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RESUMO
As enzimas lipoliticas sdo capazes de catalisar uma grande variedade de reagdes e sdo
altamente especificas. Para a biotecnologia surge a necessidade da busca de novos micro-
organismos para essa producdo. O objetivo desse trabalho foi avaliar a producdo de lipases
por duas leveduras isoladas do bagaco de caju, Candida tropicalis URM 7057 e Meyerozyma
caribbica LABIOTEC 4 e comparar pela levedura C. rugosa NRRL Y-95. Inicialmente foram
testados meios de cultura sintéticos para a produgdo da enzima. O meio sintético C (contendo
glicose, KH2PO4, extrato de levedura, MgS0O4.7H20, peptona e acido oleico) foi o que
apresentou melhor resultados de atividade intracelular (282 + 14 U/L em 48 horas de cultivo).
Em seguida, 4 meios de cultura alternativos foram formulados com residuos, além de sulfato
de amonia e peptona, e avaliados na produgdo da enzima de interesse. O meio 01 continha
melaco, o meio 02, milhocina (CSL - corn steep liquor), o meio 03, aguas residuais da
producdo do azeite (olive mill wastewater - OMW) e o meio 04, todos eles. O meio 04 se
mostrou melhor por permitir a produ¢ao de maiores quantidades da enzima lipolitica,
provavelmente por apresentar uma quantidade maior de nutrientes para levedura. Um
planejamento fatorial fracionado foi conduzido para se verificar a influéncia das
concentragdes dos residuos na produgdo da lipase. A milhocina apresentou efeito positivo
nessa produg¢do, propiciando atividade extracelular de lipase de 587 = 5 U/L, em 24 horas de
cultivo. O uso de biorreator tipo tanque agitado favoreceu a produgdo de lipases, visto que as
atividades da lipase produzida por C. rugosa em biorreator foram maiores que as produzidas
em frascos (600 U/L em biorreator e 400 U/L em frascos, apos 48 horas de cultivo), e para
levedura C. tropicalis a atividade enzimatica também se apresentou em quantidade maior
(préximo a 500 U/L, comparado a 400 U/L em frascos). O crescimento da biomassa da
levedura C. tropicalis em frascos e em biorreator foi similar até 48 horas. A enzima produzida
por C. rugosa tem massa molar préxima a 60 KDa, com pH o6timo em torno de 7,0 e
temperatura 6tima de 40 °C. A caracterizacdo bioquimica parcial da lipase produzida por C.
tropicalis mostrou que ela apresenta temperatura 6tima de 60 °C para o extrato intracelular e
70 °C para o extracelular, pH 6timo igual a 7.0. Apds adsorcao da enzima em octil-agarose,
foi possivel identificar, por analise de zimograma e por eletroforese, bandas proximas as

obtidas para a lipase de C. rugosa comercial (60 KDa, 45 KDa e 22 KDa).

Palavras chave: Lipase. Cultivo submerso. Candida rugosa. Candida tropicalis.

Meyerozyma caribbica.



ABSTRACT
Lipolytic enzymes can catalyze a wide variety of reactions and are highly specific. For
biotechnology, the need arises for the search for new microorganisms for this production. The
objective of this work was to evaluate lipase production by two yeasts isolated from cashew
bagasse, Candida tropicalis URM 7057 and Meyerozyma caribbica LABIOTEC 4 and to
compare it with C. rugosa yeast NRRL Y-95. Synthetic culture media were initially tested for
production of the enzyme. Synthetic medium C (containing glucose, KH2POys, yeast extract,
MgSO4 .7H>0, peptone and oleic acid) showed the best intracellular activity results (282 + 14
in 48 h of cultive). Then, alternative medium culture was formulated with residues, in
addition to ammonium sulfate and peptone, and evaluated the production of the enzymes of
interest. Medium culture 01 contained molasses, medium culture 02, corn steep liquor (CSL),
medium culture 03, olive mill wastewater (OMW) and medium culture 04, all of them.
Medium 04 was better because it allowed the production of larger amounts of lipase, probably
because it had a higher amount of nutrients for yeast. An experimental design was conducted
to verify the influence of the concentrations of residues on lipase production. Corn steep
liquor (CSL) had a positive effect on this production, providing extracellular lipase activity of
587 £ 5 U/L, in 24 h of cultive. The use of stirred tank bioreactors favored the production of
lipases, since the activities of the lipase produced by C. rugosa in bioreactor were higher than
those produced in flasks (600 U/L in bioreactor and 400 U/L in flasks, after 48 h of cultive)
and for yeast C. tropicalis the enzymatic activity also presented in a larger quantity (close to
500 U/L, compared to 400 U/L in flasks). Biomass growth of yeast biomass C. tropicalis, in
flasks and in bioreactor, was similar up to 48 h. The enzyme produced by C. rugosa has a
molar mass close to 60 KDa, with an optimum pH of 7.0 and an optimum temperature of 40
°C. The partial biochemical characterization of the lipase produced by C. tropicalis showed
that it presents an optimum temperature of 60 °C for the intracellular extract and 70 °C for the
extracellular extract, optimum pH equal to 7.0. After adsorption of the enzyme in octyl-
agarose, it was possible to identify, by zymogram analysis and by electrophoresis, bands close

to those obtained for C. rugosa commercial lipase (60 KDa, 45 KDa and 22 KDa).

Keywords: Lipase. Submerse cultive. Candida rugosa. Candida tropicalis. Meyerozyma

caribbica
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1 INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol-acil-hidrolases E.C.3.1.1.3) tém uma ampla faixa de
aplicacdo, porque sao capazes de hidrolisar triglicerideos para diacilglicerol (DAGQG),
monoacilglicerol (MAG), glicerol e acidos graxos livres (COLLA et al., 2013; SHARMA et
al., 2001), assim como catalisam reagdes de esterificacdo, transesterificacido e
interesterificagcdo de lipidios. Elas podem ser aplicadas em muitas areas, como na quimica fina
(VILLENEUVE et al., 2000), em detergentes (HASAN et al., 2006), no tratamento de aguas
residuais (WU et al., 2008), na determinagdo do sabor de produtos lacteos (SUZZI et al.,
2001; FICKERS et al, 2011), na area farmacéutica e na médica (RIGO et al, 2009;
BURKERT et al., 2004), entre outros. Para o mercado de enzimas, as lipases t€ém emergido
como um relevante biocatalisador que contribui com a bioindustria de lipidios (TREICHEL ef
al., 2010).

O elevado custo dos extratos enzimaticos comerciais e a falta de industrias no
Brasil, levou ao desenvolvimento da presente tese de doutorado, que se propos a estudar a
producdo de lipases. O grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos
(GPBIO), do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da Universidade Federal do Ceara
(UFC), trabalha ha muito tempo com as lipases comerciais. Ao longo dos anos varios estudos
foram realizados por nosso grupo com essas enzimas, como trabalhos de imobilizagdo em
diversos materiais (fibra de coco verde (BRIGIDA, 2010), nanoparticulas (SOUZA, 2013),
organo-gel (CAVALCANTE, 2015), bagaco de caju (PACHECO, 2016) e SBA-15 (RIOS et
al., 2016).

O trabalho se iniciou através de uma colaboragao entre o GPBIO o LABIOTEC
(Laboratorio de Biotecnologia da UFC), que ja vinha trabalhando na selegdo e identificagao
de micro-organismos isolados a partir de residuos agroindustriais, e o Laboratério de
Fermentacao (Universidade do Minho), que tem larga experiéncia na utilizacao de residuos
para a formulagdo de meios de cultivo. Dentre esses micro-organismos, duas leveduras com
potencial para a producido de esterases (SA et al., 2013) Candida tropicalis e Meyerozyma
caribbica, foram identificadas de acordo com os padrdes estabelecidos pelo LABIOTEC
(SILVA et al.,1997) e doadas ao GPBIO.

A maioria das enzimas de uso industrial ¢ de origem microbiana e sdo produzidas
em cultivos aerobicos submersos convencionais, 0 que permite um maior controle das
condi¢des de crescimento do que no caso das fermentacdes de estado solido (HASAN et al,

2006; CHEETHAM, 1995). A quantidade de lipase produzida depende de alguns fatores,
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como composicdo do meio de cultura, concentracdo de nitrogénio, concentragdo de sais
inorganicos, temperatura, pH, oxigenagdo, agitacdo, fontes de carbono. E ainda os lipidios,
tais como a manteiga e os acidos graxos de oleo de azeitona podem estimular a producao de
lipase (MALDONADO et al., 2012; PUTHLI et al., 2006; BURKERT et al., 2004).

Virios estudos tém sido realizados visando a otimiza¢ao dos meios de cultura para
producdo de lipases usando diferentes fontes de carbono, nitrogénio e indutores (TAKAC et
al,, 2010; RAJENDRAN; THANGAVELU, 2007; RUCHI et al, 2008; KAUSHIK et al.,
2006; CIAFARDINI et al., 2006; MONTESINOS et al., 2003; MURALIDHAR et al., 2001;
FADILOGLU e ERKMEN, 2001).

Os residuos e/ou subprodutos agroindustriais t€m uma elevada concentragdo de
nutrientes e podem ser utilizados no meio de cultura para o crescimento de micro-organismos
e producao de lipases. Autores relatam a redugao dos custos de producao aliada ao substrato
(DE MORAIS et al., 2016; SALIHU et al., 2012; TREICHEL et al., 2010). Além disso, a
utilizagdo de tais residuos ¢ uma maneira de aumentar a aplicagdo destes materiais que
apresentam riscos ao ambiente (SALIHU et al., 2012). Neste contexto, trés residuos
agroindustriais foram avaliados, melago, milhocina e dguas residuais da produgao de azeite. O
melago ¢ uma fonte de carbono importante para os micro-organismos. Em seus trabalhos,
POTUMARTHI et al. (2008) e CAVALCANTI et al. (2005) utilizaram o melago, em
conjunto com outros nutrientes, para formular um meio de cultura adequado a producao de
lipase. A milhocina é comumente empregada como fonte de nitrogénio (5 g/L de proteina).
SANTOS et al. (2013) e MALDONADO et al. (2014), por exemplo, utilizaram milhocina
para producdo de biossurfactantes e lipases, respectivamente. Ja as aguas residuais da
producao de azeite sdo adequadas para produgdo de lipases, porque possuem fragdes do
rejeito de azeite que induzem a producdo desta enzima (D’ANNIBALE et al., 2006; LOTTI et
al., 1998). ABRUNHOSA et al. (2013) e GONCALVES et al. (2012) utilizaram esse residuo
nos meios de cultivos para produgdo da enzima lipolitica.

A producao de lipases por cultivo submerso utilizando residuos (melago,
milhocina e OMW) na formulag¢do do meio de cultivo ¢ a inovagao deste trabalho, até mesmo
para uma levedura padrdo, que ¢ o caso da C. rugosa, uma vez que sdo meios de cultivos
alternativos que barateiam o custo da producao desta enzima. Em dias atuais se faz necessario
a diminui¢do dos custos de obten¢do das enzimas, deixando-os mais atrativos para qualquer
processo industrial (PINHEIRO et al,, 2008; SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003).

Este trabalho mostra os resultados da utilizacao dessas leveduras para produgdo de

lipase, comparada com a producao de lipase produzida por outra levedura conhecida, a C.
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rugosa fornecida por banco de cultura NRRL (the Agricultural Research Service - United
States Department of Agriculture). Primeiramente foram testados meios de cultura sintéticos,
em seguida meios alternativos para C. rugosa e, posteriormente, para as leveduras isoladas C.
tropicalis € M. caribbica. Foi feito também o uso no biorreator em tipo tanque agitado para C.
tropicalis e C. rugosa. As duas cepas apresentaram resultados positivos e sao fontes propicias

em aplicacdes industriais para producdo da enzima.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lipases

As lipases constituem uma classe de enzimas das mais utilizadas em biotecnologia
(RIBEIRO et al.,, 2011; SCHMID et al, 1998). Essas enzimas estdo sendo exploradas em
processos biocataliticos em diversas areas, como na sintese de 6leo-quimica, em alimentos,
sintese de organicos e na industria farmacéutica (SHARMA et al., 2013; KAPOOR ¢ GUPTA
2012; BASSEGODA et al., 2012; TREICHEL et al., 2010).

Essas enzimas sdo responsaveis pela hidrolise de ligagdes de éster-carboxilicos
liberando &cidos carboxilicos e alcoois. Em condigdes reacionais que envolvem pouca
disponibilidade de 4gua, elas atuam nas reagdes de esterificacdo ou de transesterificagdo
(DAIHA et al., 2015, SHARMA et al., 2001, KOSKINEN et al., 1996).

