com os dados apresentados nas Tabelas 4.9 e 4.10
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respectivamente. Neste tempo de fermentacdo verifica-se que o
suplemento AMM apresenta o maior pH para ambas as cepas avaliadas.

Tabela 4.9 - Evolugdo do pH nos diferentes meios de fermentagdo
utilizados para producéo de lipase no decorrer do processo fermentativo
com Penicillium 58F.

Suplementos pH Fermentagdo
Suplemento Oh 48 h 96 h 120 h
oS 6,42+0,06 6,60+0,03 720£0,14 7,79+£0,02 7,63%0,16
ME 6,09£0,55 6,53+0,01 7,11£0,01 7941006 7,85%0,09
AMM 4261003 6491002 749£0,07 7,85£0,06 7,99+0,05
HL 6,22+0,01 643£0,01 7,05£037 7,65+0,16 7,67%£0,06
FP 587£0,03 6,51£001 7,16£0,16 7,65+0,02 7,75%£0,01
UR 585%£046 6,79+0,06 735+£0,03 7,860,118 7,86%0,08
UROS 6,00£0,11 6,70£0,01 7,38£0,09 7,85+0,03 7,69 £ 0,07

O controle de pH estd relacionado com a manutengdo da
homogeneidade dos sistemas em meio s6lido. Pode-se aplicar para
corre¢do e manutengdo do pH no meio os sais de amonio, uréia e/ou uso
de agentes tamponantes (Nagel et al., 1999). O aumento do pH durante a
fermentacdo pode estar relacionado com o consumo de 4cidos graxos
pelo microrganismo.

Tabela 4.10 - Evolucdo dos valores de pH nos diferentes meio de
fermentacdo utilizados para produgdo de lipase no decorrer do processo
fermentativo com Penicillium T4F.

Supl pH Fermentagdo
uptementos | ¢ lemento 0 48 h 96 h 120 h
oS 6,18+028 6,65+001 7,54+001 7,71+008 8,06+001
ME 550+0,11 647+007 7,56+009 690+021 7,68%0,13
AMM 4384019 650001 7,58+006 7,68+029 808008
HL 6,11£0,13  646+0,05 679002 7,78+003 7,50%0,30
FP 5384022  6,50+021 733%008 7.79+0,19 7,78 +0,06
UR 5284033 6,70£005 735003 795+003 7,63%023
UROS 605+0,17 669+001 738+009 7.88+003 7,62+0,02
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4.4.1.3 Cinética da producdo de lipase em FES por Penicillium 58F

O comportamento cinético da produgdo de lipase por FES com
farelo de soja e o fungo 58F estd apresentado na Figura 4.8. A atividade
hidrolitica quantificada em pH 4 (Figura 4.8-a) foi menos expressiva
com todos os suplementos, bem como com no caso do farelo puro, ao
ser comparada com a atividade quantificada em pH 7 (Figura 4.8-b) ¢ 9
(Figura 4.8-c). A suplementacdo com uréia e 6leo de soja possibilitou a
obten¢do da maior atividade dentre as demais suplementagdes. Em
termo de produtividade em 48 h de fermentacdo os valores obtidos em
pH 4 (2,90U/g.h) foram bastante semelhantes em pH 7 (3,00 U/g.h) e
pH 9 (2,80 U/g.h). No entanto, ao se analisar os demais suplementos é
possivel perceber a discrepincia entre os comportamentos cinéticos,
sugerindo a producio de distintas proteinas.

A producio de lipase em meio suplementado com uréia e 6leo de
soja foi estatisticamente superior as obtidas nos demais suplementos
testados (p<0,05) nos diferentes tempos em pH 4. J4 em pH 7 observou-
se que as atividades obtidas com UROS foram consideradas iguais
(p<0,05) as obtidas com os suplementos ME, HL, AMM e UR. A
andlise dos resultados de cada suplemento obtido em pH 9 apresentaram
particularidades em cada tempo de fermentacdo. No entanto, a mistura
de suplementos uréia / 6leo de soja permaneceu entre as maiores
produgdes, seguidas das suplementa¢des com UR, ME, HL e AMM. Em
96 h, a utilizagdo de farelo sem suplementacdo demonstrou ser eficiente.

A adicdo de 6leo de soja como suplemento ao farelo de soja néo
aumentou a produg¢do de lipase nos distintos pH de dosagem de
atividade hidrolitica, contradizendo citagdes, de que Oleos e gorduras
seriam bons indutores na elevacdo dos indices de produtividade de
enzimas lipoliticas. Alguns autores, no entanto, mostram que a
suplementacdo muitas vezes ndo leva ao aumento da producdo de
lipases, devido a efeito de inibicdo por excesso de substrato. A
suplementacdo da torta de gergelim com 6leo de gergelin e girassol para
producdo de lipase por FES com Aspergillus niger MTCC 2594 ndo
proporcionou incremento na produtividade (Kamini et al., 1998). A
suplementacdo de torta de soja com 6leo de soja, com o uso do fungo
Penicillium simplicicimum, pesquisado por Di Luccio et al. (2004)
também ndo causou aumento da producgdo de lipase. Tal comportamento
atribui-se ao fato de o farelo de soja se constitui em boa fonte de
nutrientes, provocando inibicdo da produgdo enzimatica por excesso de
substrato.
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Figura 4.8 - Cinética da producdo de lipase pelo Penicillium 58F determinadas em
pH 4,0 (a), pH 7,0 (b) e pH 9,0 (c), em farelo de soja suplementado com dleo de soja
(0OS), melaco (ME), dgua de maceracio de milho (AMM), hidrolisado de levedura
(HL), farelo de soja (FP), uréia (UR) e uréia acrescida de 6leo de soja (UROS).
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Considerando que na maioria das cinéticas nos diferentes pH, a
suplementacdo com a uréia acrescida de dleo de soja apresentou efeito
pronunciado no aumento da produtividade, a Tabela 4.11 apresenta os
detalhes dos resultados da fermentacdo com meio suplementado de uréia
acrescida de dleo de soja. O pico de producdo de lipase 4cida foi
observado em 72 h com atividade hidrolitica de 147,00 U/g. Para as
atividades em meio alcalino e neutro o pico ocorreu em 120 h com
atividade de 140,74 U/g e 203,70 U/g respectivamente. Contudo, no
caso das atividades em meio alcalino e acido, bons resultados foram
obtidos ja em 48 h de fermentacdo.

Tabela 4.11 - Cinética da atividade hidrolitica de lipase produzida com
Penicillium 58F em farelo de soja suplementado com uréia acrescida de
6leo de soja (UROS) em diferentes pH.

Nivel Atividade Hidrolitica (U/g farelo seco)
24h 48h 72h 96h 120h
pHA 58,41bi 139,18 £ 146,81 + 116,27 + 116,79 £
3,77 2,14% 15,40° 7,17 1,72
PHT 108,94 146,61 + 180,20 + 196,61 + 203,70 =
+1,15¢ 5,63° 11,57 15,79 6,43"
pHO 83,93 + 134,41 + 102,93 + 133,55 + 140,74 +
10,48° 23,06 6,97*° 18,85 8,33

Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes nas linhas diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (p<0.05).

Outros autores ja demonstraram que diferentes fontes de
nitrogénio usadas como suplementos em meios fermentativos podem
aumentar consideravelmente a produgao de lipases extracelulares. Pode-
se citar a produgdo de lipases microbianas por FES em torta de Jatropha
curcas (Mahanta et al., 2008), bagaco de cana (Rodrigues et al., 2006) e
torta de babagu (Gombert et al., 1999).

4.4.1.4 Cinética da producdo de lipase em FES por Penicillium 74F

O comportamento cinético da producdo de lipase através da
fermentacdo em estado sélido com farelo de soja e Penicillium T4F é
apresentado na Figura 4.9. Nao foi possivel verificar efeito significativo
(p<0,05) entre as diferentes suplementa¢des para este microrganismo em
termos da quantificacdo da atividade hidrolitica em pH 4 (Figura 4.9-a)
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pH 7 (Figura 4.9-b) e pH 9 (Figura 4.9-c). Quanto a produtividade em
48 h de fermentagdo, no caso da suplementa¢do com uréia acrescida de
6leo de soja, observou-se uma diferenca quando se comparou a
produtividade em pH 4 (2,10U/g.h), ao pH 7 (3,10U/g.h) e ao pH 9
(2,00U/g.h), para o meio suplementado com uréia acrescida de 6leo de
soja.

A fermentacdo em estado sélido para producdo de lipase com
atividade hidrolitica usando farelo de soja e Penicillium 58F demonstrou
ser promissora para obtencdo de lipases dcidas ou alcalinas em 48 h e
120 h de fermentacdo com atividades de 139,18 e 140,74 Ulg,
respectivamente, conforme demonstrado na Tabela 4.12. O pico de
producdo da lipase neutra usando Penicillium 58F foi em 120 h (204,00
U/g), com expressiva atividade enzimdtica, principalmente se
comparada com as atividades das lipase produzida em torta de babacu
com e Penicillium simplicissimum 17,40 U/g (Azeredo et al., 2007) e
30,00 U/g (Gutarra et al., 2007).

Tabela 4.12 - Comparacdo entre as atividades hidroliticas obtidas
através da fermentacdo com farelo de soja suplementado com uréia
acrescida de 6leo de soja nos tempos de mdxima produtividade com os
microrganismos selecionados.

Atividade Hidrolitica (U/g farelo seco)
Cepas pH4 pH7 pH9
48 h 72 h 96 h 120 h 96 h 120 h
Penicilli | 139,18 146,81+ 196,61+ 203,70 133,56+ 140,74 +
um 58F | £2.14*°  1540° 15,79  £6,43° 18,85 8,33"
Penicilli | 11551 109,49+ 148,11+ 141,30 140,10+ 97,95+
um 74F | +4,11° 3,53° 527° £11,72° 4,13 9,48°

Meédias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes nas colunas, em cada pH, diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Com base nos resultados obtidos na etapa de selecio da
suplementacdo do meio de fermentacdo, usando as cepas microbianas
selecionadas, 74F e 58F, optou-se por realizar o estudo da producdo de
lipase com o fungo 58F em meio suplementado com uréia acrescida de
6leo de soja.
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Figura 4.9 - Cinética da producdo de lipase pelo Penicillium 74F determinadas em
pH 4,0 (a), pH 7,0 (b) e pH 9,0 (c), em farelo de soja suplementado com 6leo de soja
(0OS), melaco (ME), dgua de maceracio de milho (AMM), hidrolisado de levedura
(HL), farelo de soja (FP), uréia (UR) e uréia acrescida de dleo de soja (UROS).
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4.4.1.4 Cinética da producdo de protease

O acompanhamento da producdo de protease durante o processo
de biosintese da lipase em FES é um fator importante. Em média, o
aumento do pH apdés 20 h de fermentacdo é acompanhado com o
aumento dos niveis de protease. Este comportamento provavel é devido
a degradacdo de aminodcidos, que liberam grupamento amino no meio,
que este ao formar amonia retira fons hidrogénio do meio, ocasionando
assim o aumento de pH. Neste sentido, o tipo de suplemento estd
diretamente correlacionado a producdo de proteinas distintas (Palma et
al., 2000).

O controle de pH pode, entdo, ser indispensdvel para certos
processos de FES, mas a ndo homogeneidade dos sistemas em meio
s6lido € uma dificuldade. Pode-se aplicar para corre¢do € manutengio
do pH no meio sais de amonio e uréia e/ou agentes tamponantes (Nagel
et al.,, 1999). A Figura 4.10 apresenta o comportamento cinético da
producdo de protease no meio de fermentacdio com a cepa de
Penicillium 58F (a) e 74F(b) em farelo de soja suplementado.

Nao foi observado aumento relevante no valor de pH durante as
120 h de fermentacdo, dados apresentados no item 4.2.2.2. Este
comportamento pode estar diretamente associado a baixa atividade
protedsica obtida durante a produgdo de lipase. A baixa producdo de
protease refletiu-se também no comportamento cinético da produgio de
lipase (Fig 4.7 e 4.8) onde se observa que para ambas lipases produzidas
nao hd uma diminuicdo de atividade lipdsica ao longo do tempo de
cultivo.

Pode-se observar que os valores obtidos na fermentagdo para
ambos 0s microrganismos sdo muito baixos, o farelo de soja parece
mostrar uma tendéncia a reprimir a producgio de proteases por fungos do
género Penicillium. Por exemplo, Penicillium verrucosum produz em
120 h de fermentacdo cerca de 0,65U/g de protease em farelo de soja
(Kempka et al., 2008). Pequenas atividades protedsicas (até 0,45 U/g)
foram também observadas por Vargas et al. (2008), em fermentagio de
farelo de soja com Penicillium simplicissimum. Os resultados obtidos
sdo muito interessantes ji que os extratos obtidos sofrem pequena
influéncia das proteases, permitindo maior estabilidade dos mesmos.

A FES com Penicillium restrictum e torta de babacu apresenta
um aumento de aproximadamente 1,7 vezes da atividade protedsica
quando se adiciona Tween 80 ao meio basal. A alcalinidade do meio de
cultura é observada de forma associada ao aumento dos niveis de
protease (Palma et al., 2000).
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Figura 4.10 - Avaliacdo cinética da producédo de protease do Penicillium 58F
(a) e 74F (b) em farelo de soja suplementado com 6leo de soja (OS), melaco
(ME), agua de maceracdo de milho (AMM), hidrolisado de levedura (HL),
farelo de soja (FP), uréia (UR) e uréia acrescida de 6leo de soja (UROS).

4.4.2 Maximizagdo da produgdo da lipase hidrolitica
O estudo da maximizacdo da producdo de lipase hidrolitica foi

desenvolvido com o suplemento definido anteriormente como o que
resultou nas maiores atividades hidroliticas.
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4.4.2.1 Screening de varidveis para producdo de lipase utilizando
Penicillium 58F

Inicialmente foi avaliada a influéncia da variacdo do volume do
inéculo na produtividade da enzima. Este estudo foi conduzido devido a
necessidade de redugdo do volume de inéculo (2,5 mL) adicionado na
matriz de fermentacdo, para adequacdo as condigdes de estudo do
planejamento experimental.

Considerando o fato de que o volume menor de inoculo poderia
implicar na dificuldade de distribuicdo de esporos no meio de
fermentacdo, podendo levar a provdveis variagdes nos resultados de
producdo da enzima. Ressalta-se que neste estudo a concentracdo de
esporos/g de substrato ndo foi alterada. Segundo Gutarra et al. (2007), a
mudanca de estratégia do indculo influenciou produtividade de lipase
em FES com Penicillium simplicissimum em torta de babacu, ao
comparar o indculo convencional ao com pellets do fungo crescidos em
meio liquido. A atividade lipdsica aumentou 1,5 vezes, com 10 vezes
menos esporos adicionados no indculo convencional (suspensdao de
esporos/g torta de babacu) (Gutarra, et al., 2007).

As demais condi¢des experimentais usadas para obtengcdo dos
dados de atividade descritos na Tabela 4.13 foram baseadas no ponto
central do planejamento PB12 (Tabela 4.14). Ambos in6culos possuiam
uma concentracdo de esporos de maneira a se obter 1x10° esporos /g
farelo seco no meio de fermentagao final.

Tabela 4.13 - Estudo da influéncia do volume de in6culo em 96 € 120 h
de fermentagdo com Penicillium 58F para producdo de lipase hidrolitica
em farelo de soja suplementado com 5,5% (p/p) de uréia e 6leo de soja.