As enzimas lipoliticas microbianas catalisam uma grande variedade de reacdes e
possuem alta especificidade de substrato, por isso sdo muito utilizadas industrialmente
(AKSHATHA et al, 2011; KUMAR et al, 2011, HASAN et al, 2009). As lipases
microbianas sdo produzidas preferivelmente em fermentagdes submersas (MESSIAS ef al,,
2011; FEITOSA et al.,, 2009). As lipases sdo produzidas por varias bactérias, leveduras e
fungos (DE ALMEIDA et al., 2013; WANG et al., 2007; HASAN et al., 2006).

2.2 Micro-organismos produtores de lipases

As lipases sdo abundantes em animais, plantas e micro-organismos (KAPOOR e
GUPTA, 2012; LIN et al., 2006). As enzimas produzidas por via microbioldgica apresentam
algumas vantagens em relacdo as enzimas produzidas por plantas e animais, tais como, maior
variedade de atividades cataliticas disponiveis, niveis elevados de conversdao na sintese € na
transesterificagdo de triacilglicerois. A facilidade de manipulacdo genética, fornecimento
regular uma vez que ndo sofrem flutuagdes sazonais. Além disso, 0os micro-organismos
apresentam crescimento mais rapido quando comparados a plantas e animais, e ¢ possivel
empregar meios de produgdo menos dispendiosos (HASAN et al., 2006; YANG et al., 2005;
WISEMAN, 1995).

Alguns géneros de leveduras sdo capazes de sintetizar lipases, como: Candida,
Saccharomyces, Saccharomycopsis e Yarrowia. (GONCALVES, et al., 2007, HADEBALL,

1991). A maioria dos estudos de levedura para produgdo de lipase sdo com as espécies C.
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rugosa ¢ Candida antartica, existem outras leveduras crescentes nessa producdo mostrando
novos potenciais na area da biotecnologia (BUSSAMARA et al., 2010; CIAFARDINI et al,
2006; FERNANDEZ et al, 2006). Muitos micro-organismos estdo sendo estudados para a

producao de lipases, a Tabela 1 mostra algumas dessas pesquisas.

Tabela 1 — Levantamento de micro-organismos produtores de lipase ao longo dos anos

Micro-organismos

Referéncia

Fusarium globulosum

GULATI et al., 2005

Antrodia cinnamomea

LIN; WANG; SUNG, 2006

Burkholderia cepacia

FERNANDES et al., 2007

Aureobasidium pullulans HN2.3

LIU et al., 2008

Candida cylindracea

BROZZOLI et al., 2009

Aspergillus niger

EDWINOLIVER et al., 2010

C. rugosa NRRL Y-17506

MALDONADO et al., 2012

Geotrichum candidum

FARIAS et al., 2012

Candida antartica

FERNANDES et al., 2014

C. rugosa

DE MORALIS et al., 2016

O trabalho desenvolvido nesta tese apresenta uma proposta de producdo de lipases
a partir das cepas Candida tropicalis € Meyerozyma caribbica para entender mais sobre o
processo fermentativo de produgdo e a caracterizagdo das proteinas produzidas. Esses estudos
sdo importantes, porque visam o desenvolvimento de um produto com potencial

biotecnoldgico.
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2.2.1 C. rugosa

A levedura C. rugosa ¢ uma das leveduras mais aplicadas na industria para
producao da lipase e estd sendo estudada ha muito tempo devido sua capacidade de producao
de lipases. Essa enzima possui alta atividade nas reacdes de hidrélise total ou parcial do
triacilglicerol (VAKHLU; KOUR., 2006; REDONDO ef al., 1995), bem como nas reacdes de
sintese e transesterificagao de ésteres (MUSTRANTA, 1992, REDONDO et al., 1995) o que

favorece sua aplicacdo em muitos processos.

2.2.1.1 Lipase produzida por C. rugosa

Do ponto de vista estrutural e bioquimico, a C. rugosa expressa 5 genes ja
totalmente caracterizados ¢ denominadas como isoenzimas (Lipl-Lip5) que se diferenciam
nas posicdes de conformagao e sitio ativo. Todas as isoenzimas apresentam uma estrutura de
hidrolase o/} (OLLIS et al., 1992), com uma triade catalitica e uma conformacdo que cobre o
sitio ativo quando a enzima estd na sua forma inativa (DE MARIA et al., 2006; AKOH et al.,
2004; FERRER et al, 2001; CYGLER AND SCHRAG, 1999; BENJAMIN E PANDEY,

1998). A lipase de C. rugosa possui um sitio ativo formado por uma triade catalitica (Figura

).

Figura 1 — Diagrama estrutural da lipase de C. rugosa em momentos aberto e fechado da
conformagdo polipeptidica. A conformagdao fechada estd representada na cor amarela,
enquanto a conformagao aberta estd destacada em vermelho. Os residuos que formam a triade
catalitica sdo mostrados em vermelho.

Fonte: Esta estrutura foi produzida usando MOLSCRIPT e Raster3D (CYCLER; SCHRAG, 1999).
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A triade catalitica ¢ composta pelos residuos serina (Ser184), histidina (His366) e
aspartato (Asp334), ou glutamato (Glu341) Ser-His-Asp/Glu, o qual opera pelo mesmo
mecanismo caracteristico das 10 serinas hidrolases, incluindo algumas proteases, sendo
semelhante tanto para as reacdes de hidrélise quanto para as reagdes de sintese (JAEGER e
REETZ, 1998). O dominio que cobre o local do sitio ativo (conformacgao) pode ser constituido
por uma unica hélice, duas hélices ou uma regido em loop (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ,
1999).

2.2.2. Candida tropicalis e Meyerozyma caribbica

As duas cepas utilizadas neste trabalho foram a C. tropicalis e M. caribbica,
isoladas do bagaco de caju; residuo da exploracdo da cultura do caju (Anacardium occidentale
L), que é uma das atividades agroindustriais mais importante do Nordeste brasileiro (PINHEIRO,
2015).

Essas leveduras, embora j4 mencionadas na literatura como fontes promissoras
para a producdo de lipases, foram pouco exploradas tecnicamente. Alguns autores citam a C.
tropicalis como produtora de lipase (GUPTA et al, 2015; TREICHEL et al., 2010;
VAKHLU; KOUR, 2006). A M. caribbica tem caracteristicas parecidas com a C.
guilliermondii (uma vez que essa levedura foi reclassificada pela Micoteca - URM da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) para M. caribbica), pois essa ja foi citada em
trabalhos na produgao de lipase (OLIVEIRA et al., 2014).

Alguns artigos mostram a aplicagdo da M. caribbica sobre a capacidade
antagonista da estirpe contra fungos diferentes que causam doengas em frutos, por exemplo,
na a¢do antifungica produzida pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (BAUTISTA-
ROSALES et al., 2013).

As leveduras C. tropicalis e C. guilliermondii sdo também utilizadas em
fermentagdes na indastria de alimentos por se tratar de micro-organismos benéficos a saude. E
comprovada a eficacia dessas leveduras, C.tropicalis e C. guilliermondii, na conversdo de
xilose (ZHANG et al., 2016, DE ALBUQUERQUE et al., 2014) e do hidrolisado
hemicelulésico (DELGENES et al., 1998), respectivamente, a xilitol. Essas leveduras também
sdo apontadas como micro-organismos oleaginosos pela capacidade de acumular lipidios
através de sua biomassa (DEY e MAITI, 2013 GUO e OTA, 2000; GUO et al., 1999).

A foto dessas leveduras crescidas em placas estdo apresentadas na Figura 2.
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Figura 2 — As leveduras Candida tropicalis (a) e Meyerozyma caribbica (b) cultivadas por
placas em meio Agar Sabouraud (AS).

Fonte: Autoria propria (2017).

2.3 Fatores que influenciam a producao das lipases

2.3.1 Cultivos microbianos

Os cultivos microbianos sdo realizados por meio de dois tipos bdasicos de
processos de fermentagdo: fermentagdo em estado solido (FES) e fermentagdo submersa (FS).
O cultivo submerso facilita a produgdo em grande escala, pois garante a homogeneidade do
meio, apresenta simples monitoramento e controle do processo (SILVEIRA et al., 2016;
CAPUTO 2012; COUTO ¢ SANROMAN, 2006). O cultivo em estado sélido geralmente
apresenta baixo custo, dado o reaproveitamento de residuos agroindustriais e favorece menor
risco de contaminagdo no processo (MESSIAS et al, 2011). As enzimas industriais sdo
produzidas basicamente através do bioprocesso submerso por cultivos em batelada e batelada
alimentada (COLLA et al., 2013). Entretanto, os fungos filamentosos possam apresentar
maiores produtividades através do processo de fermentacdo em estado solido (COLLA et al,
2013; GONZALEZ et al., 2003).

Para determinar qual tipo de fermentacao utilizar, se faz necessario uma avaliacao
sobre o meio de cultura utilizado para o crescimento microbiano (BARBOSA et al, 2011). No
caso de residuos que apresentam grande quantidade de agua para producdo de enzimas, a
fermentacdo submersa ¢ a mais adequada (LIMA et al., 2001).

Existem na literatura muitos estudos de producdo de lipases através da

fermentagdo submersa. Em De Morais et al. (2016) a lipase foi produzida por C. rugosa e
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Geotrichum candidum. Em Pinheiro et al. (2008) foi produzida a partir do micro-organismo
Penicillium verrucoso, em Abrunhosa et al. (2013) a enzima foi produzida a partir de
Aspergillus ibericus. Em Vakhlu, J.; Kour, A. (2006) estudou-se a producgdo por C. tropicalis.
Em Rajendran et al. (2008) foi estudado a partir da levedura C. rugosa.

2.3.2 Meios de culturas e condicoes

A composicdo e as condicoes do meio de cultura sdo pontos relevantes na
producdo de enzimas (GRBAVCTIC ef al., 2011). A sintese da lipase no meio de cultivo ¢é
influenciada pelo tipo e concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio, pH, temperatura de
crescimento, € pela concentragdo de oxigénio dissolvido, quando o processo € submerso, € a
concentracao de indutores (COLLA et al., 2013; VOLPATO, 2009; GUPTA et al., 2004). Os
indutores sdo substratos hidrofobicos como acidos graxos, triglicerideos e alguns ésteres que
promovem a producio da lipase (BRIGIDA et al., 2014; MARIMUTHU, 2013; FICKERS et
al., 2011; FICKERS ef al., 2005). A literatura apresenta diversos trabalhos sobre a producao

da lipase (Tabela 2) com utilizagdo de meios sintéticos € em meios com residuos.

Tabela 2 — Principais substratos utilizados em meios de cultivos para producao de lipase

Micro-organismos Substratos Referéncia
Candida sp. 99-125 Oleo e a farinha de HE e TAN et al., 2006
soja
Yarrowia lipolytica NRRL Y-2178 Glicerol, glicose, LEE et al., 2007
extrato de levedura e
peptona
Aureobasidium pullulans HN2.3 Azeite, glicose, LIU et al., 2008

sulfato de amonio

Candida cylindracea NRRL Y- 17506 Tween e azeite KASTRANOV et al., 2008

Penicillium simplicissimum Torta de babagu CAVALCANTI et al.,
(rejeito da produgao 2005
do 6leo do babacu)
suplementado com
melaco
Bacillus pumilus RK 31 Azeite de oliva e KUMAR et al., 2011

Tween 80
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Yarrowia lipolytica (estirpe CBS6303 Tributirina, glicose, FICKERS et al., 2011
com mutag¢do) glicerol, acido
citrico, peptona

C. rugosa CBS 2275 Extrato de levedura ~ GONCALVES et al., 2012
peptona, glicose e
oMW

Geotrichum candidum NRRLY-552 Milhocina e 6leo de MALDONADO et al.,

soja 2014
Candida viswanathii Acido citrico, FABISZEWSKA et al.,
vitaminas e solu¢ao 2015
salina

O carbono ¢ componente fundamental da célula. A fonte de carbono ¢ um dos
fatores mais importantes que influenciam a producao de lipase (CAPUTO et al., 2012, WEI et
al., 2004), sendo essencial na biossintese enzimatica podendo estimular ou inibir sua
producdo (DALMAU et al., 1998). As gorduras, 6leos naturais, adcidos graxos, 6leos vegetais,
triglicerideos, detergentes a base de ésteres sdo utilizados como fontes de carbono e indutores
da producao de lipase (TAN et al., 2003; HIOL et al., 2000; YAN et al., 1999).

O nitrogénio ¢ um elemento encontrado na natureza tanto na forma orgéanica
quanto inorganica. Fontes de nitrogénio organico (FADILOGLU AND ERKMEN, 2001) e
inorganico (RIGO et al., 2009; PALMA et al., 2000), tém um papel muito importante na
sintese da enzima (TAN et al., 2003). Diferentes formas de nitrogénio organico e inorganico
tem sido utilizado na produgao de lipases, especialmente extrato de levedura, peptona, sulfato
de amonio e uréia (KUMAR et al.,, 2005; FERRER et al., 2001).

Os micro-organismos podem produzir diferentes tipos de lipase de acordo com as
condigdes de cultivo, e a enzima produzida possui relagdes diferentes quanto a especificidade

dos substratos (GONCALVES et al., 2007).
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2.3.3 Residuos agroindustriais

Os meios de culturas contendo residuos agricolas representam recursos potenciais
para uso na biotecnologia, pois possuem baixo custo e composi¢des com abundantes
nutrientes e minerais, além de serem fontes de carbono e nitrogénio (SALIHU et al., 2012;
MUSSATTO, 2009; GRAMINHA et al., 2008; PANDEY et al., 2000).

A utilizagdo desses residuos alternativos possibilita a reducdo da polui¢ao, pois
diminuem a disposi¢do dos mesmos ao ambiente (TREICHEL et al., 2010). Com o uso dos
residuos surge-se o termo "Clean technology”. E a técnica de aproveitamento dos materiais
que apresentam ameaga ao meio ambiente e sdo ordenadamente utilizados para trazer a
produtividade dos recursos necessarios para fazer a atividade humana sustentavel (SALIHU et
al., 2012).

O emprego das enzimas lipases em escala industrial ainda ¢ pequeno, embora
exista uma ampla quantidade de lipase produzidas por micro-organismos, devido aos elevados
custos do processo de producdo (DE MORALIS ef al,, 2016; JUNQUEIRA, 2014). O uso de
substratos alternativos como meios de cultivo barateia o processo de obtencao dessas enzimas
(SALIHU et al., 2012; TREICHEL et al., 2010).

O melaco, um subproduto do processo de fabricacdo de agucar de cana, foi
validado como uma matéria-prima econdomica para a producdo de varios produtos
biotecnoldgicos, um dos mais aplicados na atualidade ¢ a produgdo de etanol. O melaco ainda
¢ aplicado como aditivo para nutrigao animal (SHARMA et al., 2016; GNANSOUNOU et al.,
2015; DASGUPTA et al., 2014). Ele contém uma elevada concentracdo de carboidratos
(cerca de 50%), bem como outros compostos de valor agregado, tais como vitaminas
(GUDINA et al., 2015).

A milhocina ¢ um subproduto liquido gerado pela industria de moagem umida do
milho. E rico em vitaminas, minerais, aminoécidos e proteinas, sendo uma importante fonte
de nitrogénio para muitos processos biotecnolégicos (GUDINA et al, 2015; HENKEL et al,
2012; MADDIPATI et al, 2011).

No processo de producdao de azeite, ¢ necessario a adicdo de adgua quente ao
processo, o que gera a produgdo de grandes quantidades de residuos liquidos conhecidos
como aguas residual da producdo do azeite (OMW - olive mill wastewater), o que ¢
considerado uma significativa fonte de residuos agroindustrial (ABRUNHOSA ef al., 2013).

Os principais componentes do OMW, além da 4agua (83% a 94%), sdo lipidios, carboidratos,
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compostos fendlicos, acidos organicos, taninos, pectinas e minerais (GUDINA et al., 2016).
Muitos micro-organismos, tais como Candida cylindracea (D’ANNIBALE et al., 2006,
LOTTI et al.,1998), Yarrowia lipolytica (D’ ANNIBALE et al., 2006, GONCALVES et al.,
2009), Geotrichum candidum (ASSES et al., 2009) e outros fungos (D’ANNIBALE et al.,
2006) tiveram um bom desempenho na producdo de lipase a partir de meio de cultura

contendo OMW (ABRUNHOSA et al., 2013).

2.4 Aplicacao das lipases

As lipases sao empregadas em varias industrias como na formulagdo de
detergentes, na industria oleoquimica, biocombustiveis, alimentos, laticinios, agroquimicos,
fabricacdo de papel, nutricdo, cosméticos, produtos farmacéuticos e tratamento de esgoto
(GUPTA et al.,, 2015; FENG et al., 2013; SALIHU ef al, 2011; SHARMA et al., 2001. A
variedade de aplicacdes das lipases tem impulsionado novas pesquisas como foco na
producdo dessas enzimas (GUPTA et al., 2015).

A Tabela 3 mostra algumas aplica¢des industriais das lipases. Essas aplica¢des

foram mais detalhadas nos itens a seguir.

2.4.1 Alimentos

Essas enzimas sdo também utilizadas na produ¢do de aditivos em alimentos, que
nada mais sdao que ésteres produzidos a partir de 4cidos graxos de cadeia curta que atuam na
modificagdo do sabor (COLLA ef al., 2013; BURKERT et al., 2004; SHARMA et al., 2001).
Em alimentos, como o queijo, as lipases participam na formagao de acidos graxos livres que

sdo constituintes principais para o sabor do queijo (BERTRAM et al., 2008; PERRY 2004).



Tabela 3 — Aplica¢do industrial das lipases
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Area Industrial Aplicagao

Produto

Alimentagao Hidroélise de gordura de leite

Sintese de ésteres

Aromas para produtos matinais

Aromas para alimentos e bebidas

Hidrdlise de 6leos e gorduras

Acidos graxos, diglicerideos,

Quimica monoglicerideos
Remocao de gorduras Detergente para lavanderias ou uso
doméstico
Sintese de ésteres Esteres, emulsificantes

Alimentacdo/ Transesterificacdo de Oleos e gorduras (anélogo de

quimica/ 6leos naturais manteiga de cacau)
farmacéutica
Cosméticos Sintese de ésteres Fragrancia para perfumes

Fonte : Paques e Macedo, 2006.

2.4.20leoquimica

As lipases atuam no aumento do valor nutritivo de 6leos e gorduras, fazendo com que

as estruturas dos triacilglicerdis sejam modificadas, alterando as suas propriedades fisico-

quimicas, transformando-os em produtos de alto valor agregado. A transesterificacdo

catalisada por lipase de 6leos mais baratos pode ser utilizada, por exemplo, para produzir

manteiga de cacau a partir do 6leo de palma. Atuam também na interesterificagdo de gorduras

solidas ndo hidrogenadas e sintese de triacilglicerideos saturados (GUPTA et al, 2015;

KAPOOR et al., 2012; HASAN et al., 2006).
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2.4.3Detergentes

As lipases sdao também utilizadas como aditivos na fabricacdo de detergentes
para melhorar a capacidade de lavagem e facilitar na remog¢ao de gorduras (GRBAVC'IC’ et
al.,, 2011; JURADO et al., 2007; SAEKI et al., 2007; GAUR et al., 2008). Uma das principais
vantagens do uso de lipase em detergentes ¢ na retirada dos polissulfatos transformando-os
em produtos biodegradaveis o que reduz os impactos ambientais (HASAN; SHAH;
HAMEED, 2006).

2.4.4Quimica/farmacéutica

Os principais intermediarios na sintese de agentes terapéuticos, agroquimicos e
compostos aromatizantes sd3o normalmente complexos e/ou compostos quirais, que sdo
dificeis de sintetizar com métodos quimicos, as enzimas lipases auxiliam na aplicacao dessas
sinteses (JAEGER e EGGERT, 2002). As lipases possuem elevadas enantioseletividade
(OLIVEIRA et al., 2014; BUSSAMARA et al., 2010; GUPTA et al., 2007, HERNANDEZ-
RODRIGUES et al., 2009). Essa propriedade possibilita a utilizagdo em biocatalisadores
preparados ndo toxicos e, portanto, ideais para aplicagdo na liberagao de farmacos e em

alimentos (MENDES et al., 2011).

2.5 Atividade lipolitica

Sao varias as metodologias utilizadas para se determinar a atividade hidrolitica de
lipases (BRiGIDA et al., 2010; TSUJITA et al., 1984; GELUK et al., 1992; MARTINELLE;
HULT, 1995; PENCREAC'H e BARATTI, 1996; SECUNDO e CARREA, 2001. Os ensaios
enzimaticos sao muito utilizados para determinagdo da atividade. Os métodos mais
recorrentes sdo os colorimétricos que utilizam substratos sintéticos como ésteres de acidos
graxos de p-nitrofenila (acetato, butirato, caproato, caprilato, palmitato e esterato). O uso de
substratos soluveis em &agua, tais como p-nitrofenil palmitato (pNFP) (TREVISAN et al.,
2004; MAHADIK et al., 2002), esses apresentam algumas vantagens, devido ao seu curto
tempo de reacdo e simples leitura através de espectrofotometria. No entanto, esses substratos
ndo sdo os mais adequados para determinar a atividade da lipase de verdade, porque eles sdo

também hidrolisados por esterases (ERDMANN et al., 1990).
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Os métodos titulométricos sdo empregados também amplamente para a
determinagdo de atividade da lipase (VEERARAGAVAN, 1990). Esses fundamentam-se na
titulagdo alcalina dos ions de hidrogénio liberados na dissociagdo dos acidos graxos,
resultantes da acdo das lipases sobre as moléculas do triglicerideo (WATANABE et al., 1977,
LINFIELD et al., 1985).

Na mistura de reagdo o triglicerideo ¢ adicionado sob a forma de emulsdo e seu
preparo requer a adi¢ao de agentes emulsificantes ou estabilizantes de emulsao. Em geral usa-
se a goma arabica como agente estabilizante sem a necessidade de adicdo de agentes
tensoativos (COLEN et al., 2006; HOPPE; THEIMER, 1995). Por outro lado, as emulsdes de
6leo de oliva, preparadas com solucdo de alcool polivinilico, conservam-se completamente
homogéneas durante o ensaio e podem ser usadas na determinacdo da atividade lipasica

(COLEN et al., 2006; WATANABE et al., 1977).

2.6 Métodos de extraciao

Diferentes métodos podem ser empregados para extragdo de proteinas
intracelulares. Métodos mecanicos, fisicos, quimicos, enzimaticos € a combinagdo destes
podem ser aplicados (PANDIT, 2005; VAN HEE ef al, 2004). Uma das formas de se
recuperar materiais intracelulares ¢ utilizando ultrassom através da sonicagdo que promove a
ruptura da célula por cavitagdo (PILLI ef al., 2011; KAPUCU et al., 2000; OZBEK; ULGEN,
2000).

Para a producao de lipase em Kapturowska et al. (2012) foi utilizada a sonicacao
das células para liberacdo da enzima a partir da levedura Yarrowia lipolytica, os melhores
resultados para atividade de lipase foram na poténcia de 30 e 90 W durante 15 min de
sonica¢do. Em Dominguez et al., 2005 a producado de lipase a partir de Thermus thermophilus
a suspensao celular foi sonicada em dois ciclos de 2 min e 50% da poténcia maxima. Apesar
desse método estar sendo muito utilizado, o ultrassom danifica ou remove a parede celular

liberando uma enorme quantidade de contetdo ao meio contendo a enzima (WU et al., 2014).
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2.7 Purificacio de lipases

O processo de purificacdo ¢ relevante na obtencdo da enzima e sua aplicagdao
industrial. Independentemente da fonte de lipase ou da técnica empregada, a purificacdo pode
ser medida por um aumento da atividade especifica, porém limitada (GUPTA et al., 2004).

De forma geral, as enzimas podem ser purificadas por etapa Uinica, no caso da
cromatografia de afinidade ou por uma combinacdo de vdarias etapas, por exemplo,
precipitacdo de proteinas, tecnologia de membranas, troca iOnica, filtracio em gel, etc
(BARBOSA et al., 2011).

A precipitagdo de proteinas ¢ uma técnica de purificacdo parcial considerada
rapida e eficiente, sendo empregada para eliminar interferentes do processo e aumentar a
atividade especifica da enzima. Ela consiste na separagao das proteinas de outras substancias
presentes no extrato (HEIDTMANN et al.,, 2012; MARTINS et al., 2008). Muitos artigos
utilizam a purificagdo parcial de lipase através da precipitagao de sais (BORKAR et al., 2009;
ABBAS et al.,, 2002 e KUMAR et al., 2005).

O método de purificacao utilizando adsor¢ao hidrofobica, ¢ muito utilizado, se
mostra eficientes na purificacdo de enzimas e se torna muito conhecida devido a vantagem de
imobilizagdo, entre outros beneficios inerentes na maioria das lipases (VIRGEN-ORTIZ et
al., 2017, BARBOSA, et al., 2012; LEE et al., 2009). Para a dessor¢do da enzima nos
suportes, normalmente sdo utilizados detergentes (RUEDA et al, 2015). Dentre os
adsorventes hidrofobicos mais utilizados s@o dos grupos fenil e octil (VOLPATO, 2009).

Viérios trabalhos na literatura citam a utilizagao de lipases adsorvidas em suportes
octil-agarose (PEIRCE et al, 2016, MANOEL et al., 2015; BRANCO et al, 2015,
FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007, BASTIDA et al., 1998).