Volume Atividade Hidrolitica (U/g farelo de soja seco)
Inéculo pH 4 pH7 pHY
(mL) 96 h 120 h 96 h 120 h 96 h 120 h
15 12525 137,53+ 123,60* 192,85+ 93,89 110,08+
’ 43,89 6,23 12,91 9,29 18,11 9,43
25 105a’27 111,21+ 107,94% 129,40+  83,52% 95,151
’ +6.70 10,65 5,70 12,18 14,06 93

Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes nas colunas, em cada pH, em 96 ¢ 120 h
de fermentagdo, diferem estatisticamente entre si (p<0.05) pelo teste de Tukey.
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acrescida de 6leo de soja, UROS %), na produgdo de lipase hidrolitica com

Penicillium F58 em fermentagdo com farelo de soja.
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Em todos os ensaios ndo se observou diferenca significativa
(p<0,05) de atividade em fun¢do do volume de indculo, com exce¢do da
dosagem em pH 4,0 em 120 h de fermentacdo. Desta forma, optou-se
por usar o volume de indculo de 1,5mL, o que facilitou a execucdo dos
ensaios do planejamento com baixas concentragdes de dgua no farelo.
Condicdo semelhante foi utilizada na producdo de lipase com o fungo
Aspergillus niger, onde 0,25mL de inéculo foi utilizado em 10 g de
farelo de trigo e torta de gergelim, perfazendo 1,07x10865p0r0s/g de
substrato (Kamini et al., 1998).

A cinética de producdo de lipase para cada experimento da
Tabela 4.14 é apresentada na Figura 4.11. Os resultados apresentados
sdo referentes aos dados de atividade hidrolitica determinadas em pH 4
(), pH 7 (b), pH 9 (c).

A Tabela 4.14 apresenta a matriz do primeiro planejamento
experimental (PB12) com os valores reais e codificados de cada varidvel
estudada, bem como a varidvel de resposta, atividade hidrolitica, em 96
e 120 h de fermentacdo. A andlise de efeito das varidveis estudadas no
primeiro planejamento experimental (Tabela 4.14) é apresentada na
Tabela 4.15. Os dados analisados em termos de atividade hidrolitica sdo
descritos de acordo com os pH de dosagens, em 96 h e 120 h de
fermentacdo. E importante ressaltar que o objetivo de sua realizagio é
selecionar varidveis que sejam importantes para o processo. As varidveis
estatisticamente significativas com p< 0,1 foram incluidas para evitar
deixar algum fator importante fora da avaliacdo de seu efeito no
processo (Rodrigues e lemma, 2005).
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Tabela 4.14 - (a). Matriz do planejamento experimental Plackett-Burman com valores reais e codificados das
varidveis manipuladas e as respectivas respostas em termos de atividade hidrolitica em 96 h de fermentagdo, e

diferentes pH de medida de atividade.

Ensaios

o e Y

il s e =)
[ I SO I S R )

Condigoes Experimentais

(%)

+1 (34)
+1 (34)
-1 (20)
+1 (34)
+1 (34)
+1 (34)
-1 (20)
-1 (20)
-1 (20)
+1 (34)
-1 (20)
-1 (20)
0(27)
0(27)
0(27)

U (%) Granul (Tyler)

-1 (35)
+1 (75)
+1 (75)
-1 (35)
+1 (75)
+1 (75)
+1 (75)
-1 (35)
-1 (35)
-1 (35)
+1 (75)
-1 (35)
0 (55)
0 (55)
0 (55)

+1(16)
-1 (60)
+1 (16)
+1 (16)
-1 (60)
+1 (16)
+1(16)
+1 (16)
-1 (60)
-1 (60)
-1 (60)
-1 (60)
0(32)
0(32)
0(32)

[Esporos]

-1 (1x10"
+1 (2x10%
-1 (1x10"
+1 (2x10%
+1 (2x10%
-1 (1x107)
+1 (2x10%
+1 (2x10%
+1 (2x10%
-1 (1x107)
-1 (1x10"
-1 (1x107)
0 (1x10%
0 (1x10%
0 (1x10%

[UROS]%

1D
-1(1)
+1(10)
-1(1)
+1(10)
+1 (10)
1D
+1 (10)
+1(10)
+1 (10)
1D
-1(1)
0(5.5)
0(5.5)
0(5.5)

pH4
16,20 £2,15
16,84 £ 0,12
43,49 £7,01
6,79 £0,12
13,39+£0,33
11,96 £ 0,07
204,27+£4,43
8,02+ 0,51
16,02 £2,04
29,33 +£0,40
147,12+ 1,59
50,16 £ 1,36
129,85 £4,92
106,42 £ 4,65
106,28 +2,87

Atividade hidrolitica

(U/g farelo seco) 96 h
pH7 pHI
0,65+0,13 2,70+0,33
6,22+0,10 5,80+ 0,85
97,26 + 6,58 70,01 £0,10
4,31+1,00 2,67+0,80
37,62 +£5,09 10,54 £ 0,75
6,73 £2,41 2,25+0,14
266,18 = 2,68 177,68 £4,83
7,35+ 1,01 3,11+1,21
22,14 £0,40 4,53+0,33
14,54 +2,76 3,54+0,97
175,85 +£4,03 200,96 + 4,14
61,03 +2,28 30,66 + 0,62
123,85+ 1,40 97,13 + 1,66
124,08 £5,92 88,69 £ 1,65
121,54 £2,91 102,34 + 1,64
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Tabela 4.14 - (b). Matriz do planejamento experimental Plackett-Burman com valores reais e codificados das
varidveis, manipuladas e as respectivas respostas em termos de atividade hidrolitica em 120 h de fermentacdo, e
diferentes pH de medida de atividade.

Condigées Experimentais
Ensaios o U Granul Atividade hidrolitica (U/g farelo seco)120 h
T(°C) (%) (Tyler)  [Esporos]  [UROS] % oH 4 oH 7g f ol 9
1 +1(34) -1(35) +1 (16) -1 (1x107) -1 (D) 5,881+0,78 3,39+£0,41 1,46 £ 0,41
2 +1(34) +1(75) -1 (60) +1 (2x10%) -1(1) 2,02+0,43 15,15+ 1,40 19,57 £ 0,14
3 -1(20)  +1(75)  +1(16) -1 (1x107) +1 (10) 57,65 £ 12,30 90,80 = 2,03 95,41 £0,10
4 +1(34) -1(35) +1 (16) +1 (2x10%) -1(1) 17,53 £ 0,69 21,77 £ 2,61 2,44 10,75
5 +1(34) +1(75 -1 (60) +1 (2x10%) +1 (10) 18,23 £ 0,58 36,57 £ 2,39 8,03+ 1,20
6 +1(34) +1(75) +1(16) -1 (1x107) +1 (10) 8,42+ 4,86 0,90 + 0,32 3,59+0,46
7 -1(20)  +1(75)  +1(16) +1 (2x10%) -1 (D) 83,79 £ 4,43 176,81 £2,35 203,68 4,89
8 -1(20)  -1(35) +1 (16) +1 (2x10%) +1 (10) 17,01 £2,63 11,06 £ 0,32 1,59+ 0,50
9 -1(20)  -1(35) -1 (60) +1 (2x10%) +1 (10) 19,16 £ 0,03 6,30 £2,73 5,19+£0,38
10 +1(34) -1(35) -1 (60) -1 (1x107) +1 (10) 26,40 £ 1,81 27,26 £ 1,50 5,23+0,27
11 -1(20)  +1(75) -1 (60) -1 (1x107) -1 () 90,02 + 4,69 140,29 £0,69 215,95+ 1,68
12 -1(20)  -1(35) -1 (60) -1 (1x107) -1(1) 47,40 £3,40 54,26 £ 1,69 24,32 + 0,29
13 0(27) 0 (55) 0(32) 0 (1x10%) 0(5.5) 143,23 £7,71 155,64 £ 1,04 153,90 13,25
14 0(27) 0(55) 0(32) 0 (1x10%) 0(5.,5) 113,70+4,04 140,96 £ 0,32 149,82 £ 2,11
15 0(27) 0 (55) 0(32) 0 (1x10%) 0(5,5) 11994+479 151,88 £3,22 127,92 +5,30
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Tabela 4.15 - (a) Efeito das varidveis de processo, estudadas no
planejamento experimental (PB12), na produ¢do da lipase hidrolitica
apods 96 e 120 h de fermentagao, determinadas em pH 4.

Parametros
Média
(1)Temp(L)
@UL)
(3)Gran (L)
(4)Esporos(L)
(5)UROS (L)

96 h 120 h
Efeito  Desvio 12) P Efeito  Desvio 12) P
60,41" 3,50 1725 001 51,36 4,02 12,78 0,01
-6243" 7183 =797 002 -3943" 8,99 439 0,05
51,76 7,83 6,61 002 21,13 8,99 235 0,14
2,98 7.83 038 074 2,16 8,99 024 0,83
-5,49 7,83 -0,70 056 -13,00 8,99 -145 028
-53,19" 783 -6,79 002 -16,63 8,99 -1,85 021

“Efeitos significativos p< 0,1

Tabela 4.15 - (b) Efeito das varidveis de processo, estudadas no
planejamento experimental (PB12), na produ¢do da lipase hidrolitica
apods 96 e 120 h de fermentagao, determinadas em pH 7.

Parametros
Média

(D Temp(L)
@um)
(3)Gran(L)
(4)Esporos(L)
(5)UROS(L)

96 h 120 h
Efeito Desvio 12) P Efeito Desvio 12) P
71,29° 036 196,56 0,01 6887 197 3497 001
-9329" 0,81 -11503 0,01 -6241° 440 -14,18 0,01
79.97° 081 98,61 0,01 56,08 440 12,74 0,01
10,85° 0,81 1337 0,01 4,15 4,40 094 045
-2,04 0,81 2,52 0,13 821 4,40 -1,86 0,20
5477 081 -67,54 0,01 -39,80" 440 9,04 0,01

“Efeitos significativos p< 0,1

Tabela 4.15 - (c) Efeito das varidveis de processo, estudadas no
planejamento experimental (PB12), na produ¢do da lipase hidrolitica
apds 96 e 120 h de fermentagao, determinadas em pH 9.

Pardametros
Média

(D Temp(L)
@U(L)
(3)Gran(L)
(4)Esporos(L)
(5)UROS(L)

96 h 120 h
Efeito  Desvio 12) p Efeito  Desvio 12) p
53,51" 1,78 30,08 001 67,88 3,61 18,81 0,01
-76,58" 398  -1925 0,01 -8430° 8,07 -1045 0,01
70,01° 3,98 17,60 0,01 8433 8,07 10,45 0,01
0,40 3,98 0,10 093 498 8,07 0,62 0,60
-17.64" 398 443 005 -17,58 8,07 2,18 0,16
5442 398  -13,68 001 -5806 807 2720 0,02

“Efeitos significativos p< 0,1

Pode-se visualizar na Tabela 4.15 (b) o efeito das variaveis de
processo na atividade hidrolitica determinadas em pH 7. Os dados
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obtidos apés 96 h de fermentacdo resultaram nas maiores atividades
dosadas em pH 7 (266,18 U/g farelo de soja seco), no ensaio 7 do
planejamento (Tabela 4.14), conforme pode-se visualizar claramente na
Figura 4.11 (b). Neste caso, a varidvel temperatura do processo e
suplementacdo (UROS) influenciaram negativamente (p<0,1) na
producdo da lipase hidrolitica. A umidade da matriz sélida (farelo de
soja) exerceu influéncia positiva no processo fermentativo, sendo que
todas as varidveis citadas mantiveram este comportamento nos tempos
cinéticos de 96 e 120 h. No entanto, a granulometria indicou exercer
efeito positivo no processo somente no tempo de 96 h de fermentacao
empH 7.

A Tabela 4.15 (c) apresenta a andlise de efeito das varidveis de
processo na atividade hidrolitica determinada em pH 9. Os dados
obtidos apds 120 h de fermentacdo resultaram nas maiores atividades
quando efetuadas as dosagens em pH 9 (Tabela 4.14), conforme pode-se
visualizar claramente na Figura 4.11 (c). Neste tempo, a temperatura do
processo e suplementacdo (UROS) influenciaram negativamente (p<0,1)
a produgdo da lipase hidrolitica. Comportamento contrario foi observado
quanto ao conteido de umidade da matriz sélida (farelo de soja), sendo
que este exerceu influéncia positiva no processo fermentativo, sendo que
todas as varidveis citadas mantiveram este comportamento nos tempos
de 96 e 120 h. No entanto, a concentragdo de esporos apresentou efeito
negativo no processo somente no tempo de 96 h.

Observa-se que em cada pH foram observados valores de
atividade hidrolitica distintos, sendo que esta peculiaridade pode ser
indicativa da producdo de um pool de lipases hidroliticas, indicadas
pelos bons resultados de atividade nas faixas de pH avaliados. Em
particular, a incorporacdo de diferentes substincias lipidicas pode
resultar na produgdo de diferentes isoenzimas (Zarevicka et al., 2005;
Saxena et al., 2003b). Assim, cada sistema resultard em diferentes
proteinas, com caracteristicas especificas quanto a sua especificidade na
catdlise de reagdes, e consequentemente dos produtos formados (Asther
et al., 2002).

Os ensaios 7 (20°C, 75%U, Tyler 1-2 mm, 2x10° esp/g e 1%
UROS) e 11 (20°C, 75%U, Tyler 0,50-0,25mm, 1x10’ esp/g e 1%
UROS) apresentaram as maiores produtividades hidroliticas, conforme
pode-se visualizar na Figura 4.12, quando comparadas ao ponto central
do planejamento fraciondrio. Cabe ressaltar que a queda da
produtividade obtida entre os tempos cinéticos de 96 e 120 h de
fermentacdo nos ensaios 7 e 11 foi mais expressiva em pH 4 (Figura
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4.11(a)) ao ser comparada ao pH 7 (Figura 4.11 (b)). Nas mesmas
condicdes, as atividades hidroliticas determinadas em pH 9 mostram um
comportamento contrario, havendo um incremento de 14% e 7,5% na
atividade enzimadtica entre 96 e 120 h de fermentacio, respectivamente
(Figura 4.11(c)).

3.0

-7
2.8 f—o— 11
—&— Central
——7
24 f—o- 11
—eo— Central
——7

2.6

Produtividade de Lipase Hidrolitica (U/g.h)

20 40 60 80 100 120
Tempo (h)

Figura 4.12 - Produtividade da enzima hidrolitica dos ensaios 7 (simbolos
preenchidos), 11 (simbolos abertos), e Central (simbolos preenchidos em cinza),
do planejamento experimental Plackett-Burman (Tabela 4.14), sendo as
dosagem da atividade em pH 4( ), pH7(0), e pH9 (A).

Embora o ensaio central tenha se destacado em termos de
produtividade, a temperatura do processo de fermenta¢do dos ensaios 7
e 11 torna-se mais competitiva devido a possibilidade da menor
demanda energética, podendo-se trabalhar em temperatura ambiente ou
préxima a ambiente. Outro fato importante seria a comparagdo entre as
granulometrias usadas no ensaio 7 (Tyler 1-2 mm), ensaio do ponto
central e o ensaio 11 (Tyler 0,25-0,50 mm). Levando-se em
consideracdo a classificacdo granulométrica do farelo adquirido
comercialmente, usada nos referidos ensaios, o ensaio 7 seria
interessante ja que quantitativamente é a maior fracdo classificada do
farelo produzido, principalmente em termos da possibilidade de
implementacdo do processo em larga escala. A Figura 4.13 apresenta o
aspecto do farelo de soja apés 120 h de fermentacdo com o Penicillium
F58, em diferentes granulometrias.
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(a) (b)
Figura 4.13 - Aspecto do meio de fermentacdo com Penicillium 58F para
producdo de lipase hidrolitica com farelo de soja na granulometria entre 1 e 2
mm - ensaio 7 (a) e 0,25 ¢ 0,50 mm - ensaio 11 (b).