2.8 Biorreatores

As fermentagdes de enzimas microbianas sdo afetadas por varidveis como
temperatura, agitacdo e volume do in6culo quando executadas em escalas de bancadas
(cultivo em frascos), ja na ampliacdo da escala para biorreatores tem se intimeros outros
fatores envolvidos como configuracao do rotor, distancia do impulsor ao fundo do biorreator,
taxa de altura contra temperatura (H/T), além de fatores fisicos como pressdo e distribuicao

dos substratos ao meio sdo pontos importantes (PUTHLI et al., 2006; JAEGER et al., 1994)
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Nos frascos, o cultivo pode apresentar uma série de dificuldades experimentais,
sendo a agitagdo uma alternativa preferivel para manter o oxigénio na concentragdo adequada
para a levedura (PUTHLI et al., 2006, BUCHS, 2001; CALAM, 1986). A utilizacao de
agitacdo mecanica nos biorreatores ajuda a fornecer uma area interfacial adequada e uma
melhor transferéncia de massa na hidrélise dos lipidios (ROONEY; WEATHERLEY, 2001).

A literatura apresenta trabalhos utilizando biorreatores na produgdo de lipase.
Noor et al. (2006) produziu lipase por Candida cylindracea DSMZ 2031 em biorreator
utilizando meios de cultura com varios 6leos como fonte de carbono, o 6leo de palma
apresentou maior producgdo da enzima. Em Zhao et al. (2008) estudaram a producao de lipase
recombinante obtida a partir de C. rugosa expressa em Pichia pastoris, mostrando que o alto
nivel de proteinas produzidas diferente da lipase, limitou reacdes metabolicas e também
forneceu uma densidade alta de biomassa afetando o oxigénio dissolvido ao meio (ZHANG et
al., 2005 SCHMIDT, 2005; MATTANOVICH et al., 2004). Em Bussamara et al. (2010) a
lipase foi produzida por leveduras isoladas de uma planta através do cultivo em frascos ¢ em
biorreator, mostrando que o aumento de escala promoveu um aumento na produgdo da
enzima. Em Oliveira et al. (2014) estudaram a produgdo de lipase a partir Candida
guilliermondii por cultivos em frascos € em biorreator de 14 L, com aera¢do e sem agitacao

mecanica, obtendo resultados parecidos para ambos os processos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho consiste em avaliar a producdo de lipases
por duas leveduras isoladas do bagago de caju (Candida tropicalis € Meyerozyma caribbica) e
depois, avaliar o impacto da utilizagdo de residuos na producao de lipases por estes micro-
organismos. Em seguida, fazer o estudo da sua producdo em biorreator, para possiveis

aplicagdes em escala industrial.

3.2 Objetivos especificos

v’ Avaliagdo de duas leveduras isoladas do bagago de caju para a
producao de lipase (extracelular e intracelular) por cultivo submerso;

v" Produgdo de lipase por uma cepa de referéncia, C. rugosa NRRL Y-95;

v’ Avaliagdo de meios alternativos contendo melago, milhocina e aguas
residuais da produgdo de azeite, como fonte de nutrientes, em escala de bancada;

v’ Caracterizagdo bioquimica das lipases produzidas;

v Avaliagdo da producdo das lipases por C. rugosa NRRL Y-95 e
Candida tropicalis, em Reator batelada 1L.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Micro-organismos

A cepa de C. rugosa NRRL Y-95, pertencente a cole¢ao de cultura da ARS
(Agricultural Research Service), foi doada pelo United States Department of Agriculture
(USDA). Meyerozyma caribbica LABIOTEC 4 (antes classificada pela Micoteca - URM da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) como Candida guilliermondii) e Candida
tropicalis URM 7057 foram gentilmente cedidas pelo LABIOTEC.

Todas as culturas foram ativadas em meios contendo dgar sabouroud dextrose
(SIGMA) a 30°C por 48 h. Foram feitos repiques em meios contendo 40 g/L de glicose e 10
g/L de peptona e as culturas foram armazenadas em tubo de glicerol (30% v/v), em freezer

criogénico a -80 °C.

4.2 Producao da enzima

A lipase foi produzida pelas leveduras C. rugosa, C. tropicalis € M. caribbica através

de todas as etapas constadas no Fluxograma da Figura 3.

Figura 3- Fluxograma das etapas de cultivo e purificagdo parcial da produgao de lipases.

[ Ativagdo das leveduras ] Caracterizag@o da enzima (Eletroforese)
Estoques de glicerol Purificagdo (sulfato de amonia ou octil-agarose)
1 sobrenadante I
Inoculo 5% v/v (:> Medida da atividade (pNFL, 40°C)

] 1

Centrifugagdo (5000 rpm, 20 min)

Produg@o da enzima (170 rpm, 30°C)

Centrifugagdo (5000 rpm, 20 min) ]A Sonicagdo (0,1 mg/mL de células, 2min)

células
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4.2.1 Propagacao do inéculo

O cultivo submerso foi conduzido em frascos de 250 mL, contendo 50 mL de
meio, a 30 °C e 170 rpm por 20 horas (C. rugosa), 24 horas (C. tropicalis) ¢ 36 h (M.
caribbica). O meio de propagacdo do indculo continha: 10 g/L de glicose, 10 g/L peptona, 4
g/L de extrato de levedura e 0.5 % de acido oleico em tampao de fosfato de potassio S0 mM

pH 7,0.

4.2.2 Meio sintético com adicao de vitaminas para producdo de lipases por C. rugosa e C.

tropicalis

Primeiramente foi testado um meio sintético com vitaminas (BENJAMIN e PANDEY
(1995) para C. rugosa, C. tropicalis e M. caribbica. Composicao (g/L): glicose 10, peptona 5,
extrato de malte 3, extrato de levedura 3, CaCL.2H>O 0,5, k- HPO4 0.4, KH,HPO4 0,24,
(NH4)2S04 1,6, MgS04.7H20 0,5, Tween 0,3% e 10% écido oleico, vitaminas: 2 mg/L de
biotina, 2 g/L de inositol e 0,4 g/L de tiamina (BEJANMIM; PANDEY, 1995; DALMAU et
al., 2000).

4.2.3 Meio sintético para producao de lipases por C. rugosa, C. tropicalis e M. caribbica

Nesta etapa foram testados meios sintéticos para a producao da lipase, contendo
ou ndo fontes de carbono e nitrogénio alternativas. O meio de cultura sintético testado esta
apresentado na Tabela 4 e as 4 fontes alternativas (as quantidades utilizadas de cada residuo,
na composi¢do dos meios, foi relacionada com a quantidade de cada substrato sintético do
meio (C), apresentadas na Tabela 5. As altas quantidades de extrato de levedura utilizadas no
meio A e B visaram garantir excesso de nutrientes como uma tentativa de producdo da
enzima, devido a dificuldades reportadas na literatura quando se utilizam meios que ndo
contenham vitaminas (TAKAC et al., 2010; 2003, MONTESINOS et al., 2003, DALMAU et
al., 2000).



Tabela 4 — Composi¢do do meio sintético
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Componentes Meio de cultura

A (g/L) B (g/L) C (g/L)
Glicose 1 10 20
NaNO; 1 -
Peptona - - 3
KH>PO4 1 1 1
MgS04.7H,0 0,5 0,5 0,5
Extrato de levedura 70 70 4
Acido oleico (v/v) 3% 3% 1%

4.2.4 Meio com residuos para producdio de lipases por C. rugosa, C. tropicalis e M.

caribbica

Os meios de cultura foram determinados conforme a Tabela 5. Foi ainda calculada

uma quantidade superior do volume total, porque ocorre um precipitado em torno de 5%

desse volume proveniente da milhocina. Utilizou-se a centrifuga a 5.000 rpm por 15 min para

a retirada do precipitado.

Tabela 5 — Composicdes do meio de cultura contendo meios alternativos, residuos
agroindustriais, para producao de lipase por C. rugosa, C. tropicalis e M. caribbica

Nutrientes

Carbono

(5 g/L actcar redutor)

Nitrogénio

(4 g/L)

Indutor

1 % (v/v)

Meio sintético
Meio 1
Meio 2
Meio 3
Meio 4

Glicose
Melaco
Glicose
Glicose

Melaco

Extrato de levedura
Extrato de levedura
milhocina

Extrato de levedura

milhocina

Acido oleico
Oleo de oliva
Oleo de oliva
oMW
OMW
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4.2.5 Esterilizacio

Todos os componentes utilizados no cultivo foram esterilizados a uma pressao de
1,0 atm, a 121°C, por 21 min, sendo o meio de cultura esterilizado a 0,5 atm de pressdo, a

110°C, durante 15 min, numa autoclave.

4.3 Definicao da reacio modelo para a determinacio da medida de atividade enzimatica

Com a finalidade de se verificar o melhor substrato para medir a atividade, foram
realizados testes de hidrdlise dos substratos p-nitrofenil butirato (C4), p-nitrofenil laurato
(C12) e p-nitrofenil palmitato (C16), utilizando a lipase extracelular produzida por C.
tropicalis.

Para o preparo do substrato p-nitrofenil laurato (pNFL), foi utilizado o método
descrito por Brigida (2010). Esse consiste em pesar 0,018 g de pNFL em 1 mL de
dimetilsulfoxido (CHsOS), dissolver em tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7.0, colocar
em banho-maria a 37 °C. Em seguida, colocar 2,25 mL do substrato e 0,25 mL da enzima na
cubeta (absorbancia 410 nm) e deixar reagir por 1,5 min e fazer a leitura da absorbancia no
espectrofotometro.

Para o substrato p-nitrofenil palmitato (pNFP), foi usada a metodologia proposta
por Godoy et al. (2011), com modificagdes. O ensaio foi conduzido a temperatura de 37
°C/1,5min. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 412 nm para esse substrato. A
reacdo foi iniciada pela adigdo de 0,05 mL do extrato enzimdtico, mais 0,25 mL de p-
nitrofenil palmitato e 2,2 de tampao fosfato de sodio 25 mM pH 7,0.

Para o substrato p-nitrofenil butirato (pNFB), foi seguido o método de Gomes et
al. (2011). Esse consistiu em tomar uma aliquota de 20 uL. do sobrenadante centrifugado e
adiciona-la a 980 puL de uma mistura de reacdo com a seguinte composi¢do: pNPB 1,12 mM
dissolvido em 50 mM de tampao fosfato, com pH 7,0, e 4% (v/v) de Triton X-100 nestas
condigdes. A reacdo foi monitorada durante 15 min contra um branco. Uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de lipase necessaria para liberar um pmol de p-

nitrofenol, em um minuto, sob as condi¢des especificadas.
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4.4 Teste ultrassonico para rompimento das células

As células foram obtidas por centrifuga¢ao (5.000 rpm, por 20 min, a 4°C) e
lavadas uma vez com 20 mL de 4gua destilada. O sobrenadante foi separado e a atividade
extracelular analisada. Depois, a massa de células foi ressuspendida em tampao fosfato de
sodio 25 mM pH 7.0, a uma concentracao de 0,1 mg/mL. Para o rompimento das células e
liberagdo da enzima intracelular, utilizou-se ultrassom de ponteiras (Sonicator Qsonic), em
tempos de 2 ¢ 4 min, com pulsos de 30 segundos ¢ 10 segundos de descanso, poténcia do
equipamento de 500 watts e amplitude utilizada de 35%. Depois da ruptura, o extrato foi
novamente centrifugado na rota¢do 5.000 rpm, por 10 min, a 30°C, retirou-se o sobrenadante

para determinar a atividade enzimatica.

4.5 Avaliacdo da influéncia da concentracio da fonte de carbono e nitrogénio na

producio de lipase por C. rugosa

A influéncia da fonte de carbono e nitrogénio na produgdo de lipases por C.
rugosa foi avaliada utilizando um planejamento fatorial fracionado (2*!), feito com 3
repetigdes no ponto central, em um total de 7 ensaios, apresentado na Tabela 6. As
concentragoes dos substratos no meio de cultura 4 utilizadas foram: melago (5 para 15 g/L),

milhocina (2 para 6 g/L) e 4guas residuais da formacao de azeite (0,5 para 1,5% v/v).

Tabela 6 — Produgdo de lipase por C. rugosa utilizando variagdes na concentragdo dos
residuos do meio numero 4

Glicose OMW Milhocina
Ensai
nsato (agucar residual g/L) (g/L) (nitrogénio g/L)
1 5 0.5 6
2 15 0.5 2
3 5 1.5 2
4 15 1.5 6
5(0) 10 4
6 (C) 10 1 4
7(C) 10 1 4
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4.6 Determinacao da razao carbono-nitrogénio

Foi feito ainda ensaios mantendo a concentragdo de carbono (melagco e OMW) fixas e
variou-se apenas as concentragdes de nitrogénio através da milhocina (6, 8, 10, 12, 15 ¢ 20
g/L). Com esses resultados € o do planejamento fatorial fracionado foi possivel determinar
empiricamente através de dados estequiométricos a massa de carbono e nitrogénio
relacionados a massa molar de cada substancia que estavam presentes. Foram utilizados dados
na literatura do melago (490 g/L de carboidratos e 85 g/L de glicose), milhocina (5 g/L de
proteina e 75 g/L de carboidratos) (GUDINA et al., 2015). O OMW contém em maior
quantidade de 4cidos graxos o acido oleico (78,5%) e acido palmitico (12%) (MENESES et
al., 2017). As densidades dessas substancias pelas especificacdes da Sigma-Aldrich sao 0,896

g/mL para o 4cido oleico e 0,853 g/mL para o 4cido palmitico.

4.7 Purificacao parcial das enzimas produzidas

4.7.1 Por precipitagdo das proteinas

As proteinas presentes no meio de cultura foram precipitadas com sulfato de
amonio solido (70% de saturacdo) sob agitacdo continua, e incubadas, a 4°C, durante 24
horas. Apods esse periodo, a amostra foi centrifugada, durante 10 min, a 6.200 rpm. O
precipitado resultante foi dissolvido em tampado fosfato de s6dio 25 mM a pH 7,0 e ainda
passou por um processo de dessalinizag¢do, utilizando-se uma coluna de Sephadex (GE-
Healthcare). Antes da utilizagdo da coluna foi executado todo um procedimento com a
mesma, primeiro a coluna foi lavada com agua purificada por 5 vezes, depois equilibrada por
5 vezes com o tampao da enzima. SO entdo em seguida que foi passado 1,0 mL do extrato,
logo apds a passagem do extrato foi passado novamente 2,1 mL do tampado da enzima e foi

feito a coleta da amostra em tubos eppendorf.

4.7.2 Por interagdo hidrofobica

A metodologia de purificagdo utilizada foi de GUTARRA et al. (2011) com
adaptagdes. A enzima lipase foi extraida do extrato de C. tropicalis através do mecanismo de
adsor¢do da enzima em octil-agarose por interagdo hidrofobica e posterior dessor¢do da

enzima em uma solu¢do de Triton X-100 0,1% ou Triton X-100 1% (v/v em tampao fosfato
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de potassio 5 mM, pH 7,0). Foi oferecida uma carga enzimatica da lipase de 4,22 U/g no
suporte de octil-agarose. A atividade inicial do extrato era 528 U/L e massa de agarose 0,5 g.
Ainda em cada 3 mL de extrato foi adicionado 1 mL do tampao fosfato de potassio 5 mM, pH
7,0. A proporcao de imobilizagdo utilizada foi de 1:8 vezes.

O procedimento de adsorcao foi feito colocando a massa de octil (lavada com
agua destilada e seca a vacuo) junto com o extrato enzimatico em agitador rotatorio por 24
horas. Depois foram retiradas aliquotas e centrifugadas nos tempos pré-estabelecido. O
sobrenadante foi retirado e a atividade foi determinada conforme item (4.8.4). Depois do
processo de adsor¢do, na tentativa de dessorc¢ao, esse derivado foi colocado em contato Triton
X-100 0,1% (v/v em tampao fosfato de potassio 5 mM, pH 7,0) e conduzido em agitador
rotatorio. O sobrenadante foi retirado e a medida da atividade conforme item (4.8.4) nos

tempos de 24 em 24 horas nos primeiros dois dias e em 96 horas.

4.8 Métodos Analiticos

4.8.1 Medida de proteina

O teor total de proteina foi determinado pelo método de Bradford (1976). A
albumina de soro bovino (BSA), na concentracdo de 1 mg/mL, foi usada como o padrao de
proteina para a curva de calibragcdo obtida a partir da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis,

MO).

4.8.2 Medida do acucar residual

A concentracao de agucares redutores foi baseado no método de Miller utilizando
o reagente de DNS (MILLER, 1959). A curva de calibragdo foi preparada a partir de uma
solucdo de glicose com concentragdes de 0,2 g/L. a 3 g/L. A metodologia consistiu em agitar
100 pL da solugdo do extrato mais 100 pL da solugdo de DNS. Em seguida a mistura foi
aquecida a 100 °C por 5 min e adicionada 1 mL de dgua destilada, resfriada em banho de
gelo, depois foi medida a leitura da absorbancia (540 nm) em um espectrofotometro

(Biochrom Libra S11).
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4.8.3 Crescimento celular

Para se determinar a concentracdo de biomassa ao longo das fermentagdes, a
absorbancia foi medida a 600 nm, num espectrofotdémetro Biochrom Libra S11. Uma curva de
calibracao foi usada para converter os valores de absorbancia obtidos em concentragdes de

biomassa (g/L).

4.8.4 Atividade de lipase

A atividade da lipase extracelular e intracelular foi determinada usando-se o p-
nitrofenil laurato como substrato. Os valores de absorbancia foram determinados a 410 nm em
um espectrofotometro (Biochrom Libra S22). O substrato (pNFL) foi pesado (0,0090 g) e
dissolvido em 0,5 ml de dimetilsulféoxido. Em seguida, misturado em 50 ml de fosfato de
potassio tampao 50 mM a pH 7,0 e 37°C, conforme descrito por BRIGIDA (2010). Depois,
foram adicionados, na cubeta, 380 uL de substrato pronto, mais 50 uL do extrato enzimatico,
permitindo-lhe reagir durante 10 min a 40°C (método validado anteriormente com a enzima
de C. rugosa comercial). Apos este tempo, a reacdo foi parada pela adicdo de 800 uL de
acetona (GOMES et al,2011). Uma unidade de atividade enzimadtica foi definida como a
quantidade de enzima que liberou 1,0 umol de p-nitrofenol por minuto, sob as condicdes de

ensaio, a 37 °C.

4.8.5 Determinagdo da atividade de protease

A atividade da protease foi determinada utilizando azocaseina 2% (p/v) como
substrato, com modificagdes, de acordo com a metodologia proposta por SANGORRIN et al.
(2000). Foi colocado 500 pL de substrato e adicionado 500 pL de amostra. A mistura foi
incubada a 36,5 °C por 40 min. A reacao foi parada adicionando 500 pL de é&cido
tricloroacético (TCA) 20%. Os tubos foram centrifugados (15 min/6.500 rpm) e 1 mL do
sobrenadante obtido foi adicionado a 1 mL de solugdo KOH 5 M. O produto da reacdo foi
medido em 428 nm, num espectrofotometro Biochrom Libra S22. A solugdo branco foi
realizada adicionando-se TCA 20% antes da adicdo da amostra. Todas as reagdes foram

realizadas em triplicata.
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4.8.6 Preparo do inibidor de protease

As medidas de atividade proteolitica nos extratos foram determinadas antes, e
depois de cada amostra ter sido colocado 1 mL de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) com
a finalidade de inibi¢do da atividade da protease no extrato.

O PMSF foi preparado dissolvendo-se 0,00147 g dessa substancia em 100 pL (0,1
mL) de dimetilsulfoxido e dilui-se a amostra de forma que, a cada 10 mL de extrato,

contivessem 0,00147 g de PMSF (HERNANDEZ-MONTANEZ et al., 2007).

4.9 Produc¢ao em biorreator

Apo6s a producdo de lipase por C. rugosa, C. tropicalis ¢ M. caribbica em frascos
agitados, seguiu-se para produ¢do em biorreator de 1 L. Em todos os ensaios, foram utilizados
750 mL de meio e um indculo de 5% v/v (igual ao meio do cultivo), o pH foi controlado a 7,0
com NaOH 1,5 M. As fermentacdes foram conduzidas a 30° C, durante 48 horas ou 72 h a
300 rpm.

Para produgao da lipase a partir de C. tropicalis foi utilizado inicialmente o meio
sintético com a composi¢do de glicose (5 g/L), extrato de levedura (6 g/L) e 4cido oleico
(0.5% v/v), além de sulfato de amonio (0,5 g /L) e peptona (3 g /L) em tampao fosfato de
potassio 50 mM pH 7,0.

Posteriormente, utilizou-se as leveduras C. tropicalis e C. rugosa em meio de
cultura com residuos previamente modificado constituido de melaco (5 g/L), milhocina (6
g/L), aguas residuais da producgdo de azeite (0,5%), sulfato de amonio (0,5 g/L) e peptona (3
g/L), em 50 mM de tampao de fosfato de potassio a pH 7,0.

4.10 Caracterizacido da enzima
4.10.1 Temperatura e pH otimos
Para determinar a temperatura e o pH otimos, extratos (meio sintético para C.

rugosa € meio com residuos para C. tropicalis) contendo a enzima intracelular e extracelular

foram obtidos por cultivo no tempo de 24 horas.
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O substrato foi preparado em conformidade com o item 4.8.4 ¢ a enzima foi
incubada a 40°C, durante 10 min, sob diferentes valores de pH, que variaram de 4,0 a 9,0,
utilizando-se tampdes 50 mM, tampao de acetato de sodio, pH 4,0 - 5,0, tampao fosfato de
potassio, pH 6,0 - 8,0, e tampao de bicarbonato de sédio, pH 9,0.

Quando se avaliou o efeito da temperatura, o substrato foi preparado em
conformidade com o item 4.8.4, em 50 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 e as
enzimas incubada nas temperaturas de 30 a 70°C para C. rugosa e 30 a 80°C para C.

tropicalis.

4.10.2 Eletroforese

O protocolo utilizado foi o de Laemmli (1970), com a concentragao do gel de
poliacrilamida de 12%, 1,25 mL (tampao de separagdo de 1,5 M de Tris-HCl a pH 8,8, mais
0,4% de dodecilsulfato de sodio, 2 mL de bisacrilamida a 30%, 25 uL de dodecilsulfato de
sodio a 10% e 7 mL de TEMED (N,N,N',N'-tetrametilinediamina). Inicialmente, a solugdo de
enzima foi aquecida a 90°C, durante 5 min, e aliquotas de 12 mL de cada amostra foram
aplicadas ao gel, que foi submetido a uma tensdo de 150 volts (BioRad, USA). O tampao de
ruptura foi preparado conforme metodologia de Garcia-Galan et al. (2014). O marcador
Benchmark™ foi utilizado como marcador padrio na eletroforese com peso molecular (MW)
determinado pela comparacao da mistura de proteinas (marcador molecular padrao de baixo
peso — LMW) presente no primeiro pogo. O LMW ¢ contido de misturas de fosforilase (97
KDa), albumina (66KDa), ovalbumina (45 KDa), anidrase carbonica (30 KDa), inibidor de
tripsina (20 KDa) e lactalbumina (14KDa). Para analise de comparagao, foi posto no segundo
poco uma aliquota contendo lipases comerciais. Apos a eletroforese, foram feitos dois
métodos de coloracdo do gel, no primeiro os géis foram corados com 0,25% de Azul
Brilhante de Cromassie R-250, em 45% de etanol/acido acético 10%. No seguinte método, foi
feita a coloracdo com o reagente nitrato de prata, conforme MORRISSEY (1981). As bandas
do gel colorido em nitrato de prata foram analisadas no programa utilizando o software

Gelanalyzer (LAZAR E LAZAR, 2010).

4.10.3 Zimograma

Para a realizacdo do zimograma (eletroforese nativa), utilizou-se um gel

preparado como descrito no item 4.8.2, em 12% de poliacrilamida, mas em auséncia de SDS
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no gel de SDS e B-mercaptoetanol no tampao de ruptura. Para realizar a eletroforese em
condigdes nativas, preparou-se um eletrolito com 1% de SDS. Além disso, as amostras, foram
adicionadas 0,02% (v/v) de Triton X-100 e ndo foram submetidas a fervura.

Apos a corrida no equipamento de eletroforese o gel foi lavado 3 vezes com agua
destilada e equilibrado reativando em tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0 com 2,5% (v/v) de
Triton X-100 por 30 min em temperatura ambiente.

O outro gel formado foi feito através da seguinte composicdo: o substrato
cromogénico foi preparado dissolvendo 2% do substrato lipidico (tributirina) em agua
destilada, contendo agar (2%, m/v), phenol red (0,01% m/v), e uma solugdo de CaCl, 10 mM.
O pH da mistura foi aferido para 7,3-7,4 com uma solu¢do de NaOH ou HCI. A solug¢do foi
homogeneizada no equipamento Turrax por um min, no ultrassom por mais 2 min, colocada
em uma placa de Petri e levada a 100 °C. Em seguida, foi colocada na geladeira para que o
gel fosse resfriado e solidificado. A placa de 4gar contendo o gel formado foi sobreposto com
o gel nativo e, em seguida, incubado a 40 °C na estufa bacteriologica por 20 horas. A presenga
de lipase foi evidenciada pela formagao de um trago amarelo no meio rosa, devido a mudanca
de pH proveniente do acido graxo liberado (SINGH ef al., 2006) na hidrélise da tributirina. A
determinagdo da atividade na amostra retida no gel ocorre pela presenca de uma coloracao
diferenciada na parte do gel onde se encontra a enzima em contato com o substrato, no caso, a

tributirina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Ensaios preliminares

5.1.1 Avaliacdo do tempo necessdrio para o rompimento celular e liberacdo da enzima

A Tabela 7 mostra a atividade do extrato contendo a enzima intracelular, apos
ruptura. O tempo de 2 min foi suficiente para a ruptura da célula, visto que quando submetido
a um periodo maior (4 min) a atividade no extrato diminuiu. A concentragdo de células
utilizada de 0,1 mg por mL de tampao, foi favoravel ao rompimento, pois um volume
pequeno facilitou a homogeneidade de sonicagdo, no entanto um maior tempo de exposicao

ao calor pode ter ocasionado algum tipo de desnaturagdo da lipase no extrato.