Pode-se observar que o crescimento do Penicillium 58F ocorre
visivelmente ao redor das particulas do farelo de soja granulometria
entre 1 e 2 mm. Este fato ndo é evidenciado na Figura 4.13 (b) onde
ocorreu compactacdo do leito de fermentacdo, devido ao pequeno
tamanho das particulas de farelo de soja granulometria entre 0,25 e 0,50,
com 75% de umidade. Assim, uma camada do fungo desenvolveu-se
preferencialmente no topo do leito de sdlidos. O comportamento do
ensaio 11 quanto a umidade e granulometria (75% umidade e
granulometria entre 1 e 2 mm foi, de certa forma, peculiar pois apesar da
colmatacdo do leito, um bom desenvolvimento do microrganismo S58F
foi evidenciado sendo o resultado de atividade altamente significativo.
Este resultado pode estar relacionado com pequena espessura da camada
do substrato sélido utilizado na fermentagao.

Como observado também por Gervais e Molin (2003), o
crescimento da maioria das espécies de fungos filamentosos pode
ocorrer na superficie ou entre as particulas do substrato sélido,
dependendo da sua porosidade. A aplicacdo de fungos filamentosos na
FES torna-se interessante justamente devido a capacidade de penetragéo
na matriz, pela formacdo do micélio do fungo no leito do suporte,
apresentando relacio direta com a velocidade de formacdo da enzima.

Portanto, para aumentar o desempenho da FES, alguns fatores
devem ser ajustados de acordo com a especificidade do microrganismo e
o substrato usado, facilitando a forma¢ao do micélio, contribuindo para
producio da enzima hidrolitica (Couto e Sanromén, 2005; Rahardjo et
al., 2005; Raghavarao et al., 2003). Deve se considerar ainda que a



Capitulo 4 — Resultados 123

porosidade do leito da fermentacdo em estado sélido e a drea superficial
estdo diretamente relacionadas com a taxa de oxigénio distribuido e o
espaco entre as particulas de substrato.

Geralmente, particulas menores do substrato resultam em uma
maior drea superficial para o desenvolvimento dos microrganismos. No
entanto, pode também resultar na aglomeracdo do substrato e, desta
forma, dificultar o crescimento das células. A compactag¢do pode ainda
afetar os processos de transferéncia de calor e massa, pois,
normalmente, o material ou matriz sélida usada na FES possui baixa
condutividade térmica naturalmente. Consequentemente, a remogdo do
calor do processo pode ser baixa por este aspecto. O actimulo de calor
no decorrer da fermenta¢do pode ocasionar a desnatura¢do das enzimas
produzidas, por outro lado, particulas maiores melhoram a aeracido do
sistema (Holker & Lenz, 2005; Chen et al., 2005; Pandey, 2003). Como
neste trabalho se utilizou a fermentacdo em frascos, estes efeitos
atribuidos a meio sélido de baixa granulometria foram minimizados e
parecem ndo ter influenciado a producdo da enzima em pequena escala.

Os resultados aqui apresentados mostram que a faixa entre 1-2
mm foi a que apresentou os melhores resultados. Desta forma, esta
fracdo do farelo de soja foi padronizada para realizacdo das etapas
posteriores da maximiza¢do da producio de lipase hidrolitica.

O fato de esta fragdo integrar a maior parte do farelo de soja
comercializado € um fator que contribui para a economia do processo e
facilita o escalonamento, uma vez que reatores industriais com peneiras
mais grossas podem ser utilizados, o que de fato é bastante comum.
Contudo, ao se considerar a andlise estatistica (Tabela 4.14), a varidvel
granulometria apresentou influéncia no processo (p<0,1), somente
quando a dosagem da atividade foi realizada em pH 7 em 96 h de
fermentacdo (Tabela 4.15 (b)).

No cultivo de Aspergillus oryzae foi verificado que o rendimento
da obtencdo da enzima estaria diretamente correlacionado com a
captagdo de oxigénio por grama de substrato e consequentemente a acao
de enzimas extracelulares na degradacio deste substrato depende da sua
disponibilidade estrutural. Deve-se considerar ainda que a fracdo de
dgua soldvel no substrato é que proporcionard a difusdo da matriz
sOlida, viabilizando a acdo enzimdtica e a formacdo de compostos
metabdlicos (Godoy et al., 2009; Rahardjo et al., 2005).

O conteudo de umidade do meio sélido € uma das varidveis mais
importantes do processo de fermentacdo em meio sélido (Pandey et al.,
2003). A baixa concentragdo de dgua pode dificultar o acesso aos
nutrientes, diminuindo o crescimento dos microrganismos. Assim, fica
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claro que geralmente a definicdo de quais microrganismos podem
crescer em sistemas de fermentacio em estado sélido € determinado pela
aw do substrato sélido (Gutarra et al., 2005; Pandey, 2003; Gervais &
Molin, 2003). O impacto do conteiido de umidade na matriz sélida é
definido através das diferengas dos produtos formados na fermentacao,
pois este afeta a homogeneidade de crescimento da cultura (Chinn et al.,
2008).

O alto conteido de umidade inicial na matriz sélida da
fermentacdo mostra-se necessdrio, uma vez que desde o momento do
inéculo até o final da fermentacdo, este diminuird devido a evaporacio
acarretada pelo calor metabdlico (Chinn et al., 2008; Suryanarayan,
2003). No entanto, alto conteido de umidade pode ocasionar a
diminuicdo da porosidade do substrato, limitando os processos de
transferéncia de calor e massa (Gutarra et al., 2005; Pandey, 2003;
Mitchell et al., 2003; Mahadik et al., 2002).

A avaliagdo do efeito da umidade no processo fermentativo
indicou que esta influenciou positivamente a produgdo da lipase em 96 e
120 h de fermentagdo, evidenciado em todos os pH de dosagens (Tabela
4.15). Desta forma, o contetido de umidade usado para maximizagdo da
producio de lipase foi aumentado, levando em consideragdo a condigéo
usada no ensaio 7 (75%). Alguns estudos para producdo de lipase em
FES indicaram a necessidade de 70% de umidade em suporte inerte
(Avincel) (Chinn et al., 2008) em torta de babacu (Azeredo et al., 2007;
Gutarra et al., 2005; Palma et al., 2000), em farelo de soja (Di Luccio et
al., 2004) e esterase em bagago de beterraba (Asther et al., 2002). Em
FES com bagaco de cana de agicar a umidade utilizada foi 75%,
alcancando bons resultados de produtividade (Rodriguez et al., 2006).
Outros trabalhos como o realizado por Godoy et al. (2009) indicaram
que a produtividade aumenta quando a aw estd alta, e diminui quando
esta decresce ao longo do processo fermentativo.

A andlise estatistica do efeito da concentracio de esporos na
producdo da lipase, revelou que este apresentou efeito significativo
negativo na dosagem da atividade em pH 9 somente no tempo cinético
de 96 h (Tabela 4.15 (c)). Segundo estudo de Godoy et al. (2009), a
concentracdo de indculo ndo apresentou efeito significativo (p < 0,1) na
producdo de lipase em FES com residuo da producdo de biodiesel
acrescido de 6leo de ricino com Penicillium simplicissimum. Os niveis
avaliados de esporos no inéculo foram 1,0 x 107 e 1,0 x 10%sporos/g de
substrato. Na presente pesquisa, comportamento similar foi observado,
considerando que a variagdo na concentracdo de esporos ndo resultou
aumento da produtividade da lipase.
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Na producdo de lipase com o fungo Aspergillus niger, foi
utilizado 10esporos/g farelo de trigo (Dutra et al., 2008), bem como
neste mesmo substrato fermentado com a cultura de Gliocladium
catenulatum, 10%sporos/g foi inoculado resultando em 138U/g
atividade hidrolitica ap6s 120 h de fermentacdo (Nagy et al., 2006). J4
no caso da producdo de lipase com Rhizopus homothallicus, inoculado
com 3x107esporos/g bagaco de cana de agucar, 10,7U/g de lipase foram
obtidos (Rodriguez et al., 2006). Observa-se que os resultados obtidos
neste trabalho foram melhores que os alcancados por Rhizopus
homothallicus e de mesma ordem de grandeza que os registrados por
Kamini et al. (1998) e Nagy et al. (2006).

Assim, levando em considerag¢do a quantidade de esporos vidveis
durante o processo fermentativo, em etapas posteriores para
maximizagdo da produgdo de lipase hidrolitica a maior concentragdo de
€sporos (2x10865por05/g, ensaio 7) foi usado como inéculo. Por
questdes de praticidade optou-se por utilizar esta concentracdo, ja que é
a obtida a partir da suspensdo de esporos originada da extracdo do meio
de propagacao, evitando etapas de diluicdo.

A avaliacdo estatistica do efeito da suplementacdo na produgio
da enzima hidrolitica indicou influéncia significativamente negativa da
suplementacdo (UROS), uréia acrescida de 6leo de soja em 96 e 120h de
fermentacdo, nas dosagens de atividade em pH 4,0; 7,0 e 9,0. Segundo
Rodriguez et al. (2006), a suplementacdo de bagaco de cana de actcar,
para producdo de lipase com o fungo Rhizopus homothallicus com
adicdo de 0,8% de uréia ao meio sélido proporcionou aumento da
atividade em torno de 6 vezes comparada a suplementagdo com extrato
de levedura como fonte de nitrogénio, sendo este préximo a menor
concentracio (1%) usada do planejamento, a qual resultou na maior
produtividade da enzima.

Assim, nas concentragdes de 5,5 e 10% de uréia acrescida de 6leo
de soja houve a diminui¢cdo da producgdo de lipase. Contudo, deve-se
considerar que as concentragdes de dleo de soja usadas (18,3 e 33,4%)
possam ter contribuindo para queda na produtividade, devido a
provdveis efeitos inibitdrios no processo fermentativo. A adicido de 8%
de alguns 6leos vegetais (milho, oliva, girassol, etc), ndo causou efeito
inibitério na produgdo de lipase, sendo o 6leo de oliva considerado
eficiente indutor ao meio de producdo. Assim 0 meio para maximizagao
da producido de lipase neste caso foi 8% 6leo de oliva com 0,8% uréia
(Rodrigues et al., 2006).

Comportamento contrdrio foi observado para cultura de
Aspergillus niger MTCC 2594 suplementado com (5%) de uréia e
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alguns Oleos vegetais, onde a suplementacdo ndo foi eficiente para
aumento da producdo da lipase, quando comparados ao ensaio controle
(Kamini et al., 1998). Ja baixas concentracdes de 6leo de oliva (1%)
resultaram no aumento da producdo de lipase pela cultura de Bacillus
coagulans, bem como a maltose e o amido (Alkan et al., 2007), assim
como no presente trabalho onde a adicdo de 3,3% de 6leo de soja foi
eficiente para aumento da produtividade da lipase com Penicillium F58.

A adi¢do de lipidios como fonte adicional de carbono indicou que
estes podem também ser usados como fonte de energia, para producio
em escala industrial, no caso, o dleo de oliva e milho. A produgdo de
lipase em FES com Aspergillus niger 11T53A14 utilizando farelo de
trigo indicou a suplementacdo do meio com residuo de refinaria de
milho, como promissor indutor, resultando em atividade lipasica de
60U/g (Damaso et al., 2008).

Segundo estudo de Vargas et al., (2008) a temperatura de
producio da lipase com farelo de soja e Penicillium simpliciccimum, as
varidveis que mais influenciaram no processo foram a umidade e a
temperatura, sendo a udltima, otimizada em 27°C, e para Penicillium
verrucosum 27,5°C (Kempka et al., 2008). Para a maximizagdo da
producio de lipase hidrolitica optou-se utilizar a menor concentragdo do
suplemento (UROS) usado no PBI12 (Tabela 4.14), ensaio 7
(temperatura de 20°C). Considerando que sdo reportados aos sistemas
fermentativos em meio sélido o uso de temperaturas de processo na
faixa de 25 a 32°C (Chen et al., 2005; Raghavarao et al., 2003) testou-se
nas condi¢des estabelecidas neste ensaio a temperatura de fermentagio
de 27°C buscando a comparacgdo da produtividade aos 20°C usados no
planejamento. A Figura 4.14 apresenta a influéncia da temperatura de
fermentacdo na produtividade da lipase hidrolitica dosada em pH 4, 7 e
9.

Pode-se observar que em todos os casos foram obtidas as maiores
produtividades a 20°C. Em pH neutro obteve-se produtividade de
2,18U/g.h, seguida pelo pH basico (1,90 U/g.h) e 4cido (1,45U/g.h).
Estes resultados concordam com os obtidos no PB12 (Tabela 4.14)
Estudos indicam que aumento da temperatura de incubagdo causa uma
maior diminui¢do do contetido de umidade da matriz sdélida,
provavelmente devido ao aumento da taxa de absor¢do pelo
microrganismo, bem como do aumento da pressdo de vapor no sistema
(Di Luccio et al., 2004), contrabalancando o aumento nas taxas de
reagdo com o aumento da temperatura.

Cavalcanti et al. (2005) e Gutarra et al. (2005) verificaram o
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aumento da atividade lipase produzida pelo fungo Penicillium
simplicissimum associada a reducdo da temperatura de fermentacio,
sendo esta era dependente do fluxo de ar, no caso de fermentacdo em
colunas de leito fixo. Altas temperaturas de processo associada a
atividades proteoliticas podem ocasionar o decréscimo da atividade
lipasica. Sendo assim, o tipo de reator define o efeito da temperatura no
processo. Este fato estd associado a formacdo de gradientes térmicos,
que podem ser radiais e assim resultar em uma diferenca de temperatura
de até 10°C entre o centro e a parede do fermentador.

Comumente, os mecanismos de transferéncia de calor gerado
durante a fermentagdo em meio sélido estdo relacionados diretamente
com a atividade metabdlica dos microrganismos. Altas temperaturas
afetam a germinagdo dos esporos, crescimento e formagdo de produtos,
motivando assim, a criacdo de efetivos sistemas que aumentem a
transferéncia do calor metabdlico gerado (Chen et al., 2005; Raghavarao
et al., 2003).

Verificou-se pelo teste de Tukey que houve diferenca
significativa (p<0,1) para as distintas faixas de pH avaliadas, entre a
producdo de lipase a 20°C e a 27°C, ap6s 96 e 120h de fermentacdo. A
Tabela 4.16 apresenta os dados da atividade hidrolitica obtidas nas
temperaturas estudadas.

3.0
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Produtividade Lipase Hidrolitica (U/g.h)
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40 50 60 70 80 920 100 110 120
Tempo (horas)
Figura 4.14 - Produtividade da enzima hidrolitica obtida através do processo
fermentativo do farelo de soja com Penicillium 58F a 20°C e 27°C. Demais
varidveis nas condicdes do ensaios 7 do planejamento experimental Plackett-

Burman, OO0 pH 4, O pH7, ApH9.
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Tabela 4.16 - Efeito da variacio da temperatura de fermentagao (20°C e
27°C) na atividade hidrolitica.

Atividade Hidrolitica (U/g farelo de soja seco)
Temperatura pHA4 pH7 pH?Y
(C) 96 h 120 h 96 h 120 h 96 h 120 h
20 150,10+ 112,89"+ 234,18+ 166,60° 220,29"+ 170,11°
2,89 4,03 1,31 +2,26 3,61 +2,34
7 89,99°+ 87,63°+ 129,56"+ 63,07°+ 10225+ 92,92°+
0,46 0,99 0,99 0,13 1,54 0,96

Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes nas colunas, em cada pH, diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Desta forma, para a maximizacdo da producdo de lipase
hidrolitica, a temperatura foi padronizada em 20°C, considerando que
em todos os pHs a temperatura apresentou efeito negativo (Tabela 4.15).
Contudo, menores temperaturas de processo poderiam ser invidveis na
producdo enzimdtica. Luo et al. (2006) avaliaram a viabilidade da
aplicacdo de uma nova lipase psicréfila produzida por Pseudomonas
fluorescens, a temperatura de 20°C, sendo que, uma maior atividade de
lipase com uma temperatura 6tima menor, pode promover substanciais
reducdes de consumo de energia do processo.