Tabela 7 — Atividade do extrato enzimatico de C. rugosa, lipase intracelular, obtido em
diferentes tempos (2 e 4 min) de rompimento celular utilizando ultrassom de ponteira

Tempo de sonica¢do (min) Atividade enzimatica (U/L)
2 448 + 11
4 218+ 10

A ruptura de células através do ultrassom ¢ muito utilizada devido sua eficiéncia
(KAPTUROWSKA et al., 2012; KNORR et al., 2004) que permite romper a parede celular
através da cavitagdo. E também, para biocatdlise esse método de rompimento da parede
celular ¢ importante por se tratar de uma via verde (KONWARH et al.,, 2012; OYANE et al.,
2009; VILKHU et al., 2008). Em Ciafardini et al. (2006) foi utilizado uso do ultrassom para o
rompimento celular de leveduras isoladas do azeite de oliva. O tempo foi del0 min, a uma
poténcia de 70 W, para a extragdo da lipase intracelular produzida pela levedura Williopsis
californica 1639. Ertugul et al. (2007) trabalharam com bactéria Bacillus sp., também
utilizaram a sonica¢do, durante 5 min a 60 W, para a obtencdo da lipase intracelular. Desta
forma, esse método foi utilizado no presente estudo para o rompimento celular das leveduras
C. rugosa. Para ensaios com C. tropicalis € M. caribbica também foi utilizado o mesmo tipo

de rompimento uma vez que os resultados também foram adequados.
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5.1.2 Testes de metodologia de determinacdo da atividade enzimadtica

Esse teste foi feito para verificar qual substrato tinha maior afinidade pela lipase
produzida a partir da levedura isolada por C. tropicalis. Esse processo ¢ importante, uma vez
que verifica quais substratos a enzima apresenta maior atividade e nao ha dados ainda na
literatura sobre o micro-organismo estudado. As lipases de C. rugosa ja sdo bem mais
exploradas (SHARMA et al, 2013; KANNAPPAN; SANTHI, 2013; ZHAO et al., 2008;
VAKHLU AND KOUR, 2006).

Tabela 8 — Teste de hidrdlise por ésteres sintéticos da lipase produzida por C. tropicalis

Substratos Atividade (U/L)
pNFB 0
pNFL 328,8 £70
pNFP 65,1 £10

A enzima lipase produzida por C. tropicalis ndo apresentou atividade frente ao
substrato de cadeia curta (p-nitrofenil butirato - pNFB), como mostrado na Tabela 8. Para os
substratos de cadeia intermedidria (p-nitrofenil laurato - pNFL) e para ésteres de cadeia mais
longa (p-nitrofenil palmitato - pNFP), a lipase apresentou atividade, sendo a atividade frente a
p-nitrofenil palmitato menor quando comparada ao p-nitrofenil laurato. O substrato pNFL foi
utilizado em ensaios posteriores de atividade enzimatica.

Esses resultados mostram que a lipase produzida pela C. tropicalis tem mais
afinidade com os ésteres de cadeias maiores (C12 - C16). A afinidade de uma lipase a um
dado substrato € referente, de modo direto, a interacdo deste com os residuos de aminoacidos
presentes no sitio catalitico. Esta afinidade também estd relacionada com a quantidade de
lipase presente no meio (mais de uma isoforma) (BRIGIDA, 2010). Outros estudos mostram
lipases produzidas por leveduras com afinidade a substratos de cadeia intermediaria, em Liu
et al. (2008), a produg¢do de lipases a partir de Aureobasidium pullulans HN2.3 foi aplicada na
hidrolise de o6leos comestiveis. Em Kumar et al. (2005) a lipase produzida por Bacillus
coagulans BTS-3 também teve maior afinidade para hidrdlise de ésteres de cadeia média e
longa, do que para ésteres de menor cadeia e foi indicada para sintese de alguns ésteres de

interesse industrial.
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5.1.3 Meio sintético inicial com adicdo de vitaminas

5.1.3.2 C. tropicalis, M. caribbica e C. rugosa

As leveduras C. tropicalis e M. caribbica foram testadas inicialmente em um
meio de cultivo com vitaminas. Neste experimento, a producdo de lipase extracelular foi
maior que a intracelular. Esse resultado foi muito bom inicialmente, porque um outro meio
sintético inicial testado (metodologia de Benjanmin e Pandey, 1995) sem a presenca de
vitaminas apresentou resultado inferior (somente atividade intracelular 60 U/L para C.
tropicalis e 25 U/L para M. caribbica) (Pantoja et al, 2014), uma vez que as atividades
lipoliticas determinadas foram quantidades menores comparado ao meio quando se utilizou
vitaminas.

Como o objetivo do trabalho ¢ produzir a lipase em meios alternativos para
minimizar custos, partiu-se para esse proposito, o qual foram testados outros meios sintéticos
sem a presenca de vitaminas e por fim, residuos agroindustriais de forma a atingir o objetivo.

Nesses resultados preliminares, a otimizagdo do meio de cultura ¢ a de
rompimento ainda ndo estavam ajustadas, por isso a informacao importante que se deve retirar
desses experimentos € determinar se a levedura produz ou ndo a enzima. Vale frisar que esses
ensaios sdo uteis e podem ser melhorados, a fim de reduzir a quantidade de vitaminas
utilizadas nesses meios de cultura. No entanto, o objetivo do trabalho ¢ utilizar meios
alternativos que possam ter boa quantidades de nutrientes.

A Tabela 9 mostra resultados de biomassa e producao de lipase em meio sintético
com a adicdo de vitaminas para as trés leveduras testadas. Observa-se que esse meio
favoreceu o crescimento da biomassa e também a produc¢ao da lipase.

Esse experimento foi importante, porque foi uma forma de comparar a produgao
da lipase da levedura C. rugosa com as leveduras nao convencionais. Pode ser observada que
a lipase produzida pela C. rugosa foi totalmente extracelular, o que facilita a aplicagdo em

larga escala para processos industriais. (SILVEIRA et al., 2016; GUPTA et al., 2002).

Tabela 9 — Lipase produzida por C. tropicalis, M. caribbica e C. rugosa em meio de cultura
sintético com adic¢do de vitaminas a 30 °C e pH inicial 6,0

Levedura Biomassa Atividade Atividade
(g/L) Intracelular (U/L) Extracelular (U/L)

C. tropicalis 3.08 0.1 37.75 £ 1.1 70.14 £ 4.6

M. caribbica 2.45+0.1 42.01+0.6 68.90 £2.9

C. rugosa 1.60+0.0 - 175.8 £6.5
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Pela Tabela 9, foi observado também que a levedura M. caribbica apresentou
bons resultados frente a C. tropicalis, o que mostra que essa levedura produz lipase em meio

de cultivo com vitaminas.

5.2 Avaliacao de meio de cultura sintético para a producio de lipases

5.2.1 C. tropicalis

O mesmo meio de cultura sintético sem nenhum tipo de vitaminas que foi testado
para C. rugosa também foi utilizado para a producdo de lipase pela C. tropicalis (Tabela 10).
Ensaios preliminares, inicialmente com Tween 80, mostraram que essa cepa também ¢
produtora da enzima referida (SA et al., 2013; PLOU et al., 1998). Portanto, esta levedura foi
avaliada e os resultados de produgdo de lipases estdo na Tabela 10. Vé-se que a levedura C.
tropicalis foi capaz de produzir a lipase no meio sintético C, mas em quantidades menores do

que a C. rugosa (atividade extracelular 172 U/L e atividade intracelular 282 U/L em 48 h).

Tabela 10 — Atividade da lipase produzida por C. tropicalis em 24 h, 48 h e 72 h de cultivo
em meio sintético C utilizando pNFL como substrato

Tempo Atividade extracelular Atividade intracelular
(h) (U/L) (U/L)
24 73.55+5,0 171.09£3,2
48 63.64 £6,8 136.56 + 13,1
72 69.08 +4,5 191.56 £ 12,2

5.2.2 M. caribbica

A levedura M. caribbica, quando cultivada em meio sintético, nao produziu
lipases. As formas de assimilacdo dos substratos pelos micro-organismos sdo diferentes, por
1Sso mesmo assim, a levedura foi ainda testada em cultivo submerso utilizando meio com
residuos agroindustriais. Em Kumar et al. (2005) na producao de lipase a partir de Bacillus

coagulans BST-3 foi melhor em 6leo de mostarda, apos o estudo de varias fontes de carbono.
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5.2.3 C. rugosa

Verificou-se que os trés meios de cultura sintéticos estudados (Tabela 4) foram
satisfatorios para a producdo de lipase (Tabela 11). Todos estes meios continham glicose
(fonte de carbono), extrato de levedura e peptona (fonte de nitrogénio), além do 4cido oleico
como indutor. A lipase intracelular foi produzida em quantidades semelhantes em todos os
meios de cultura (A, B e C). A lipase extracelular foi encontrada apenas nos meios de cultura
C (143,0 £ 18* U/L) e B (154,7 £ 10* U/L). Porém a quantidade de extrato de levedura no
meio C foi bem menor (4 g/L), entdo esse meio foi escolhido por ser 70% menos dispendioso.

Nao foi detectada atividade de lipase extracelular quando se utilizou meio A. Esse
meio inicialmente havia apenas 1 g/L de glicose, mas havia uma quantidade muito grande de
extrato de levedura, que em algumas ocasides pode ser usada pela levedura como também
fonte de carbono, isso deve ter ocorrido, por que esse meio propiciou a producdo da lipase
intracelular (60 U/L).

Pode ser observado também que a glicose ndo foi totalmente consumida nos
meios B e C. O meio B possui inicialmente a metade da quantidade de agtcar do meio C. Por
esse motivo, a quantidade de glicose foi reduzida pela metade no meio sintético C, para os
estudos seguintes.

No meio de cultura C, foi utilizada glicose como fonte de carbono, além de
extrato de levedura e peptona como fonte de nitrogénio. Outros autores também avaliaram o
efeito da fonte de carbono para producao da lipase. Lin et al. (2006) estudaram a producao
lipases por Antrodia cinnamomea. Apds ser testados varias fontes de carbono a maior
atividade lipolitica foi encontrada utilizando o glicerol com 26,69 U/L. O trabalho dele
apresentou quantidades menores de lipase produzida em relacdo a este trabalho que utilizou

glicose como fonte de carbono.

Tabela 11 — Producdo de lipase por C. rugosa nos meios de culturas A, B e C em 72 h de
cultivo

Meios Atividade Atividade Acucar Proteina
extracelular (U/L) intracellular residual (g/L) (g/L)
(U/L)
A - 60.0 = 0* - 0.15+0.0
B 154.7 £ 10? 82.5 + 8° 2.34+0.1% 0.85+0.3

C 143.0 £ 18? 59.7+10% 5.10+0.3° 1.12+ 0.0




53

A fonte de carbono ¢ um fator importante na producao de lipases (GUPTA et al,
2004; SHARMA et al., 2001), porque € o principal componente da célula e fornece energia
para seu crescimento (GONCALVES et al, 2007). Em De Almeida et al. (2013), foram
testadas varias fontes de carbono para produgdo de lipase por Candida viswanathii: glicose,
galactose, lactose, manitol, sorbitol, glicerol, 4cido citrico e acido latico. Esses carboidratos
possibilitaram o crescimento da levedura, mas ndo a produgdo da enzima. A enzima so foi
produzida na presenca de 4cido oleico no meio de cultura.

A Figura 4 ilustra o crescimento celular da C. rugosa em meio sintético C,
contendo glicose, extrato de levedura, MgS0O4.7H>0O, peptona e acido oleico em tampao de
fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, bem como producao da lipase intracelular. As atividades
intracelulares foram 355 + 13 U/L e 282 + 14 U/L, em 24 e 48 h de cultivo, respectivamente.
Esse meio de cultura sintético tamponado proporcionou uma producgdo de lipase intracelular
bem maior do que o meio C, sem tampao fosfato. Isso ocorreu porque o pH 6timo da enzima
lipase ¢ em torno de 7,0 (DE MORAIS et al, 2016; KUMARI e GUPTA, 2012;
BUSSAMARA et al., 2010). Quando o meio de cultivo ndo era tamponado, ocorria a
produgdo da enzima, mas o crescimento da levedura reduzia bastante o pH, chegando a 4,5,
fazendo com que a lipase sofresse desnaturagdo e fosse observado o decaimento de sua

atividade.