Microrganismos adaptados ao frio sdo efetivos produtores de
lipases psicrdfilas, enzimas que hoje apresentam maior chance em
processos biotecnoldgicos, bioquimicos e microbioldgicos, como na
inddstria de detergentes, alimentos, quimica fina e processos de
biorremediacdo, bem como na sintese organica e de intermedidrios
quirais. Atraem grande aten¢do em virtude do seu uso em potencial,
apresentando alta atividade a baixas temperaturas, caracteristica
amplamente desejada para producdo de compostos relativamente frageis.
Sendo importante ressaltar que estas lipases apresentam boa estabilidade
resultando em alta atividade especifica em temperaturas amenas (Joseph
et al., 2008; Gerday et al., 2000).

A tendéncia do uso de baixas temperaturas em processos de
lavagem, por razdes ambientais e econdmicas, tornam o uso de enzimas
ativas a temperaturas amenas indispensdveis como aditivos na industria
téxtil, promovendo o aumento da durabilidade de fibras estonadas, e na
inddstria de alimentos pela preservagdio de aromas, estruturas
(Saisubramanian et al., 2006; Prazeres et al., 2006; Gerday et al., 2000),
catdlise de componentes instdveis e sintese de compostos organicos a
baixas temperaturas (Kiran et al., 2008).
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As lipases psicrofilas s@o altamente influenciadas pelos fatores
fisico-quimicos e nutricionais. Gerday et al. (2000) relatam que o uso de
6leo de soja como indutor viabilizou producdo de lipase com
Acinetobacter sp. a 4°C, dentre outras, como Serratia marcescens
crescida a 6°C. No entanto, Moraxella sp. também produziu lipase
psicréfila a 25°C, temperatura de producdo também para as culturas de
Psychrobacter sp. wp37 e Pseudoalteromonas sp. wp27. Neste caso, o
aumento da temperatura (>20°C) induziria ao stress da cultura,
diminuindo o crescimento celular, bem como baixos niveis de enzima
extracelular produzida (Gerday et al., 2000). Alguns fungos também sdo
reportados como produtores de lipase ativa a temperaturas amenas,

como Aspergillus nidulans (30°C) Penicillium roqueforti (Joseph et al.,
2008).

4.4.2.2 Estudo das varidveis para producdo de lipase utilizando
Penicillium 58F

Baseado nos resultados obtidos no primeiro planejamento
experimental (PB12) foi realizado um segundo planejamento
experimental, para melhor investigacdo dos efeitos e interacdes entre as
varidveis significativas. As varidveis analisadas foram a umidade do
farelo e as concentracdes de uréia com O6leo de soja (UROS),
suplementadas ao meio sélido.

A Figura 4.15 apresenta o comportamento cinético da produgio
de lipases nas condi¢des descritas na matriz do segundo planejamento
experimental (Tabela 4.17), avaliadas através da determinacdo da
atividade hidrolitica em pH 4 (a), pH 7 (b), pH 9 (¢).

A Tabela 4.17 apresenta a matriz do planejamento com seus
valores reais codificados e as respectivas respostas em termos de
atividades hidroliticas obtidas apds 96h de fermentacido, mensuradas em
pH 4,7 e 9. A temperatura de fermentacdo foi padronizada em 20°C, a
granulometria do farelo de soja entre 1 e 2mm e a concentracdo de
esporos 2x10%esporos/g, definidos de acordo com os resultados do
planejamento PB12 (Tabela 4.14).

Os dados utilizados na andlise estatistica foram os de 96 h de
fermentacdo, tempo no qual as maiores atividades hidroliticas foram
obtidas. O ensaio 2 apresentou as maiores atividades hidroliticas. Sendo
estas maiores com o aumento do pH de medida, concretizando a
predominancia de lipases alcalinas neste pool enzimatico.
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Figura 4.15 - Cinética de producdo de lipases hidroliticas com atividade em (a)
pH 4, (b) pH 7 (c) pH 9 nas condi¢des experimentais do segundo planejamento.
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Tabela 4.17 - Matriz do segundo planejamento experimental com
valores reais e codificados das varidveis, resposta em termos de
atividade hidrolitica ap6s 96 h de fermentacgdo.

Ensaios Condigdes Experimentais Atividade hidrolitica(U/g farelo seco)96 h
U (%) [UROS % pH 4 pH7 PHY

1 -1 (55) -1 (0,6) 93,27 107,23 74,25

2 +1(75) -1 (0,6) 232,25 282,95 325,96

3 -1(55) +1 (3) 72,26 125,48 65,84

4 +1 (75) +1(3) 99,22 113,48 44,60

5 0(65) 0(1,8) 111,42 151,87 48,52

6 0 (65) 0(1,8) 123,76 178,81 33,76

7 0 (65) 0(1,8) 134,77 139,64 34,22

A andlise estatistica resultou em modelos empiricos codificados
para a atividade enzimadtica. Os modelos foram validados pelas andlises
de variancia apresentadas nas Tabelas 4.18 (pH 4) e 4.19 (pH 7). Ambas
andlises mostraram um alto coeficiente de correlacdo, 0,98 e 0,96, para
pH 4 e 7 e um alto valor do teste-F para a regressdo (valores calculados
em torno de 6,3 e 2,8 vezes o tabelado, respectivamente). As Equacdes
4.1 e 4.2 predizem satisfatoriamente a produgdo de lipase hidrolitica
quantificadas em pH 4 e 7.

AHpH4=12385+41,48xU —3851xUROS —28,01xU xUROS 4.1

AHpH' =157,06+40,93xU —37,80xUROS —46,93xU xUROS 4.2)

Onde, AHpH4 e AHpH7 = atividade lipdsica em pH4 e 7 (U/g farelo de
soja seco), U = umidade do meio da fermentacdo (%(p/p)), UROS=
suplementacdo do meio reacional com uréia acrescida de dleo de soja
(%(p/p)) para ajuste de relacdo C/N=6,11.

Tabela 4.18 - Andlise de varidncia para a atividade hidrolitica
determinada em pH4

Fontes de Soma dos Grau de Quadrados F calculado
Variagdo Quadrados Liberdade Médios
Regressao 15953,77 3 5317,92 58,14
Residuo 274,38 3 91,45
Total 16228,15 6

Residuos = Falta de ajuste + Erro Puro; F 33,095 = 9,27; Coeficiente de correlagdo: R = 0,98
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Os modelos permitiram a constru¢do das superficies de resposta
para atividade hidrolitica, apresentadas na Figura 4.16. As superficies
mostram que para maximizar a producdo de lipase € necessario alto teor
de umidade (75%) e baixas concentracdes de suplemento, UROS
(0,6%).
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Figura 4.16 - Superficies de resposta das atividades hidroliticas determinadas
em pH 4 (a) e apH 7 (b), obtidas em func¢do da umidade (%), e suplementacdo
(uréia acrescida de dleo de soja, UROS %), do farelo de soja, apds 96 h de

fermentacdo.
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Tabela 4.19 - Andlise de varidncia para a atividade hidrolitica
determinada em pH7

Fontes de Soma dos Grau de Quadrados F calculado
Variagdo Quadrados Liberdade Médios
Regressao 21226,90 3 7075,63 26,42
Residuo 803,32 3 267,77
Total 22030,22 6

Residuo = Falta de ajuste + Erro Puro; Fs.3,005 = 9,27; Coeficiente de correlacdo: R = 0,96

4.4.2.3 Maximizagdo da produgdo de lipase Penicillium 58F

Para se otimizar a produgdo de lipase com Penicillium 58F foi
realizado um terceiro planejamento experimental completo, para
identificar uma faixa de niveis minimos e maximos para produgdo da
enzima, como também na busca de validar um modelo estatisticamente
significativo.

Baseado nos resultados obtidos no segundo planejamento
experimental, o terceiro planejamento foi realizado nas condi¢des do
ensaio 2 (Tabela 4.17). O comportamento cinético dos ensaios
realizados no terceiro planejamento experimental (Tabela 4.20) ¢é
apresentado na Figura 4.17.

A Tabela 4.20 apresenta a matriz do terceiro planejamento, os
niveis das varidveis usadas, seus valores reais e os resultados de
atividade enzimadtica nos pH 4,0; 7,0 e 9,0. A andlise estatistica foi
realizada em 96 e 120 h de fermentacdo. A andlise dos resultados
possibilitou a definicilo de modelos empiricos codificados para as
atividades enzimdticas dosadas em pH 7 com 96 e 120 h de
fermentacdo, bem como para o pH 9 em 96 h de fermentagao.
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Figura 4.17 - Cinética de producao de lipases hidroliticas com atividade em (a)
pH 4, (b) pH 7 (c) pH 9 nas condi¢des experimentais do terceiro planejamento.
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Tabela 4.20 - Matriz do terceiro planejamento experimental completo
com 11 ensaios, com as respostas da atividade lipdsica nos pH 4, 7 ¢ 9.

[UROS] Atividade Hidrolitica Atividade Hidrolitica
Ensaios | U (%) % (U/g farelo seco)96h (U/g farelo seco)120 h
’ pH4 pH7 pHY9 pH4 pH7 pH?I
I |-1(65) -1(024) 12930 14492 17248 10214 124,14 16370
2 (gé) 1(0.24) 168.05 30079 20978 20225 252.57 182.12
3 |-1(65) (0+915) 10638 17583 17649 92.86 12479 151,68
+1 +1
4| &5 (o) 20949 22264 24070 11377 16403 15287
5 10075 0(0.60) 17368 33002 317.68 193.17 25136 277.45
6 |0(75) 0(0.60) 15852 304.68 34008 21452 268.11 277.00
7 10075 0(0.60) 16155 317.34 32436 19565 27303 296,14
8 |05 ('Ol’fol) 16774 197.02 31090 15111 16423 70,50
9 |0@s) 2“11’1‘1)1) 13648 200,17 276,53 12346 20462 17.98
10 '(16"1‘)1 0(0.60) 9590 11258 173.16 15.19 10374 38,65
1 ’“(;’94)1 0(0.60) 13942 19567 14368 216,15 4507 57.70

Os resultados obtidos na andlise da atividade em pH 4 com 96 e
120h de fermentacdo (Tabela 4.20) sdo apresentados na Tabela 4.21.
Com base nesta andlise pode-se dizer que o contetido de umidade (%) e
a suplementacdo do farelo de soja ndo influenciaram significativamente
(p<0,1) na producio da enzima hidrolitica.

Tabela 4.21 - Efeito das varidveis de processo, estudadas no terceiro
planejamento experimental, na produgdo da lipase hidrolitica apés 96 e
120h de fermentagdo, determinadas em pH 4.

Pardmetros 96h Fermentagdo 120h Fermentacdo
Efeito  Desvio  t(5) p Efeito Desvio 15) p

Média 164,51 1892 8,69 0,01 201,11 38,07 5,28 0,01
()Temp (L) 24,52 23,21 1,06 034 2057 46,70 0,44 0,68
2)uL) -3,12 27,69 -0,11 091 -63,34 55,72 -1,14 0,31
(3)Gran(L) 20,03 23,21 0,86 043 46,54 46,70 1,00 0,36
(4)Esporos(L) | -37,77 27,69 -1,36 0,23 -85,08 55,72 -1,53 0,19
(5)UROS(L) 32,18 32,77 098 0,37 -39,60 65,94 -0,60 0,57
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Os resultados das atividades hidroliticas obtidas em pH 7 (Tabela
4.20) em 96 e 120 horas possibilitaram a constru¢do dos modelos
apresentados nas Equacdes 4.3 (96 h fermentacdo), e 4.4 (120h
fermentacdo) em funcdo das varidveis estudadas. Ambas as andlises
mostraram um alto coeficiente de correlacdo, 0,79 e 0,92, bons valores
do teste-F para a regressdo (valores calculados em torno de 1,15 e 3,35
vezes o tabelado, respectivamente). As Equacdes 4.3 e 4.4 predizem
satisfatoriamente a produg¢ao de lipase hidrolitica quantificadas em pH 7,
Tabela 4.22 (96h) e 4.23(120h).
AHpH7(96h) = 304,54 + 25,97 xU —44,3TxU?+8,76XUROS — 66,74XUROS?*  (4.3)
—27,26xU XxUROS

AHpH7(120h) = 264,02+ 28,16xU —30,53U2-21,39xUROS —85,87xUROS? (4.4)
—22,29xU xUROS

Onde, AHpH7 (96h) e AHpH7 (120h) = atividade lipdsica em pH4 e 7
(U/g farelo de soja seco), U = umidade do meio da fermentagdo
(%(p/p)), UROS= suplementacdo do meio reacional com uréia acrescida
de 6leo de soja (%(p/p)) para ajuste de relacio C/N=6,11.

Tabela 4.22 - Andlise de varidncia para a atividade hidrolitica
determinada em pH 7 apds 96 h de fermentacio.

Fontes de Soma dos Grau de Quadrados F
Variagdo Quadrados Liberdade Meédios calculado
Regressao 44194,77 5 8838,95 3,97
Residuo 11123,49 5 2224,70
Total 55318,26 10

Residuo = Falta de ajuste + Erro Puro;Fs:s.005 = 3,45; Coeficiente de correlagdo: R = 0,79

Tabela 4.23 - Andlise de varidncia para a atividade hidrolitica
determinada em pH 7 apds 120 h de fermentago.

Fontes de Soma dos Grau de Quadrados F caleulado
Variagdo Quadrados Liberdade Médios
Regressao 53462,49 5 10692,50 11,58
Residuo 4615,50 5 923,10
Total 58077,98 10
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Os modelos permitiram a constru¢do das superficies de resposta
para atividade hidrolitica apresentadas na Figura 4.18. As superficies
mostram que para maximizar a producdo de lipase com Penicillium 58F

€ necessdrio alto teor de umidade (75%) e baixas concentracdes de
suplemento, UROS (0,6%).
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Figura 4.18 - Superficies de respostas das atividades hidroliticas determinadas

em pH 7 (a) em 96 h fermentacdo e (b) 120 h fermentacdo, obtidas em funcdo

da umidade (%), e suplementagdo (uréia acrescida de 6leo de soja, UROS %)
do farelo de soja.
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Os resultados das atividades hidroliticas obtidas em pH 9 (Tabela
4.20) em 96 h possibilitou a constru¢do do modelo apresentado na
Equacdes 4.5 em funcdo das varidveis estudadas. A andlise mostrou um
alto R coeficiente de correlagdo, 0,90, bom valor do teste-F para a
regressdao (valor calculado em torno de 2,70 vezes o tabelado). A
Equacdo 4.5 prediz satisfatoriamente a produgdo de lipase hidrolitica
quantificada em pH 9 em 96 h Tabela 4.24.

AHpH9(96h) = 327,47 +6,65xU —23,41xU2—-0,83xUROS — 91,46 XUROS? 4.5)
—6,72xU XUROS

Onde:

AHpHY (96h) = atividade lip4sica em pH 9 (U/g farelo de soja seco)

U = umidade do meio da fermentagio (%(p/p))

UROS= suplementac¢do do meio reacional com uréia acrescida de dleo
de soja (%(p/p)) para ajuste de relacdo C/N=6,11.

Tabela 4.24 - Andlise de varidncia para a atividade hidrolitica
determinada em pH 9 apds 96 h de fermentacio

Fontes de Soma dos Grau de Quadrados F
Variacdo | Quadrados  Liberdade Médios calculado
Regressdo 47471,70 5 9494,34 9,28
Residuo 5115,32 5 1023,06
Total 52587,02 10

Residuo = Falta de ajuste + Erro Puro; Fs;s.095 = 3,45;Coeficiente de correlagdo: R = 0,90

O modelo permitiu a construcdo da superficie de resposta para
atividade hidrolitica de lipase de Penicillium S8F apresentada na Figura
4.19. Pode-se visualizar a existéncia de uma regido 6tima, compreendida
entre o teor de umidade por volta de (75%) e concentragdes de
suplemento em torno de (0,6%).
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Figura 4.19 - Superficie de resposta da atividade hidrolitica determinada em pH
9 e 96 h fermentagao, obtidas em fungdo da umidade (%), e suplementacdo
(uréia acrescida de dleo de soja, UROS %), do farelo de soja.

A andlise estatistica dos dados obtidos em pH 9 em 120 h de
fermentacdo (Tabela 4.20) avaliou a influéncia das varidveis contetido
de umidade (%) e suplementacdo (uréia com 6leo de soja, UROS %) na
produgdo da enzima lipolitica. Os resultados da anélise indicaram que as
varidveis estudadas ndo influenciaram significativamente (p<0,1) no
processo fermentativo com Penicillium 58F.

A condicdo definida para maximiza¢do da producdo da enzima
lipolitica com Penicillium 58F em farelo de soja foi concentragéo
suplemento (0,60% UROS), com C/N fixo em 6,11, conteido de
umidade 75%, granulometria 1-2 mm, inéculo de 2x108 esporos/g e
temperatura de 20 °C.

A apresentacdo de uma regido 6tima de producdo € de extrema
importincia sob a Otica industrial, pois permite que a producdo da
enzima seja realizada em uma faixa de concentracdo dos componentes
do meio, permitindo oscilagdes destas no processo, dentro da drea
estudada. Tais resultados sdo interessantes economicamente, também

pelo fato de as menores concentragdes do terem proporcionado as
maiores atividades lipdsicas.



140 Capitulo 4 — Resultados

4.4.2.4 Resumo da estratégia sequencial dos planejamentos
experimentais para otimizagcdo da produgdo de lipase Penicillium 58F

A Tabela 4.25 apresenta a evolugdo da producdo das lipases no
decorrer do processo de maximizacdo. O ensaio (A) representa as
atividades hidroliticas descritas na Tabela 4.12, representativa ao estudo
da selecio do microrganismo e suplementagdo que demonstrassem
potencial produtivo de lipases hidroliticas, quantificadas nos referidos
pH. Considerando os resultados obtidos na referida etapa do estudo, a
cepa do Penicillium 58F foi selecionada para o estudo cinético e
maximiza¢do da produgdo de lipase hidrolitica em farelo de soja
suplementado com uréia e 6leo de soja (UROS). A dosagem da
atividade lipdsica foi realizada em pH 4, 7 ¢ 9.

O ensaio (B) representa o primeiro planejamento experimental
(PB12) (Tabela 4.14), sendo os resultados descritos os obtidos no ensaio
7, selecionado dentre aos demais do referido planejamento. No segundo
(ensaio 2 Tabela 4.17) e terceiro (Tabela 4.20) planejamento
experimental (C e D) foram avaliados os efeitos dos diferentes
contetidos de umidade no farelo de soja e das concentragdes de
suplemento adicionado.

Tabela 4.25 - Acompanhamento da maximizagdo da producido da lipase
hidrolitica em farelo de soja e Penicillium 58F em 96 e 120 h de
fermentac3o.

Atividade Hidrolitica (U/g farelo de soja seco)
Ensaios | 96 h 120 h 96 h 120 h 96 h 120 h
pH 4 pH7 pHY9
116,27 116,79 196,61 203,70 133,56 140,74
201,13 83,79 268,07 176,81 114,78 130,37
232,25 194,77 282,95 24798 32596 261,80
164,58 201,11 317,35 264,17 191,43 177,64

Dawm»>

A andlise da Tabela 4.25 revela que as atividades avaliadas em
cada pH apresentaram comportamentos distintos no decorrer do estudo
da producdo enzimdtica. Independentemente do pH, os tempos de 96 e
120h de fermentacdo foram indicados como pontos cinéticos que
maximizaram a producdo. Em pH 4 obteve-se atividade mdxima de
200 U/g farelo de soja seco apés 120 h de fermentacdo, em pH 7
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(317 U/g farelo de soja seco) em 96 h de fermentacdo. No caso do pH 9,
os tempos de fermentacdo de 96 e 120 h resultaram em atividades de
191 a 177 U/g farelo de soja seco.

A cinética da producdo em farelo de soja com Penicillium 58F
nas condi¢des descritas em cada planejamento ndo apresentaram entre
os ensaios (C) e (D) aumentos expressivos da atividade hidrolitica.
Todavia, observou-se na andlise dos resultados do segundo
planejamento uma tendéncia de que possivelmente uma nova condi¢do
de producdo poderia resultar em atividades hidroliticas mais
promissoras.

A andlise do terceiro planejamento (D), realizada em 96 h de
fermentacdo apresentou nos pH 7 e 9 modelos empiricos validados, na
condi¢do do ponto central do terceiro planejamento (ensaios 5, 6 e 7,
Tabela 4.20), conteido de umidade 75%, concentragdo suplemento
0,60%, temperatura de fermentacdo 20°C, granulometria do farelo de
soja em (Tyler 2-1 mm) e indculo de 2x108(esporos/g).

Deve-se ressaltar que o farelo de soja € um sub-produto da
industria de dleos vegetais, facilmente encontrado na regido sul e centro-
oeste do pais, além é claro do 6leo de soja, produto agregado a cadeia
produtiva da soja e do biodiesel. A composi¢do do meio indicado como
ideal para obtencdo de bons niveis de producdo enzimdtica pode ser
considerada simples, sendo facilmente disponibilizado em nivel
industrial.

Diferentes estudos tém indicado que o uso de fonte suplementar
de carbono em FES pode favorecer a sintese de diferentes enzimas. De
acordo com a aplicacdo desejada, o meio basal pode ser diferentemente
enriquecido para crescimento da cultura e/ou a producio de metabdlitos,
como as enzimas. O farelo de soja, acrescido de suplementos é indicado
em pesquisas anteriores como um residuo indicado para FES (Kempka
et al., 2008; Di Luccio et al., 2004).

Assim, os resultados obtidos na presente pesquisa foram bastante
promissores, ja que esta cultura demonstrou ser capaz de produzir altas
concentracdes de lipase extracelular, com potencial hidrolitico,
quantificadas em uma ampla faixa de pH (4,7 e 9), revelando
caracteristicas de interesse considerando que Fojan et al. (2000)
verificaram méxima atividade lipdsica em torno do pH 8 enquanto que
para esterases este foi observado préximo a pH6. Portanto, ¢é
interessante ainda ressaltar que a atividade das lipases estd relacionada a
drea total do substrato e a faixa de pH ideal estd associada com a
ativacdo do sitio catalitico das hidrolases (Fojan et al., 2000).
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4.4.2.5 Avaliagdo do efeito da razdo C/N no meio de produgdo da lipase
hidrolitica

A andlise dos resultados da influéncia de diferentes concentracdes
de carbono e nitrogénio (C/N) do suplemento (UROS) realizado na
condi¢do maximizada sdo descritos na Tabela 4.26. A razdo de C/N
6,11 foi utilizada em todos os ensaios descritos anteriormente neste
capitulo, concentragdo do farelo de soja sem suplementacdo. Assim
adicionando-se uréia suplementar foi possivel constituir a razdo C/N
2,00, bem como no caso do C/N 10,22 a adicdo de uma massa
substancial de 6leo de soja, sendo que a composi¢do do outro integrante
foi fixada na massa usada para compor o C/N padro, 6,11.

Tabela 4. 26 - Razdo de carbono e nitrogénio no meio de fermentagdo
para producgdo de lipase hidrolitica em 96 e 120 h de fermentagdo com
Penicillium 58F

Concentrag Atividade Hidrolitica (U/g farelo de soja seco)
do (C/N) 96 h 120 h 96 h 120 h 96 h 120h
pH4 pH7 pHY
2,00 14.86°+ 2503+ 18,62+ 22,03+ 14,97 31,96'+
’ 2,09 1,76 6,24 8,74 7,88 6,36
611 197,18°  151,17°  301,26° 246,06 309,05°  306,20°
’ +3,45 +0,19  £507 £595 +234  £7,02
1022 101,97  7877°+ 16545 126,44° 117,25° 118,29°
’ +0,78 6,76 +2,68 +038 +288 547

Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes nas colunas e diferentes pH de dosagens,
diferem estatisticamente entre si (p<0.05) pelo teste de Tukey.

Verificou-se através do teste de Tukey que nas distintas razdo de
C/N e faixas de pH avaliadas houve diferenca estatisticamente
significativa (p<0,1) na produgdo de lipase. As novas razdes testadas
(C/N 2,00 e 10,22) ndo proporcionaram aumento da produtividade. A
concentragdo elevada de nitrogénio resultou nas menores atividades
obtidas, possivelmente devido a falta de carbono suficiente para o bom
desenvolvimento do microrganismo. J4 o acréscimo de 6leo de soja
como fonte suplementar de carbono, levando a uma relagdo C/N de
10,22, apresentou bons valores de atividade, na faixa de 101,97 a 165,45
(U/g farelo de soja seco) em 96 h de fermentacdo. No entanto, estes
foram bem inferiores as atividades obtidas em uma relagdo C/N de 6,11.
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Mahadik et al. (2002) observam que a producdo de lipase é
influenciada pelo contetido de carbono no meio quando este € de origem
lipidica. Ainda, os autores alegam que este comportamento estd
diretamente relacionado a0 mecanismo de regulagdo do microrganismo
em estudo. Assim, alguns casos relatam que a suplementacdo do meio
com lipidios ndo € eficiente (Kamini et al., 1998). Kiran et al. (2008)
mostram que a suplementacdo de 1% de tributirina proporcionou a
produgdo médxima da lipase alcalina de Pseudomonas sp. No entanto, ao
adicionar outras fontes de carbono complementar, ocorreu a redugdo da
producdo, o que foi atribuido a repressdo catabdlica pela fonte de
carbono disponivel no meio de cultura.

Assim, ao comparar-se as atividades hidroliticas obtidas na razdo
de C/N 6,11 e 10,22 em 96 h de fermentagdo, em todos os pH avaliados,
a relacdo C/N de 6,11 resultou nas maiores atividades. A queda na
producdo com a relacdo C/N 10,22 pode ser devido a repressdo da
producdo pela alta concentracdo de 6leo. E interessante notar como esta
relacdo varia em func¢fo do microrganismo utilizado na fermentagdo.
Azeredo et al. (2007) mostram que a relacdo C/N 13,13 foi a ideal na
producdo de lipase em FES com Penicillium restrictum em torta de
babacu como substrato, com adi¢do de Oleo de oliva como fonte
suplementar de carbono, levando a um pico de producdo em 24 h de
fermentacdo (17,4 U/g). Gombert et al. (1999) evidenciam que o tipo do
suplemento influencia na producdo de lipase com Penicillium restrictum
em FES (torta babagu) de forma mais expressiva que a variagdo da
relagdo C/N.

A habilidade dos sistemas de fermentacdo em estado s6lido (FES)
para vencer a repressdo catabdlica é provavelmente devido a vdrios
fatores fisico-quimicos e condi¢des especificas da cultura, resultando
assim em grandes niveis de produtividade, bem como, aumento da
estabilidade da enzima excretada, além da alta diversidade de
composicdo do meio sélido, em comparacio ao liquido (Azeredo et al.,
2007). A concentra¢do do suplemento e a densidade do indculo, por
exemplo, resultam em efeito cumulativo no cultivo da Burkholderia
multivarans, resultando na repressdo catabdlica deste sistema produtivo
de lipase (Gupta et al., 2007).
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4.4.2.6 Acompanhamento da atividade protedsica na producdo lipase
hidrolitica

A produgdo da enzima protease € encontrada normalmente em
grande quantidade na fase estaciondria do crescimento microbiano,
resultando na diminui¢io da atividade lipdsica. Assim, alteracdes nas
condi¢des de fermentacdo e composicio do meio podem estar
aumentando a atividade lipdsica no meio de fermentagdo, com a
diminui¢do da atividade protedsica (Rajendran et al., 2008). As lipases,
em contraste as proteases, sao ativadas somente quando adsorvidas para
a interface 6leo-dgua (Silva et al., 2005). Taka¢ & Marul (2008) relatam
que o tempo necessdrio para atingir a producdo maxima de lipase é
dependente do tipo de 6leo vegetal usado como suplemento. Contudo,
observam que um maior aumento do tempo da fermentacio leva a queda
da atividade lipasica, independentemente do 6leo vegetal usado. Este
comportamento foi atribuido a atividade proteésica.

A Figura 4.20 apresenta o comportamento cinético da produgéo
de protease obtidos nos ensaios do Plackett-Burman (PB12). Pode-se
observar que os valores de atividade foram baixos quando comparados
com a literatura (8,60 U/g) (Palma et al., 2000). A maior atividade
protedsica foi de 0,5 U/g farelo de soja seco, descrita no ensaio 2 apds
24 h de fermentagdo com Penicillium 58F, nas condi¢des descritas na
Tabela 4.14. Nos demais tempos, esta condi¢do também apresentou as

maiores atividades protedsicas.
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Figura 4.20 - Cinética de producéo de protease nas condigdes do planejamento
experimental PB12 pelo Penicillium 58F, em farelo de soja.
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Na etapa do estudo da suplementacio do farelo de soja
fermentado com Penicillium 58F, suplementado com 1% UROS, a
atividade protedsica maxima obtida foi de 0,04 U/g farelo de soja seco
em 96 h de fermentacdo. Na mesma concentracdo do referido
suplemento, avaliada no ensaio 2 do planejamento experimental (Tabela
4.14) a atividade aumentou, sendo praticamente estivel durante a
cinética. Este comportamento pode ser devido a alteragcdes nas
condi¢des envolvidas no processo fermentativo. Estas por sua vez
podem alterar a producdo dos metabdlitos secunddrios, sendo que a
suplementagdo estd diretamente correlacionada a producdo de distintas
proteinas (Palma et al., 2000).

Atividades protedsicas similares foram observadas em
fermentacdo com farelo de soja por Vargas et al. (2008) utilizando
Penicillium simplicissimum (0,455 U/g). Com o fungo Penicillium
verrucosum em 120 h de fermentacio obteve-se 0,65U/g de atividade
protedsica (Kempka et al., 2008). Os dados de atividade protedsica
obtidos nos ensaios que compde o segundo planejamento experimental
(Tabela 4.17) foram altamente inexpressivos, aproximadamente 0,01U/g
de farelo de soja seco. O mesmo comportamento foi observado nos
dados obtidos através das condi¢des experimentais descritas no terceiro
planejamento experimental (Tabela 4.20).

Os baixos valores de atividade protedsica obtidos na presente
pesquisa sugerem que o substrato usado, o farelo de soja, possa exercer
algum efeito inibitério na producdo de proteases, o que pode estar
correlacionado com a relagdo C/N do farelo em comparagdo a outras
matrizes solidas como a torta de babacu onde os valores obtidos foram
maiores (8,00 a 4,00 U/g) (Palma et al., 2000; Gombert et al., 1999).

Durante o estudo da suplementacio ao farelo de soja, o
acompanhamento dos niveis de pH no meio de fermentacdo foi realizado
com intuito de rastrear a acdo de enzimas proteoliticas. No entanto, o pH
permaneceu préximo a neutralidade, o que vem a confirmar as baixas
atividades protedsicas, considerando que segundo Palma et al. (2000) a
alcalinizacdo do meio de cultura ocorreu juntamente com o incremento
da atividade protedsica, devido a possiveis protedlises.

Usualmente ocorre queda na atividade lipdsica ao longo da
fermentacdo. No entanto, se a atividade protedsica € baixa, a queda da
atividade lipasica ao longo do processo de produ¢do pode ser atribuida a
desnaturacdo pelo calor metabdlico gerado durante a fermentacio
(Cavalcanti et al., 2005).