Figura 4 — Lipase produzida por C. rugosa em meio de cultura sintético a 30 °C e pH 6,5.
Crescimento celular (m) e atividade intracelular (O).
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Wei et al. (2004) utilizaram um meio de composi¢ao semelhante (contendo acido
oleico, sais e vitaminas) e pH 6,3, a 30°C, como condi¢des de cultivo, para produzir lipase de
C. rugosa, sendo a atividade da lipase intracelular de 116,91 U/L. O resultado deste trabalho
foi superior (355 + 13 U/L) e teve um custo menor devido a ndo utilizagdo de vitaminas.

A composicdo do meio sintético para producdo da lipase neste ponto ficou
definida, com glicose (10 g/L), extrato de levedura (4 g/L) e acido oleico (1% v/v), além de
sulfato de amonio (0,5 g /L) e peptona (3 g /L) em tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0.

5.3 Avaliacdo de meios de cultura contendo residuos alternativos para a producao de

lipases

5.3.1 M. caribbica e C. tropicalis

Apos testada a producdo de lipases a partir das leveduras ndo convencionais em
meio sintético, seguiu-se para producdo da enzima utilizando 4 meios alternativos como meio
de cultura. Nas Figuras 5 e 6 apresentam resultados de cultivo utilizando 4 meios alternativos
para a levedura M. caribbica e para a C. tropicalis, respectivamente.

Na Figura 5, observam-se os resultados para a C. tropicalis. O Unico meio que
permitiu a produgdo de lipase intracelular por C. tropicalis foi o meio 4. Esta levedura
produziu lipase com atividade intracelular de 110 = 10 U/L em 24 horas de cultivo, e de 140 +
0,0 U/L em 48 horas. Foi observado que, nesse meio, a quantidade de proteina intracelular
produzida pela C. tropicalis foi maior do que nos outros meios. No meio 2, a levedura C.
tropicalis também produziu uma quantidade de proteina préxima a do meio 4 (APENDICE
2), mas ndo se obteve producao de lipase.

Para Meyerozyma caribbica, os meios 2 e 4 propiciaram a producdo de lipase
(FIGURA 6), no entanto, no meio 4 a produtividade foi maior (6,41 U/L.h), quando
comparada a produtividade no meio 2 (3,43 U/L.h). O meio 2 também possui em sua
composicdo milhocina. A presenga da milhocina tornou o meio 2 rico em nutrientes, o que
pode ter favorecido a produgdo de lipase pela levedura M. caribbica, ndo tendo isso ocorrido
para a C. tropicalis. A M. caribbica utilizou a milhocina do meio 2 como fonte de nitrogénio
para producao da enzima, isso estar relacionado a via metabdlica utilizada por esse micro-
organismo. Observou-se também que a C. tropicalis produziu menos proteina intracelular do
que a outra levedura, em 24 horas de cultivo (APENDICE 2), no entanto, a atividade

extracelular a lipase produzida foi maior, como mostrado na Tabela 12.



55

Figura 5 — Atividade extracelular e intracelular da lipase produzida pela C. tropicalis nos 4
meios alternativos. Lipase extracelular 24 h (M ), lipase intracelular 24 h (M), lipase
extracelular 48 h ( W), lipase intracelular 48 h ( W ).
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Figura 6 — Atividade extracelular e intracelular da lipase produzida pela M. caribbica nos 4
meios alternativos. Lipase extracelular 24 h (M), lipase intracelular 24 h (M), lipase
extracelular 48 h ( B ), lipase intracelular 48 h ( |).
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Fazendo um comparativo entre as atividades extracelulares das duas leveduras

(Tabela 12), observa-se que para a C. tropicalis, em 24 horas, a atividade da lipase



56

extracelular foi 233 £ 10 U/L, e para a M. caribbica foi 146 + 7,30 U/L. Isto mostra que a C.
tropicalis produziu mais lipase extracelular do que a M. caribbica, em 24 horas de cultivo.
Para a C. tropicalis, o resultado foi ainda melhor em 48 horas, periodo no qual a M. caribbica
ndo produziu lipase extracelular. Pode-se perceber que ocorreu alguma desnaturagdo da
enzima nas ultimas 24 horas. A falta de algum nutriente pode ocasionar também mudanca no

perfil metabolico celular, retirando o desvio na producao da enzima lipolitica.

Tabela 12 — Atividade enzimatica extracelular para as leveduras C. tropicalis e M. caribbica
no meio 4

Tempo (h) C. tropicalis M. caribbica
Meio 4 (U/L) Meio 4 (U/L)
24 233+ 10 146 + 7,30
48 355+20 -

A literatura relata que outros meios de cultura sdo testados na produgao de lipase.
No trabalho de Bussamara et al. (2010), foi utilizado um meio com glicose (2,0 g/L), peptona
(5,0 g/), MgS04 (0,1 g/L) e K2HPO4 (1,0 g/L) suplementado com o6leo de soja (20,0 g/L) ou
de gordura de bovina (20,0 g/L), para producao de lipase a partir da cepa P. hubeiensis HB8S.
Os resultados de atividade foram 610 U/L em gordura bovina e 386 U/L em o6leo de soja.
Essas atividades foram maiores do que a deste trabalho, porém esse meio utilizado por eles foi
mais dispendioso, uma vez que utilizaram componentes sintéticos € uma fonte indutora

provinda de alimentos.

5.3.2 C. rugosa

Foi utilizado o mesmo protocolo das leveduras ndo convencionais para a levedura
C. rugosa. Os resultados foram apresentados na Tabela 13, observa-se que o meio de cultivo
nimero 4 (melago, milhocina, OMW, sulfato de amonio e peptona, Tabela 5) foi o que
proporcionou a maior produgdo de lipase pela C. rugosa, em 24 h de cultivo, com uma
atividade da lipase extracelular de 561 + 30 U/L e de 269 + 5 U/L para a atividade
intracelular.

O meio de cultura 4, contendo melago, cerca de 50% de carboidratos, (GUDINA
et al, 2015), 5 g/L de proteina na milhocina e 78,5% de acido oleico dentre os Oleos presentes
nas aguas residuais da producao de azeite (MENESES et al., 2017), favoreceu a producgdo de

lipase. Outros meios de cultura também foram satisfatorios para a producdo de lipase e o meio
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de cultura 2 apresentou o segundo melhor resultado para a atividade da lipase extracelular
(424 £ 20 U/L).

Tabela 13 — Atividade enzimatica da lipase produzida por C. rugosa, depois de 24 h de
cultivo, usando diferentes meios de cultura (reportado no item 4.1.3)

Atividade enzimatica (U/L) Atividade

. Biomassa especifica
Meio /L) intracelular

(8 Extracelular Intracelular
(U/mg)

1 3.63 £ 0.05 143 +£ 20 214 £ 10 0.164 +0.03
2 4.88 £0.03 424 £ 20 95+ 30 0.079 £0.01
3 4.83 £0.39 213+ 10 165 + 20 0.287 £ 0.04
4 4.39+0.04 561 + 30 269 £+ 5 0.331 +0.00

Outras pesquisas relatam a potencial utilizacdo de residuos alternativos
agroindustriais para a producdo de lipases. Por exemplo, Salihu et al. (2011) produziram
lipase (20,26 U/mL) por Candida cylindracea, usando um meio contendo 6leo de palma
(retirado a partir de efluentes gerados em uma fabrica de extragdo desse Oleo), além de
peptona e Tween 80. Tommaso et al. (2010) utilizaram um meio de cultura contendo soro de
queijo, extrato de malte, extrato de levedura, Tween 80 e azeite, e obtiveram, apos 120 h de
cultivo, uma atividade lipasica de 5,18 U/mL. Maldonado et al. (2012) utilizaram 6leo de
canola, girassol, milho, soja e azeite como indutores de producdo de lipases. As condi¢des
Otimas foram de 3,0% (w/v) de peptona e 0,5% (w/v) de Oleo de soja. Os residuos
agroindustriais e subprodutos sdo cada vez mais utilizados como fontes de carbono e
nitrogénio. Estes meios de cultura tornam possivel a redugdo de custos e geram cadeias

produtivas para esses meios alternativos.

5.4 Analise da producao de proteases

5.4.1 C. tropicalis e M. caribbica

A Tabela 14 mostra as atividades hidroliticas de proteases presentes nos extratos
brutos obtidos, com ou sem a presenga de PMSF. Observou-se que o extrato extracelular da
M. caribbica apresentou elevados niveis de protease, enquanto o extrato extracelular da C.
tropicalis apresentou um coeficiente baixo, isso pode explicar a maior performance da
atividade lipasica para C. tropicalis que na M. caribbica.

Por causa destes resultados, foi acrescentado nos extratos o fluoreto de
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fenilmetilsulfonilo (PMSF), um inibidor de serina-proteases (BOSE et al., 2013; KUMARI e
GUPTA 2012), mas pode ser observado ainda na Tabela 14 que ndao diminuiu totalmente a
protease presente nos meios, possivelmente esse inibidor ndo foi capaz da inibi¢do
proteolitica destas enzimas. Experimentos mais abrangentes permitem definir qual o melhor

método de inibi¢do de outras proteases existentes no extrato.

Tabela 14 — Atividade proteolitica das leveduras C. tropicalis e M. caribbica. Amostras
produzidas através de cultivo em frascos utilizando meio com residuos por 48 h de cultivo

Tipo de lipase Antes PMSF Depois PMSF
C. trop extra (U/L) 50 8,3
M. carib extra (U/L) 1150 1000

5.4.2 C. rugosa

Em meios de cultivo com residuos, as proteases foram também produzidas pela C.
rugosa. Em 24 horas de cultivo, o extrato de C. rugosa apresentou protease intracelular, com
atividade de 233 U/L e extracelular 250 U/L (Tabela 15). Em 48 horas, apresentou protease
extracelular (413 U/L) e intracelular (313 U/L). Esses resultados foram medidos apos cultivo.

Este resultado pode explicar a reducao da produgado de lipase em 48 horas para essa levedura.

Tabela 15 — Atividade proteolitica de C. rugosa. Amostras produzidas em cultivo submerso
em reator em meio com residuos

Tipo de lipase Proteases
24 h 48 h
C. rugosa extra (U/L) 250 413
C. rugosa intra (U/L) 233 313

5.5 Influéncia da concentracio de substratos na producio de lipases

Um planejamento fatorial fracionado foi realizado para se verificar o efeito das
diferentes concentragdes dos substratos presentes no meio 4 na lipase produzida por C.
rugosa. A Figura 7-a ilustra o impacto do melaco, da milhocina e do OMW na atividade
extracelular da lipase. Todos os componentes apresentaram um efeito positivo sobre a
producao de lipase extracelular. No entanto, apenas no caso de milhocina, este efeito foi

estatisticamente significativo. Por outro lado, todos os componentes avaliados exibiram um
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efeito negativo na producao da lipase intracelular (Figura 7-b), embora, neste caso, o efeito

tenha sido estatisticamente significativo apenas para o melago.

Figura 7 — Efeito dos trés substratos, milhocina, OMW (olive mill wastewater) e melago
na atividade extracelular (a) e intracelular (b) da lipase. 2 *! modelo experimental
fracionado, MS residual: 0.0059499
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A milhocina teve um efeito positivo sobre a atividade da lipase extracelular, isso
talvez porque esse componente ¢ um subproduto que, além de ter carboidratos e proteinas,
tem também substancias com caracteristicas similares as de tensoativos (VECINO et al.,
2014). Portanto, a milhocina pode ter o mesmo efeito como Tween 80, que ¢ usado nos meios
de cultura para a produgdo de lipase. O Tween 80 estimula a produgado de lipase e libera, para
fora da célula, a enzima produzida, o que resulta num aumento da atividade da lipase
extracelular (KIM et al, 2010; DALMAU et al., 2000).

O melago teve um efeito negativo na producdo da lipase intracelular (Figura 7-b).
Isso aconteceu, talvez, devido a presenca de glicose na milhocina, resultando numa
quantidade de glicose maior do que a necessaria para a célula. Alguns trabalhos anteriores
mostraram que a glicose reprime a producao de lipase. Em seu trabalho, Dalmau et al. (2000)
relataram que a elevada quantidade de glicose no meio de cultura leva a baixa produgio de

lipase. Fickers et al. (2003) relataram que a producdo da lipase extracelular de Yarrowia
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lipolytica, por CBS6303, foi reprimida por glicose e glicerol, mas aumentou na presenca de
acido oleico. Kumar et al. (2011), usando um modelo estatistico, descobriram que a glicose
ndo foi uma variavel importante na producao de lipase por Bacillus pumilus RK31. A glicose
¢ muito importante para o crescimento da levedura, mas em quantidade demasiada pode
atrapalhar, isso porque a levedura precisa consumir também a fonte indutora para a producao
da lipase, o que nao ocorre quando a glicose esta em excesso no meio.