Mahanta et al. (2008) verificaram que a producdo de proteases e
lipases em FES usando torta de pinhdo manso, através da cultura de
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Pseudomonas aeruginosa PseA, demonstrou que em apenas 3 dias de
fermentacdo a atividade protedsica mdxima foi encontrada (1818U/g de
substrato), decrescendo apds este pico da produgdo, devido a possiveis
desnaturacdes causadas por outros compostos do meio ou pH deste, bem
como pela diminuicdo de nutrientes disponiveis. No caso da atividade
lipdsica mesmo apés 5 dias de fermentagdo obteve-se 625 U/g de
substrato, o meio apresentava residual de dcidos graxos, que podem ter
atuado sobre a lipase extracelular produzida.

4.5 Caracterizacao parcial das lipases produzidas em fes utilizando
Penicillium 58f

Nesta etapa da pesquisa buscou-se efetuar a avaliagdo da lipase
contida no extrato bruto resultante da FES, frente ao pH e temperatura
6timos e de estabilidade. Foi avaliada ainda a pré-purificacio do extrato
enzimdtico através da precipitagdo com sulfato de amdnio e posterior
diafiltracdo. A lipase pré-purificada teve seu comportamento estudado,
quanto ao pH e temperatura 6tima e de estabilidade e especificidade a
diferentes fontes de substrato.

4.5.1. Estudo da extracdo da enzima

O estudo da influéncia dos parametros envolvidos no processo de
extracdo foi avaliado com a realizacio de um planejamento
experimental completo 2*. As varidveis investigadas durante o processo
de extracdo da lipase da matriz da fermentacdo, foram a temperatura,
agitacdo, pH e razdo so6lido:liquido, sendo as faixas estudadas descritas
no item 3.3.9.1 da sessdao Material e Métodos. A Tabela 4.27 apresenta a
matriz do planejamento experimental, com os valores codificados e reais
do estudo para maximizacdo das condigdes de extragdo, e as respectivas
respostas em termos de atividades hidroliticas obtidas apds 15 minutos
de incubagdo.

A avaliacdo estatistica dos resultados relativos a extracdo de
lipases hidroliticas da matriz sélida resultou em um modelo empirico
codificado para a atividade lipdsica em fun¢do das varidveis estudadas.
O modelo foi validado pela andlise de variancia apresentada na Tabela
4.28. A andlise mostra um coeficiente de correlagdo (R=0,89) e um alto
valor do teste-F para a regressdo (valor calculado em torno de 6,0 vezes
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o tabelado). A Equacdo 4.6 representa o modelo codificado que prediz
satisfatoriamente a extracio de lipase hidrolitica.

Tabela 4.27 - Matriz do planejamento experimental 2* com os valores
reais e codificados com as respostas em termos de atividade hidrolitica
(ap6s 15 minutos de extracdo).

. o Agitagdo Razdo Atividade
Ensaios T (*C) frpni ) pH (S/L)  hidrolitica (U/g)
125  -1(50)  -1(55 -1(520) 8539+235
149)  -1(50) -1(55) -1(520)  39.02+2,16
@5 1(150)  -1(55 -1(520) 107,81 %0,12
149  1(150)  -1(55) -1(520) 21,12+ 1,69
125  -1(50)  1(85) -1(520) 99,90+ 274
149 -1(50)  1(85) -1(520)  099+141
125  1(150) 185 -1(520) 11452+ 12,71
149  1(150)  1(85) -1(5:20) 0
125  -1(50)  -1(55) 1(1:20) 83,64+ 10,05
149)  -1(50) -1(55) 1(120) 68,40+ 848
125 171500  -1(55 1(1:20) 2143+ 1391
149)  1(150) -1(55) 1(1:20)  47.40+424
125  -1(50) 185 1(1:20) 153,69+ 1534
149)  -1(50) 185 1(1:20) 0
125  1(150) 18,5 1(1:20) 18636+ 2543
149  1(150) 1(85) 1(1:20)  126+178
037) 0(100) 0(70) 0(3:20) 96,69+ 1.53
037) 0(100) 0(70) 0(3:20)  79.56+031
037) 0(100) 0(70) 0(3:20)  91.63+261

O e S e e g
©C 0 A NN DE DO =0 ©VOINN R WN—

AHpH7 =6836—4216xT —2687xT x pH +9,89x pH xS : L (4.6)

Onde, AHpH7 = atividade lipdsica em pH 7 (U/g farelo de soja seco),
T= temperatura de extra¢do (°C), pH= pH do solvente extrator e S:L =
razdo s6lido:liquido.

O modelo permitiu a constru¢do das superficies de resposta para
processo de extragdo da matriz sélida da lipase com atividade
hidrolitica, apresentadas nas Figuras 4.21 e 4.22. Pode-se observar que
para maximizar a extracdo da enzima é necessdrio a utilizacdo de
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menores temperaturas de incubacgfo e nivel mais alto de pH do solvente
extrator (solu¢des tampdes). Os extratos obtidos nas temperaturas de 37
e 49°C apresentaram baixa atividade enzimadtica, possivelmente devido a
desnaturacgdo da proteina no periodo de incubagdo. Kempka et al. (2008)
mostraram comportamento semelhante de uma lipase bruta de
Penicillium verrucosum, demonstrando que as temperaturas de 30 a

45°C em pH 7,0 causavam a queda da atividade hidrolitica da enzima
(Kempka et al., 2008).

Tabela 4.28 - Andlise de variincia para extracdo da lipase com
atividade hidrolitica

Fontes de Soma dos Grau de Quadrados F caleulado
Variagdo Quadrados Liberdade Meédios
Regressao 41556,91 3 13852,30 19,89
Residuo 10445,29 15 696,35
Falta de Ajuste  10290,39 13
Erro Puro 154,90 2
Total 52002,20 18

Residuos = Falta de ajuste + Erro Puro; Fys.3.15 = 3,29; Coeficiente de correlacdo: R = 0,89.
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Figura 4.21 - Superficie de resposta da atividade hidrolitica obtida mostrando a
interacdo da temperatura e pH.
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Figura 4.22 - Superficie de resposta da atividade hidrolitica obtida mostrando a
interacdo do pH e razdo sélido-liquido.

Na presente pesquisa a temperatura de 25°C utilizada no processo
de incubacdo para extragc@o resultou nas maiores atividades, indicando
ser uma varidvel importante para processo de extracdo da enzima,
apresentando efeito significativo negativo no processo (p<0,05). A
faixa de pH do solvente de extracdo (5,5 a 8,5) estudada revelou
ocasionar pequena variacio da atividade enzimatica, ndo apresentando
efeito significativo (p<0,05). No entanto, a interacdo do pH com a
temperatura apresentou efeito significativo, conforme pode ser
observado na Figura 4.21, indicando a importancia da varidvel pH para
obten¢do de um processo de extragdo eficiente, preservando a atividade
enzimdtica. O estudo da extragdo da lipase da matriz de fermentacao,
farelo de soja, foi realizado por Menoncin et al. (2008) revelando que a
extracdo da lipase de Penicillium verrucosum foi maximizada na regido
de pH entre 6,5 e 8,3 e de temperatura entre 35 e 40°C, sendo
considerado 6timo 37°C, pH 7 incubados durante 30 minutos na razdo
de 1:4 substrato para solvente (tampao fosfato de sédio).

A razdo sélido-liquido também ndo apresentou influéncia
isoladamente no processo de extracdo, apenas sob interacdo com pH,
conforme demonstrado na Figura 4.22. A razdo 5:20 possibilitou
maiores atividades, sendo esta também uma caracteristica relevante para
etapas de downstream do processo. A agitacdio ndo apresentou
influéncia no processo de extragdo. No entanto, sabe-se que se faz
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necessdria para manter os sélidos suspensos no solvente, aumentando a
drea de contato das fracdes (Di Luccio et al., 2004; Vargas et al., 2008),
viabilizando o processo de extracao.

As condi¢cdes de realizacdo dos processos de extragdo sdo
descritos em pesquisas de acordo com as diferentes matrizes de
fermentacdo s6lidas usadas nos processos fermentativos. As extracdes
de lipases da torta de babagu foram realizadas com tampao fosfato de
s6dio 100mM (pH7), na razdo de 1:5 de sélido para liquido incubados
por 20 minutos a 35°C (Cavalcanti et al., 2005; Gutarra et al., 2005) e na
razdo de 1:4 de sélido para liquido, incubado durante 30 minutos a 37 °C
nas pesquisas realizadas por Palma et al. (2000), Gombert et al. (1999) e
Azeredo et al. (2007), igual condi¢do foi usada na extracido de lipase
produzida em farelo de soja (Vargas et al., 2008; Di Luccio et al., 2004)
e 35°C incubados durante 30 min (Griebeler et al., 2009; Wolski et al.,
2009b).

Para extracdo da lipase da torta de gergelin foi usado a razdo de
1:10 de substrato para solvente (dgua), igual propor¢do foi usada para
extracdo de lipase de farelo de trigo, sendo solvente solucdo de NaCl
(1%), incubado a temperatura ambiente durante 2h (Mahadik et al.,
2002). Quando bagaco de cana de agucar foi usado para produgdo de
lipase, a extragdo da enzima foi realizada com tampao tris-HC] (20mM)
pH 8 contendo 0,5% de Triton X-100 e 2mM benzamidina incubadas 40
min a 4°C (Diaz et al., 2006). Para extracdo do farelo de arroz, usou-se a
propor¢do de 1:6 de substrato para solvente (dgua), sendo incubado
durante 60 min (Colen et al., 2006).

Rodrigues et al. (2006) realizaram estudo da extragdo da enzima
utilizando diferentes solventes, na coluna do fermentador, sendo o fluido
e 0 meio solido (bagaco de cana de agicar) mantidos em contato por 40
minutos a 4 °C. A maior atividade enzimdtica foi obtida quando a
solucdo aquosa de Triton X-100 (0,5%) em pH 8 foi usado como
solvente, na propor¢do de 1:5 sélido para liquido adicionado nas colunas
permanecendo em contato durante 40 min a 4°C. Usando dgua como
solvente, Mala et al. (2007) verificaram o efeito da concentra¢do do
solvente no processo de extracdo, sendo a razdo 1:10 substrato (farelo de
trigo e torta de gergelim) para solvente a razdo que resultou maior
conversdo da atividade. Neste caso a extracdo foi realizada através do
método de percolacdo, necessitando tempo de contato de 60 min no
terceiro estdgio de contato, resultando 97% atividade residual.

Considerando os resultados obtidos na andlise estatistica do
planejamento experimental, realizou-se o estudo cinético da extracdo da



Capitulo 4 — Resultados 151

lipase. A condigdo usada foi temperatura de 25°C, 150 rpm e razdo
s6lido:liquido de 5:20. Em fungfo da maior estabilidade de lipases
microbianas em pH neutro (Lima et al., 2004), e da pequena diferenca
obtida na extrag¢do entre os demais pH estudados e pH neutro, optou-se
por utilizar pH 7 para as demais extracdes.

A cinética da extragcdo da enzima, visualizada na Figura 4.23, foi
realizada em 0, 15, 30, 45 minutos, através do método de mudltiplo
contato. A eficiéncia do processo de extracdo da enzima da matriz de
fermentacdo sdlida € questdo limitante as técnicas de downstream do
processo, vinculada a origem do extrato, considerada uma etapa critica
para obtencdo de enzimas microbianas purificadas (Mala et al., 2007).
Na presente pesquisa observa-se que aproximadamente 50% da extragio
da enzima ocorreram nos primeiros minutos do processo. Este
comportamento se deve provavelmente ao fato de a enzima estar
concentrada na superficie das particulas, resultando em uma rdpida
extracdo da matriz sélida.
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Figura 4.23 - Cinética de extragdo da enzima do farelo fermentado.

Algumas pesquisas mostram que a formacdo do micélio aéreo do
fungo esta diretamente relacionado com a velocidade de formacdo da
enzima (Rahardjo et al., 2005) que pode assim encontrar-se na superficie
da matriz sélida, considerando ainda que particulas menores do
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substrato possam resultar em uma maior drea superficial para o
desenvolvimento dos microrganismos (Couto e Sanromén, 2005).

Na presente pesquisa a atividade lipdsica maxima obtida foi de
175,0 U/g farelo fermentado seco, em 15 minutos de extracdo, usando
como solvente o tampao fosfato de sédio 100 mM na razdo de 5:20 de
farelo fermentado para solvente, a 25°C e 150 rpm.

4.5.2 Pré-purificacdo do Extrato Enzimdtico

Os resultados obtidos de atividade especifica na etapa de
precipitacdo do extrato enzimdtico de Peniccilium 58F podem ser
visualizados na Tabela 4.29. O presente estudo revelou fator de
purificacdo de 1,48 apds a técnica de precipitacdo. Utilizando 70%
saturacdo, a lipase de Antrodia cinnamomea e a de Bacillus sp. RSJ-1
apresentaram fator de purificacdo de 1,2 (Shu et al., 2006) e 12,5
(Sharma et al., 2002).

A técnica de precipitacdo das proteinas com sais € considerada
uma ferramenta importante para concentracio de proteinas. O processo
de concentracdo promove a separagdo das proteinas da maioria dos
demais compostos do meio, facilitando os processos subsequentes
(Martins, 2001). A concentracdo pela adi¢do de sais, como sulfato de
amonio, baseia-se no aumento da forca idnica, de tal forma que as
moléculas protéicas se agregam e precipita (Borzani et al., 2001).
Assim, de acordo com os resultados obtidos no estudo da precipitacio
da lipase de Penicillium verrucosum, a saturacio de 60% com sulfato de
amonio e 5 horas de precipitacdo (Menoncin et al., 2008) foram usados
no presente estudo. A faixa de concentracdo de 60-70% de saturagdo foi
descrita como adequada para precipitacdo de enzimas produzidas com
diferentes microrganismos e substratos (Sun et al., 2008; Shu et al,,
2006; Kanwar, et al., 2006; Sharma, et al., 2002; Prazeres, et al., 2006).

No caso da lipase de Pseudomonas sp. (MSI057) a precipitagdo
foi realizada com 80% de saturagdo, resultando em fator de purificacio
de 6,62. Com atividade especifica de 0,99 U/mg as propriedades da
enzima purificada foram avaliadas, principalmente o efeito da adicdo de
diferentes fons na atividade da lipase, sendo os ions Zn** e Co™
considerados ativadores (Kiran et al., 2008).
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Tabela 4.29 - Acompanhamento do comportamento do extrato
enzimatico hidrolitico durante as etapas de pré-purificagdo.

Atividade Proteina(m Atividade
Hidrolitica (U/mL) g/mL) especifica(U/mg)
Extrato bruto 12,00 2,80 4,28
Extrato
Precipitado 16,11 2,54 6,32
Extrato
diafiltrado 17,85 3,00 613

De acordo com estudos apresentados na literatura, a precipitacdo
de lipases com sulfato de am6nio em distintas concentragcdes variam de
acordo com as referidas pesquisas. As concentra¢des indicadas variam
de 80% a 20% de saturacdo do sal. Para lipases produzidas por
Pseudomonas aeruginosa (Karadzic et al., 2006), Pseudomonas
fluorescens (Makhzoum et al., 1995) e Aspergillus niger (Carvalho et
al., 2005), foi usada a concentracdo de sulfato de aménio de 80% de
saturagdo. Algumas lipases foram ainda precipitadas com 70% de
saturacdo, como a de Antrodia cinnamomea (Shu et al., 2006) e Bacillus
sp.RSJ-1 (Sharma et al., 2002); 60% a de Bacillus coagulans MTCC-
6375 (Kanwar et al., 2006) e Antrodia cinnamomea (Shu et al., 2006);
40% para a de Clostridium tetanomorphum (Petersen e Daniel, 2006) e
20% a proveniente de Favobacterium odoratum (Labuschagne et al.,
1997).

A diafiltracdo foi realizada com a passagem de duas vezes o
volume de extrato adicionado a célula, volume este descrito em outras
pesquisas que relatam a purificagdo de lipases microbianas (Baron et al.,
2005; Maria et al., 2002), bem como em bibliografia que descreve o uso
e eficiéncia do procedimento de diafiltracdo (Zeman & Zydney, 1996).
Nesta etapa buscou-se lavar e eliminar solutos indesejaveis da amostra
de proteinas, com intuito de aumentar a atividade especifica da enzima
de interesse (Wang, 2001; Zeman & Andrew, 1996).

Os resultados do extrato diafiltrado, apresentados na Tabela 4.28,
indicaram reducdo de 0,97 vezes de atividade especifica. Assim,
verificou-se que o processo de diafiltracio ndo resultou aumento do
fator de purificacdo, comportamento similar ao observado por Menoncin
et al. (2008) onde a etapa de didlise ndo foi efetiva para aumento da
atividade especifica de lipase de Penicillium verrucosum.
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4.5.3 Determinacio da Temperatura e pH Otimos
4.5.3.1 Extrato bruto

Foi realizada a determinac¢do dos valores de temperatura e pH
6timos do extrato enzimadtico bruto produzido por Penicillium F58 em
condi¢do ndo otimizada da fermentacdo. A avaliacdo da influéncia do
pH (5,0; 7,0; 8,0) na dosagem da atividade foi realizada a 37°C em
incubador rotatério durante 15 minutos, considerando as condic¢des
utilizadas em estudos anteriores usando farelo de soja com Penicillium
simplicissimum (Vargas et al., 2008; Di Luccio et al., 2004) e com
Penicillium verrucosum (Kempka et al., 2008).

Tabela 4.30 - Efeito do pH na atividade do extrato enzimdtico bruto
produzido por Penicillium 58F.

Valor pH Atividade Relativa (%)
5,0 60,25 + 1,49
7,0 100,00 £ 0,79*
8,0 98,65 £ 0,70

Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

Os resultados apresentados na Tabela 4.30 possibilitaram a
andlise para determinacdo do pH 6timo para determinacdo da atividade
enzimdtica. Através do teste de Tukey verificou-se que o pH 7 e pH 8
(tampdo fosfato de s6dio 100 mM) apresentaram atividades
estatisticamente iguais (p<0,05). Efeito equivalente foi observado para
lipase bruta de Penicillium verrucosum produzida em farelo de soja,
onde encontrou-se pH 7 como 6timo (Kempka et al., 2008).

A literatura reporta que o pH neutro € geralmente definido como
6timo para atividade lipdsica (Benjamin & Pandey, 2000), bem como a
temperatura de aproximadamente 37°C (Burkert, 2004; Freire et al.,
1997; Benjamin e Pandey, 2000). Para a lipase bruta de Antrodia
cinnamomea a temperatura de 60°C e pH 11 foram determinados como
6timos para reac¢do (Lin e Ko, 2005). A temperatura 6tima de 45°C foi
encontrada para lipase bruta de Aspergillus niger produzida em farelo de
trigo (Mahadik et al., 2002). O estudo da temperatura e pH 6timo para
lipase bruta de Geotrichum R59 revelou duas temperaturas 6timas, 37 e
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50°C, sugerindo que a cultura possa produzir mdltiplas formas de
lipases (Ginalska et al., 2004). Comportamento semelhante foi obtido no
presente trabalho, em relagcdo ao pH 6timo.

A Tabela 4.31 apresenta os resultados de temperatura 6tima para
determinacio da atividade enzimdtica. Observou-se que a maior
atividade foi obtida na temperatura de 37°C, sendo significativamente
diferente (p<0,05) das obtidas a 47 e 27 °C. Os resultados obtidos nesta
pesquisa sdo semelhantes aos obtidos com Penicillium simplicissimum
(Vargas et al., 2008; Di Luccio et al., 2004) e Penicillium verrucosum
(Kempka et al., 2008) também em farelo de soja. Para a producdo de
lipase por FES, utilizando Penicillium simplicissimum e torta de babagu
como substrato, o pH e a temperatura 6tima foram 37°C, pH 7 (tampao
fosfato de s6dio 100mM) respectivamente (Gutarra et al., 2005), bem
como para lipase bruta de Aspergillus niger MTCC 2594 produzida em
FES com torta de gergelin temperatura 6tima definida, 37°C e valor
6timo de pH 7 (Kamini et al., 1998).

Tabela 4.31 - Efeito da temperatura na atividade do extrato enzimdtico
bruto produzido por Penicillium S8F.

Temperatura ( °C) Atividade Relativa (%)
27 91,45 +0,93°
37 100,00 + 0,74
47 95,56 £ 0,70

Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

4.5.3.2 Extrato pré-purificado

Foi realizada a determinag¢do dos valores de temperatura e pH
6timos do extrato enzimdtico pré-purificado liofilizado de Penicillium
F58. A reagdo foi realizada a 37°C e pH 7 (tampao fosfato de sédio 100
mM) em incubador rotatério por 15 minutos, considerando os resultados
do estudo anterior de temperatura e pH 6timo da atividade enzimética da
enzima bruta. A avaliag¢do da influéncia do pH de dosagem da atividade
foi realizada usando uma faixa maior de pH (3,0 a 10,0).

Os resultados descritos em Anexo Tabela 7.2 foram analisados
através do teste de Tukey possibilitando a verificagdo de que ndo houve
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diferenca estatisticamente significativa (p<0,1) na atividade lipasica
medida em pH 9 (tampao Tris-HCl 100 mM) e 10 (tampdo glicina-
NaOH 100 mM). Este comportamento pode ser observado na Figura
4.24, sendo que o aumento crescente da atividade relativa ocorre a
medida em que o pH aumenta.

Em pH neutro foi obtido aproximadamente 90% da atividade
obtida em pH bdsico. Em estado bruto, esta enzima apresentou maior
atividade em pH 7. Cabe ressaltar que atividade de 400U/g foram
obtidas em pH bdsico, sendo a maior atividade reportada até o momento
em FES de farelo de soja foi 40U/g com Penicillium verrucosum
(Kempka et al., 2008), bem como superior a maioria dos trabalhos de
producdo de lipases por FES reportados na literatura com atividades em
torno de 17,4U/g (Azeredo et al., 2007), 26,40 U/g (Cavalcanti et al.,
2005), 30,3U/g (Gombert et al., 1999) e 27,8 U/g torta de babacgu (Palma
et al., 2000), 363U/g torta de gergelim pura e 384 U/g com torta de
gergelim misturada a farelo de trigo (Mala et al., 2007).
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Figura 4.24 - Efeito do pH na atividade hidrolitica da lipase pré-purificada
produzida por FES com Penicillium 58F

Considerando que o pH 9 foi utilizado da etapa de comparagdo
das cepas selecionadas para producdo de enzimas hidroliticas (58F e
74F), bem como que as maiores atividades relativas foram obtidas nesta
condi¢do. As dosagens de atividade nos ensaios subsequentes foram
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realizadas em pH 9. Comparando o valor de pH 6timo obtido neste
trabalho, pode-se observar que este estd dentre os valores indicados na
literatura, para outras lipases (pH 5 a 9) (Burkert et al., 2004; Freire et
al., 1997; Tan et al., 2003; Benjamin & Pandey, 2000; Martins, 2001;
Prazeres et al., 2006).

De acordo com o resultado do pH 6timo de dosagem, a
temperatura 6tima foi avaliada na faixa de 20 a 45°C em incubador
rotatério, dosada em pH 9. Os resultados descritos em Anexo na Tabela
7.2 foram analisados através do teste de Tukey. Verificou-se que a
temperatura de incubacdo de 37°C resultou na maior atividade (Figura
4.25), sendo estatisticamente diferente (p<0,05) das demais. E
importante ressaltar que as temperaturas de 25, 30, 40 e 45°C nio
apresentaram entre si, diferenca estatisticamente significativa (p<0,05),
sendo que a atividade nestas temperaturas ficaram em torno de 80 a 90%
da atividade médxima.
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Figura 4.25 - Efeito da temperatura na atividade hidrolitica da lipase pré-
purificada produzida por FES com Penicillium 58F.

Através dos resultados obtidos quanto a temperatura e pH 6timos
de atividade da lipase pré-purificada, foi realizada a avaliagdo do tempo
de incubacdo. A dosagem da atividade lipasica foi realizada em meio
reacional a pH 9 (Tampao Tris-HCl 100mM) incubado a 37°C nos
tempos (0, 15 e 30 minutos) de incubagdo.
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O resultado com 15 minutos de incubagéo resultou na atividade
lipasica mais expressiva (356,30 U/g) em comparagdo a atividade de
227,80 U/g para 30minutos de incubagdo. O tempo zero da reacdo foi
preparado e incubado até temperatura constante (37°C), entdo a amostra
da enzima adicionada e em seguida a adi¢cdo de acetona/etanol (1:1) para
que a reacdo fosse paralisada.

4.5.4 Avaliacdo da Estabilidade do Extrato Hidrolitico Bruto
4.5.4.1 Avaliagdo da estabilidade ao pH

O extrato enzimatico bruto obtido utilizando Penicillium F58 foi
incubado em diferentes valores de pH, acompanhando comportamento
em funcdo do tempo. O extrato foi ressuspenso em tampdes com valores
de pH variando de pH 5,0 e 5,5 (tampao acetato de sédio 250mM); 7 e
8,5 (tampao fosfato de sédio 250mM), e 9,0 (tampao Tris-HCI 250 mM)
permanecendo incubado a 35°C. Amostras de cada ensaio foram
coletadas no t(0) e t(60min) para determinacdo da atividade hidrolitica
(3.3.3.1).

Os resultados obtidos durante a avaliacdo da estabilidade aos
valores de pH sdo apresentados na Tabela 4.32. A lipase produzida
através da FES apresentou maior estabilidade em pH 7. Freire et al.
(1997) mostram que a lipase de Penicillium restrictum € estdvel na faixa
de pH 7 a 8, assim como Kempka et al. (2008), que demonstram que a
lipase de Penicillium verrucosum foi mais estdvel em pH 6-7. Ja a
produzida em FES com Aspergillus niger apresentou maior estabilidade
na faixa de pH 5-7 durante 24 horas a temperatura ambiente (Mahadik et
al., 2002). A lipase bruta de Aspergillus niger MTCC 2594 produzida
em FES com torta de gergelim é estdvel em ampla faixa de pH 4-10
(Kamini et al., 1998). Por outro lado, a enzima bruta de Aspergillus
niger MYA 135 produzida em FS apresentou estabilidade na faixa de
pH 7-10 (Romero et al., 2007).
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Tabela 4.32 - Influéncia do pH na estabilidade do extrato enzimatico
bruto obtido em por FES com Penicillium 58F.

Valor pH Atividade Residual (%)
5,0 61,91 £2,70°
55 70,49 + 4,04°
7,0 88,31 £4,31°
8.5 59,65 £ 6,14°
9,0 68,25 +2,46°

Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

4.5.4.2 Avaliagdo da estabilidade térmica

A avaliagdo da estabilidade da lipase do extrato bruto foi
realizada incubando esta em diferentes temperaturas, acompanhando
comportamento em func¢do do tempo. O extrato foi ressuspenso em
tampdes pH 7 (tampdo fosfato de sédio 250mM), permanecendo
incubado nas temperaturas avaliadas (27, 37, 47, 57 e 67 °C). Amostras
de cada ensaio foram coletadas no t(Omin) e t(60min) para determinagao
da atividade hidrolitica (3.3.3.1). Os resultados obtidos durante a
avaliacdo da estabilidade sdo apresentados na Tabela 4.33. Os resultados
foram analisados através do teste de Tukey, sendo a temperatura de 27
°C a que resultou em maior atividade residual de 94 %. As demais
temperaturas resultaram em baixas estabilidades para lipase bruta do
Penicillium F58, sendo estas estatisticamente diferentes da temperatura
de 27 °C (p<0,05).

Tabela 4.33 - Influéncia da temperatura na estabilidade do extrato
enzimdtico bruto obtido em sistema de FES com Penicillium 58F.

Temperatura (°C)

Atividade Residual (%)

27
37
47
57
67

94,46 + 2,33°
4741 +435°
21,36 £0,53°
14,32 +0,34°¢
10,26 + 1,54°¢

Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p<0,05)

pelo teste de Tukey.
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Os valores de estabilidade térmica do extrato enzimdtico bruto
obtidos neste trabalho sdo préximos aos reportados por Lima et al.
(2004) para lipase bruta produzida em FS com Penicillium
aurantiogriseum, 28 °C, sendo a faixa avaliada até 50 °C, Kempka et al.
(2008) verificou maior estabilidade a 35 °C do extrato lipolitico bruto de
Penicillium verrucosum. A lipase de Aspergillus niger MYA 135
produzida em FS apresentou faixa de estabilidade de 25 a 40°C (1 hora)
(Romero et al., 2007).

Pesquisas relatam que a estabilidade térmica da enzima pode
estar relacionada com sua estrutura, e pode ser influenciada por fatores
como, pH e fons metélicos, por exemplo. Alguns autores indicam que a
estabilidade térmica de uma enzima pode ser melhorada na presenca de
alguns cdtions como Ca2+, Na+, entre outros (Sharma et al., 2001). Em
alguns casos, a estabilidade térmica de muitas lipases pode ser
aumentada através do uso de técnicas de imobilizacdo da enzima
(Sharma et al., 2001).

4.5.5 Avaliacdo estabilidade do extrato hidrolitico pré-purificado
4.5.5.1 Avaliagdo da estabilidade ao pH

A avaliagdo da estabilidade da lipase pré-purificada liofilizada foi
realizada incubando esta em diferentes valores de pH, acompanhando
comportamento em fung¢do do tempo. O extrato foi ressuspendido em
tampdes com valores de pH variando de pH 3, 4 e 5 (tamp&o acetato de
sddio 250 mM); 6, 7 e 8 (tampao fosfato de sédio 250 mM), 9 (tampao
Tris-HC1 250 mM) até 10 (tampao glicina 250 mM), permanecendo
incubado a 35°C. Amostras de cada ensaio foram coletadas no inicio e
apds 60 min de incubagdo para determinacdo da atividade hidrolitica
(3.3.3.1).

Os resultados obtidos durante a avaliacdo da estabilidade aos
valores de pH sdo apresentados na Tabela 4.34. Os dados foram
analisados através do teste de Tukey considerando (p<0,05). A lipase
pré-purificada apresentou maior valor de estabilidade a pH 7,
apresentando atividade residual de 98%, sendo igual estatisticamente a
obtida em pH 10 (91%). Este resultado vem de encontro ao obtido para
o extrato bruto. A estabilidade da enzima pré-purificada em relagdo
bruta demonstrou aumento em torno de 60%, possivelmente devido
retirada de impurezas contidas junto aos compostos de interesse.

[T
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Tabela 4.34 - Avaliacdo da influéncia do pH na estabilidade do extrato
enzimdtico pré-purificado

pH Atividade Residual (%)
4 81,62 £ 0,65°
5 67,65 £ 1,64
6 82,18 £2,10°
7 98,22 +1,31°
8 82,06 * 2,66°
9 88,00 % 2,83"¢
10 91,80 + 1,69*"
Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

O comportamento da enzima pré-purificada em pH 9 revelou
atividade residual relevante, em torno de 88% sendo esta
estatisticamente igual a obtida em pH 10. Contudo a estabilidade obtida
em pH 9, pH 8, 6 e 4, caracteriza uma faixa de estabilidade, sugerindo a
existéncia de lipases dcidas, neutras e alcalinas no extrato produzido.
Saxena et al. (2003b) verificaram que a lipase purificada de Aspergillus
carneus, produzida por FS, demonstrou maior estabilidade nos valores
de pH 8-10.

O emprego da técnica de precipitacdo com sais, aplicada como
pré-tratamento do meio resultou na melhoria da estabilidade das
proteinas de interesse, ressaltando, desta forma, a importincia da
aplicacdo de técnicas de concentracdo de proteinas, para separacdo das
mesmas de outros compostos do meio, eliminando possiveis
interferentes (Martins, 2008).

4.5.5.2 Avaliagdo da estabilidade a temperatura

A avaliagdo da estabilidade da lipase pré-purificada liofilizada foi
realizada incubando esta em diferentes temperaturas, acompanhando-se
o comportamento em fungdo do tempo. O extrato foi ressuspendido em
pH 7 (tampao fosfato de s6dio 250 mM), permanecendo incubado nas
temperaturas avaliadas (20, 25, 30, 37 e 45 °C). Amostras de cada
ensaio foram coletadas no inicio (t=0) e apds 60 min de incubacdo para
determinagdo da atividade hidrolitica (3.3.3.1).

Os resultados obtidos durante a avaliacdo da estabilidade sdo
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apresentados na Tabela 4.35. Os dados foram analisados através do teste
de Tukey (p<0,05), revelando que a lipase pré-purificada apresentou

maior estabilidade entre 27 e 30°C, com atividade residual em torno de
100%.

Tabela 4.35 - Avaliacdo da influéncia da temperatura na estabilidade do

extrato enzimatico concentrado

Temperatura ( °C) Atividade Residual (%)
20 71,60 +6,12°
27 100,00 + 3,16
30 91,01 £2,51*°
37 39,35+ 1,91°
45 35,90 £ 0,73°

Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

Em estudo realizado por Burkert et al. (2004), com lipase obtida
de Geotrichum candidum NRRL-Y552, a estabilidade foi reduzida
quando a temperatura era elevada a niveis superiores a 30°C.
Temperaturas de estabilidade maiores foram relatadas para lipase
produzida por Rhizopus homothallicus que apresentou tempo de meia-
vida (t, =0,72 h) a 50°C (Diaz et al., 2006), e para lipase de Aspergillus
niger sendo 40°C a temperatura na qual esta apresentou maior
estabilidade (Kamini e Mala., 1998). A lipase purificada de Aspergillus
carneus, produzida por FS, demonstrou maior estabilidade a
temperatura de 30-50°C (Saxena et al., 2003b). Considerando esta faixa,
pode-se citar a estabilidade térmica obtida para enzima bruta de Candida
rugosa (UAB) e de uma mistura de isoenzimas comerciais, a 30°C
(Casa et al., 2006).

4.5.5.3 Avaliacdo da estabilidade ao cdlcio

O efeito do cdlcio na estabilidade da lipase pré-purificada é
apresentado na Tabela 4.36. A lipase pré-purificada foi submetida
durante 60 minutos a concentragdes variadas de CaCl, (0,1; 0,5 e 1,0 %),
sendo um controle realizado sem a adi¢do do sal. O tampdo fosfato de
s6dio (250mM) foi utilizado para dissolu¢do do sistema. Amostras de
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cada ensaio foram coletadas no inicio (t=0) e ap6s 60 min de incubacio
para determinagdo da atividade hidrolitica (3.3.3.1).

Os dados obtidos foram analisados através do teste de Tukey,
considerando p<0,05. O comportamento observado em relagdo ao
aumento da concentragdo de célcio ao qual a lipase pré-purificada foi
submetida revelou que a medida que a concentracio do sal aumentava, a
atividade residual decrescia em comparacdo ao ensaio controle,
indicando possivel inibicdo ou desnaturagdo da enzima pelo sal de
calcio. Apesar de alguns autores mostrarem o efeito benéfico do cdlcio
em algumas lipases (Nawani e Kaur, 2007; Kojima e Shimizu, 2003),
outros trabalhos também observaram inativagdo de lipase quando
expostas a meio contendo cdlcio (Menoncin et al., 2008; Kiran et al.,
2008; Diaz et al., 2000).

Tabela 4.36 - Influéncia dos sais de CaCl, na atividade da lipase pré-
purificada

C(glacce‘zt?g/g;‘)ao Atividade Residual (%)
0 (Controle) 100,00 + 2,58

0,1 86,00 +2,99"

0,5 57,12 £2,42°

1,0 23,32 +4,84°

Médias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

Wang et al. (2009) avaliaram a adicio de Ca®* sobre atividade
residual de duas lipases purificadas produzidas por Pseudomonas
monteilli TKU 009 em FS, apés 60 min de incubagdo a 25°C. A F1
apresentou 30% de atividade residual enquanto a lipase F2 131%, sendo
portanto a lipase F2 identificada como célcio dependente. J4 a lipase F1,
da mesma forma que na presente pesquisa, em concentragcdes de CaCl,
de 1% nao foi considerada célcio dependente.

Lima et al. (2004) mostraram que a adi¢do de CaCl, no extrato de
Penicillium aurantiogrissum ocasionou efeito inibitério do extrato.
Outros autores também mostraram efeito inativante do célcio sobre
lipases de Pseudomonas aeruginosa (Karadzic et al, 2006),
Flavobacterium odoratum (Labuschagne et al., 1997), reduzindo a
atividade em até 44%. Em alguns casos ndo se observava um grande
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efeito do célcio sobre a enzima, como mostrado por Kanwa et al. (2006),
que demonstraram aumento da atividade de somente 10% com adi¢do de
até 10mM de Ca**. Em alguns casos, o efeito inibidor ou ativador pode
ser dependente da concentragdo de cations. Para lipase purificada de
Aureobasidium pullulans HN2.3 a adigdo da concentra¢do de 1mM de
CaCl, reduziu a atividade relativa para 73% enquanto que adicdo de
5SmM estabilizou atividade em 100% (Liu et al., 2008).

4.3.5.4 Avaliacdo da especificidade do extrato hidrolitico pré-
purificado

Uma enzima pode apresentar diferentes taxas de hidrdlise sobre
triacilglicerdis, diacilgliceréis ou monoacilglicerdis. Hd também a
especificidade aos dcidos graxos que compdem o substrato, preferéncia
por 4cidos graxos especificos, principalmente quanto ao comprimento
da cadeia e niimero de insaturagdes (Jensen et al., 1983). Neste contexto,
foi realizada uma avaliagdo quanto a especificidade da lipase pré-
purificada de Penicillium 58F frente a diferentes triglicerideos,bem
como a ésteres graxos.

a) Especificidade a diferentes triglicerideos

A determinagdo da atividade hidrolitica em diferentes
triglicerideos foi avaliada em tributirina, trioleina, tricaprilina e os dleos
vegetais de oliva e soja. A Figura 4.26 apresenta a preferéncia da lipase
pré-purificada de Penicillium 58F aos triglicerideos avaliados. As
maiores atividades foram obtidas quando a tributirina foi usada como
substrato, seguida do 6leo de oliva. A preferéncia ao 6leo de oliva era
um comportamento que pode ser esperado, jia que toda a etapa de
selecdo das cepas produtoras de lipase foi realizada através da dosagem
da atividade neste substrato.

A tributirina é um triglicerideo de cadeia curta, e portanto
facilmente hidrolisdvel por lipases e esterases (Kim et al., 2007;
Chahinian et al., 2005). No caso da Pseudomonas fluorescens HU380 a
maior atividade foi observada quando a tributirina (C4:0) foi usada na
reacdo (Kojima e Shimizu, 2003), bem como para lipase bruta de
Colletotrichum gloesporioides (Colen te al., 2006). A lipase concentrada
de Bacillus sp. A30-1 foi mais especifica a triglicerideos de cadeia
média, como a trilaurina (C12:0), seguida de tricaprilina (C10:0) (Wang
et al., 1995), da mesma forma a lipase extracelular Rhizopus oryzae,
para a tricaprilina (C10:0) (Razak et al., 1997). J4 a lipase de Aspergillus
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carneus apresentou boas atividades em uma faixa de triglicerideos
variando de C4 a C18 (Saxena et al., 2003b).
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Figura 4.26 - Avaliacdo da atividade hidrolitica do extrato enzimdtico pré-
purificado seco, em diferentes triglicerideos

b) Esteres comerciais do p-nitrofenol

A determinacdo da atividade hidrolitica em diferentes ésteres
comerciais foi avaliada para o delineamento da especificidade do extrato
hidrolitico frente ao p-nitrofenol laurato, estearato, palmitato, butirato.
Os dados obtidos durante a realizacio dos experimentos s3o
apresentados na Figura 4.27. A lipase pré-purificada de Penicillium 58F
apresentou maior especificidade frente ao éster p-nitrofenil laurato
(C12:0). Comportamento semelhante foi observado para lipase
purificada de Aspergillus carneus, sendo esta 5 vezes mais especifica
para éster p-nitrofenil laurato (C12:0) do que ao p-nitrofenil palmitato
(C16:0) (Saxena et al., 2003b).

As lipases extracelulares produzidas pelo fungo termotolerante
Rhizopus  homothallicus em FES e FS, apresentaram maior
especificidade quando éster graxo de cadeia média (C:8) era usado (Diaz
et al., 2006), igual preferéncia foi identificada quando lipase foi
produzida por Bacillus coagulans MTCC-6375 em FS, resultando em
100% atividade lipasica em p-nitrofenol caprilato (pNPC), e 86%
atividade lipdsica em éster de cadeia longa (C16:0) p-nitrofenol
palmitato (pNPP) (Kanwar et al., 2006).

Comportamento  contrario foi observado ao avaliar a
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES
5.1 Conclusoes
Ap6s a realizacdo deste estudo pode-se concluir que:

« Dentre os diversos microrganismos isolados, os fungos
filamentosos apresentaram os melhores resultados na
fermentacdo em estado sélido (FES) como produtores de lipase
com atividade hidrolitica.

« A fermentagdo em estado sélido para produgdo de lipase com
atividade hidrolitica usando farelo de soja apresentou bons
resultados. O estudo da suplementacdo realizado com os fungos
selecionados 74F e 58F, ambos do género Penicillium, revelaram
0 microrganismo 58F como o mais promissor nos distintos pHs
avaliados, sendo a suplementagcdo com uréia acrescida de 6leo de
soja que resultou melhores atividades. A produ¢do da enzima em
48 h de fermentacgdo apresentou pico de producdo para pH écido
(140,00 U/g), 96h em meio neutro (196 U/g) e para meio alcalino
de 133,56 U/g farelo de soja seco;

« A técnica de planejamento de experimentos mostrou-se eficiente
para maximizacdo do processo fermentativo com o fungo
Penicillium sp. 58F para producdo de lipase hidrolitica. O
processo foi maximizado com suplementacdo (0,60% (p/p)
UROS) (C/N 6,11), umidade 75%(p/v), granulometria farelo de
soja 2-1 mm, concentragdo in6culo de 2x108(esporos/g) e
temperatura 20(°C);

« A atividade hidrolitica obtida em meio acido foi de 200 U/g
farelo de soja seco apds 120h de fermentacdo, em neutro de 317
U/g farelo de soja seco em 96h de fermentacdo e em alcalino
obteve-se atividade de 191 U/g farelo de soja seco em 96 h
fermentacdo. Os resultados foram bastante promissores, com
altas concentracdes de lipase extracelular, possivelmente um
pool lipases, com potencial hidrolitico em uma ampla faixa de
pH;

% A variagdo da concentragio C/N (2.00, 6.11 e 10.22) mostrou
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que altas concentracdes de uréia resultaram na diminui¢do da
produtividade, sendo a concentragdo padrdo, C/N 6.11 (farelo de
soja) a que resultou nas melhores produtividades considerando a
faixa de pH avaliada (4, 7 € 9).

¢ A metodologia de planejamento de experimentos mostrou-se ttil
na otimizagdo da extragdo da lipase hidrolitica produzida por
Penicillium sp. em FES. A condi¢cdo foi otimizada usando
tampdo fosfato de sédio 100mM pH 7,0 e temperatura de 25°C,
150 rpm, e razdo sélido/liquido de 1:4, com incubacdo de 15
minutos, atingindo-se atividade de 175U/g farelo de soja seco.

¢ A caracterizacdo parcial do extrato enzimatico hidrolitico bruto e
pré-purificado apresentou condi¢des pH e temperatura 6timas de
atividade a 37°C e pH 7 e 37°C e faixa de pH de 9 a 10,
respectivamente;

¢ A maior estabilidade do extrato enzimdtico hidrolitico bruto e
pré-purificado foi obtido a temperatura de 25 °C e pH 7;

¢ A estabilidade do extrato enzimdtico hidrolitico pré-purificado
frente a sais de cdlcio demonstrou que a lipase ndo € cdlcio
dependente, sendo que com o aumento da concentracdo de célcio
ocorreu queda gradativa da atividade relativa da lipase
hidrolitica;

% A especificidade do extrato enzimadtico hidrolitico pré-purificado
indicou a preferéncia ao 6leo de oliva (substrato usado na etapa
de selecdo das cepas) e da tributirina, bem como ao éster p-
nitrofenil laurato (C12:0), apresentando, assim, boas atividades
em uma faixa de triglicerideos variando de C4 a C18;

¢ Foi possivel selecionar potenciais microrganismos produtores de
lipases com atividade de esterificacdo. As cepas 69F, 161L,
mostraram-se hdbeis a catalisar a reacio de producgdo de n-propil
oleato.

5.2. Sugestoes para trabalhos futuros

A partir dos resultados obtidos neste trabalho sugere-se como
trabalhos futuros:

¢+ Purificagdo de lipases produzidas por fermentacdo em estado
solido utilizando sistemas aquosos bifdsicos e processos de
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separa¢do com membrana;

Aplicacdes do extrato enzimdtico hidrolitico obtido através do
Penicillium sp. em reacdes de interesse;

Avalia¢do da produgdo de lipases com atividade de hidrdlise e
esterificacdo utilizando diferentes residuos agro-industriais como
substratos buscando producdo de lipases com diferentes
caracteristicas bioquimicas;

Otimizagdo da producdo de lipases com atividade de
esterificacdo em FES utilizando os microrganismo selecionados;
Otimizacgdo da producdo de lipases com atividade de hidrdlise e
esterificacdo em sistema submerso;

Purificacdio e imobilizacdo dos extratos enzimaticos brutos
obtidos utilizando lipase com atividade de esterificagao;
Verificagdo da estabilidade das lipases imobilizadas com
atividade de sintese frente a solventes orginicos;

Caracterizacdo parcial (temperatura e pH Otimos e de
estabilidade e estabilidade a baixas temperaturas) da enzima
imobilizada;

Acompanhamento da atividade hidrolitica e de esterificacdo do
extrato enzimatico submetido a alta pressao;

Producdo de biodiesel em fluidos pressurizados utilizando
lipases ndo comercial.
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Anexos

ANEXOS

Anexo I - Solucao de azocaseina 0,5 %

Pesar 1 g de azocaseina, adicionar 20 mL de &4gua destilada,
acrescentar solugdo de hidréxido de sédio 40% até chegar a pH 12,0.
Adicionar dcido acético até chegar ao pH 5,0, completar o volume para 200
mL com tampdo acetato de sédio 50 mM pH 5,0.
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Anexo II - pH é6timo do extrato pré-purificado

Tabela 7.1 Efeito dos valores de pH na atividade hidrolitica do extrato
enzimatico pré-purificado

Valor pH Atividade Relativa (%)
Solugcdo Tampdo

3 8,44 +0,85"

4 12,95+ 1,67°
5 34,95+0,21°
6 46,86 £ 0,96"
7 89,13 +2,39°
8 64,23 0,94
9 98,00 + 1,28°
10 100,00 + 0,66

Médias * desvio padrio seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
teste de Tukey.
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Anexo III - pH 6timo do extrato pré-purificado

Tabela 7.2 - Efeito da temperatura de incubacdo na atividade hidrolitica do

extrato enzimatico pré-purificado

Temperatura(°C) Atividade Relativa (%)
20 79,61 +1,63°
25 85,62 + 2,00°
30 86,00 + 0,70°
35 83,00 + 1,29°
37 100,00 + 1,312
40 91,00 + 1,59°
45 89,47 + 0,85°

Meédias * desvio padrdo seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre si (p<0,05)

pelo teste de Tukey.