Em resumo, a partir do planejamento fatorial fracionado, o meio 4 foi modificado,
ficando com a seguinte composi¢ao: melaco (5 g/L de agucar redutor) g e milhocina (6 g/L. de
nitrogénio) e OMW (0,5 % v/v), 0,5 g/L de sulfato de amodnio e 3 g/L de peptona. Depois de
se ajustar o meio de cultura, a atividade da lipase extracelular obtida foi de 587 + 12 U/L, e a

atividade da lipase intracelular de 262 + 7 U/L, em 24 h de cultivo.

5.6 Avaliacao da influéncia da razio C/N na producio de lipase por C. rugosa

Com base nos resultados anteriores, o impacto da concentragao da milhocina na
producdo da lipase foi ainda avaliado. Estes resultados estdo reunidos na Figura 8, na qual se
pode verificar que um aumento na razao carbono/nitrogénio, acima de 4,68 ndo promoveu
uma producdo maior de lipase extracelular, isso se deve talvez ao fato de que a razdo
necessdaria para a produg¢do da lipase foi alcangada. Essa razao de 4,68 € proxima a quantidade
necessaria para a produg¢do de biomassa (razdo C/N 4,51), ou seja, nessa faixa existe
competicao entre a producdo da enzima e o crescimento celular. Em concentragdes maiores
que essa razao (4.51) a via metabolica da levedura ndo consegue direcionar-se para produzir
mais quantidade de enzima, isso acontece porque uma maior quantidade de substrato no meio
faz com que a célula diminua seu metabolismo (regido de ndo competi¢do). Segundo Hiol et
al. (1999), a relagdo carbono-nitrogénio de 10:1 garante um alto contetido protéico. O nivel de
producao de enzimas diminuiu lentamente em altas razdoes C:N (CAPUTO, 2012). Em Rigo
(2009) para produgdo de lipases a partir do fungo Penicillium 58F a razao carbono-nitrogénio
de 6,11 foi a que resultou em melhores resultados de produtividade.

Outro elemento muito importante na produgdo da lipase ¢ o oxigénio (TAKAC et
al., 2010, DE MARIA et al., 2006, ALONSO et al., 2005). Uma menor quantidade de

oxigénio no meio pode também influenciar negativamente a produgdo da enzima.
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Figura 8 — Efeito da razdo carbono e nitrogénio na atividade extracelular (M) e intracelular da
lipase produzida (®) por C. rugosa.

600 - .
500 -
-
= L
=, 400 | . L :
2 |
g
=300
3 . * ;
S
S 2004 e
=
b °
100 - .
[ ]
®
0 T T T T T
4 6 8 10 12 14

5.7 Comparativo entres as leveduras avaliadas

Todos os resultados de comparagdo das trés leveduras obtidas para producgdo de
lipase utilizando o meio alternativo niimero 4 estdo apresentados na Tabela 16. Observa-se
que as atividades extracelulares e intracelulares foram maiores para C. rugosa. Isso resultou
em parametros melhores de atividade intracelular especifica e atividade extracelular por
unidades de células também maiores para essa levedura.

Pode ser visto, também que, as atividades extracelulares das leveduras C. rugosa,
C. tropicalis e M. caribbica sao maiores que as atividades intracelulares, o que mostra que
esse meio de cultura 4 evidenciou a producdo da lipase extracelular, que ¢ muito importante
porque reduz gastos de purificacdo dessa enzima. Para a industria, as enzimas intracelulares
nao sdo atrativas, elas somente sao utilizadas quando o micro-organismo nao excreta de forma

nenhuma a enzima, uma vez que a etapa de purificagdo aumenta muito custos de produgao.
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Tabela 16 — Resultados do cultivo em frascos pelas leveduras C. tropicalis, M. caribbica e C.
rugosa em meio 4 modificado

Parametros C. tropicalis M. caribbica C. rugosa
24 h 48 h 24 h 48h 24 h 48 h
Biomassa (g/L) 3,34 7,00 6,30 6,92 3,51 3,29
Ativ. extra (U/L) 350 396 268 227 561 399
Proteina (mg/mL) 1,77 2,83 0,86 0,929 0,889 1,001
Ativ. intra (U/L) 193 245 208 96 269 262

Ativ. especifica intra (U/mg) 0,109 0,087 0,242 0,103 0,313 0,264
Ativ.especifica extra (U/cel) 0,105 0,057 0,043 0,033 0,159 0,121

Confrontando ainda as duas leveduras isoladas do bagaco de caju, verifica-se que
suas atividades especificas foram proximas, exceto para a produgdo da M. caribbica em 24
horas, que foi o dobro (0,242 U/mg) em relacdo a da C. tropicalis (0,109 U/mg). As
producdes de biomassa foram bem parecidas, mas a atividade especifica extracelular por
unidades de células (ultima linha da Tabela) foi maior para a C. tropicalis (0,105 e 0,057

contra 0,043 e 0,033). Essa levedura foi, entdo, a escolhida para testes em biorreator.

5.8 Producio de lipase em biorreator

5.8.1 C. rugosa

O meio alternativo 4 apds modificado (resultado do planejamento fatorial) foi
utilizado para o cultivo da C. rugosa em biorreator. A Figura 9 mostra os resultados da
biomassa comparando os dados obtidos em frascos com os dados alcan¢ados no biorreator. Os
resultados mostram que as atividades do cultivo realizadas em frascos foram menores (Figura
10 e Figura 11), exceto para a atividade intracelular em 48 h de cultivo (margem de erro
grande para atividade produzida em biorreator).

Em relagdo a influéncia do tempo de cultivo, de 24 ou 48 horas, a tendéncia foi a
mesma, sendo a producdo da lipase maior nas primeiras 24 h. Isso acontece, talvez, porque
nas 48 h de cultivo haja falta de algum nutriente para as leveduras continuarem a produzir a
enzima.

O crescimento da biomassa foi similar para os dois tipos de processo, mas em 36
horas no cultivo em frascos se manteve praticamente constante (leve declive) isso mostra que
o estado estaciondrio foi atingido. No cultivo em biorreator, a biomassa continuou

aumentando até as 48 horas, ndo chegando a atingir o estado estacionario, mas a producao de
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lipase comegou a decair, devido possivelmente a falta de algum nutriente para o micro-

organismo ou devido a producao de protease, por isso o processo foi interrompido.

Figura 9 — Produgao de lipase por C. rugosa usando meio com residuos: biomassa, frascos
(W), biorreator (H).
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Esta diferenca observada entre frascos e biorreator estd de acordo com outros
estudos relatados na literatura. Bussamara et al. (2010) relataram uma atividade de lipase de
386 U/L em frascos e de 1.232 U/L no biorreator. Kastranov et al. (2008) alcancaram
atividades de lipase em frascos de 1.1050 U/L e no biorreator de 14.530 U/L, a em cultivo
usando Candida cylindracea NRRL Y-17506. Os valores deste trabalho foram inferiores aos

dos autores citados, talvez porque ndo houve fornecimento de oxigénio para o biorreator.



64

Figura 10 — Produgao de lipase por C. rugosa usando meio com residuos: atividade
extracelular, frascos (®), biorreator (®).
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Figura 11 — Producdo de lipase por C. rugosa usando meio com residuos: atividade
intracelular, frascos (M), biorreator (H).
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5.8.2 C. tropicalis

A produgdo de lipase por C. tropicalis em biorreator foi feita de duas formas: em

meio sintético (Figura 12) e em meio contendo residuos (Figuras 13, 14 e 15) a titulo de
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comparacao da producdo da enzima e melhor condugdo do crescimento celular entre os dois

cultivos. A Figura 12 mostra, em resumo, os resultados da producao da C. tropicalis em

biorreator, meio sintético.

Figura 12 — Produgao de lipase por C. tropicalis em biorreator usando meio sintético:
biomassa (M), agucar (M), atividade extracelular (#) e intracelular (»).
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Figura 13 — Produgao de lipase por C. tropicalis usando meio com residuos biomassa, frascos
(W), biorreator (M).
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Figura 14 — Produgao de lipase por C. tropicalis usando meio com residuos: atividade
extracelular, frascos ( M), biorreator (M ).
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Figura 15 — Producao de lipase por C. tropicalis usando meio com residuos: atividade
intracelular, frascos ( M), biorreator (H).

300

250

200

150

100

Atividade intracelular (U/L)

50

Observando as figuras para produgado de lipases de C. tropicalis em meio sintético
(Figura 12) e em meio com residuos (Figuras 13, 14 e 15) para aproximadamente uma mesma

concentragdo inicial de inéculo em ambos os casos, observa-se que em relagdo ao crescimento
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celular e também a producao da enzima no meio sintético, foram menores em comparagao as
mesmas variaveis no meio com residuos. Com relagcdo ao tempo de cultivo observa-se que a
enzima foi produzida a partir de 24 h até 48 horas de cultivo. Verifica-se também no meio
sintético que o acucar foi consumido até 28 horas, o que sugere que a célula se empregou, em
um tempo posterior as 28 h, de outra fonte de carbono para producdo da enzima, o OMW.
Para o meio sintético, foi determinado a taxa de crescimento méaxima para a levedura C.
tropicalis que foi de 0,076 h™' (APENDICE 3).

Comparando a produc¢do de C. tropicalis em meio com residuos para as
fermentagdes em frascos e em biorreator, verifica-se pela Figuras 13, que o crescimento da
levedura em frascos e em biorreator foram similares, mas em biorreator a atividade
extracelular da C. tropicalis foi maior em 48 h (préoximo a 500 U/L) comparado ao dos
frascos (proximo a 400 U/L). As atividades intracelulares (Figura 15) foram bem parecidas
entre os dois tipos de cultivo. As atividades extracelulares (Figura 14) foram maiores em
biorreator do que em frascos. A maior produ¢do de lipase por C. tropicalis foi no cultivo em
biorreator utilizando meio com residuos mostrando o grande potencial de aplicabilidade
desses materiais.

Comparando a producdo em biorreator das leveduras C. rugosa e C. tropicalis no
cultivo utilizando meio com residuos (Figura 9 e Figura 13), observa-se pela Tabela 17, o
consumo de agucar das duas leveduras. A C. rugosa teve um consumo maior que o da C.
tropicalis, além disso observa-se que o agucar ndao foi consumido tdo rapidamente como no
meio sintético (Figura 12), porque como o melago também possui sacarose, que € um

dissacarideo, em algum momento foi quebrada e produziu-se mais agucares.

Tabela 17 —Andlise do acticar consumido pelas leveduras C. rugosa e C. tropicalis em cultivo
de biorreator através da metodologia de DNS

Tempo  C. rugosa C. tropicalis

(h) (¢/L) (g/L)

0 6,2+ 0,31 5,8+0,22
8 5,6 +0,35 5,2+0,02
24 3,6 0,16 4,7 +0,30
36 2,5+0,13 *

48 1,7+ 0,05 *

72 * 3,1+£0,19

*Dados nio determinados.
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5.9 Caracterizacio da enzima produzida

5.9.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade da enzima produzida

5.9.1.1 C. rugosa

A Figura 16 mostra o efeito do pH sobre a lipase extracelular e intracelular. A
atividade maxima foi observada a pH 7,0. Para valores de pH 4,0, 5,0, 8,0 ¢ 9,0, a atividade
da lipase foi baixa. A pH 6,0, os valores de atividade relativa foram cerca de 60%. Tendo em
vista estes resultados, o valor do pH, para os experimentos seguintes, foi fixado em 7,0.

A Figura 17 mostra os resultados do efeito da temperatura sobre a atividade da
lipase extracelular e intracelular. A atividade relativa maxima foi obtida em 40 °C. Pode ser
observado também que atividade da lipase até a temperatura de 60 °C manteve-se acima de
70% da atividade relativa. Estes valores de pH e temperatura 6timos sdo similares aos de
outros estudos de caracteriza¢do de lipase (DE MORALIS et al., 2016; KUMARI E GUPTA,
2012; BUSSAMARA et al.,, 2010). A forma do grafico de temperatura da enzima lipase
produzida por C. rugosa confirma provavelmente a producdo de isoenzimas, por apresentar
um ponto 6timo e outro proximo a ele. Esse resultado pode ser verificado na eletroforese pela

presenca de varias bandas proximas as referidas a lipase (Figura 20).
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Figura 16 — Efeito do pH na atividade extracelular (M) e intracelular (®). Lipase produzida
por C. rugosa em 24 h de cultivo em meio sintético. Resultados de uma média de
experimentos em triplicata com desvio padrdo. A atividade enzimdtica foi expressa em
atividade relativa (%). Atividade maxima extracelular (590 U/L) e atividade intracelular (443
U/L).
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Figura 17 — Efeito da temperatura na atividade extracelular (M) e intracelular (®) da lipase.
Lipase produzida por C. rugosa em 24 h de cultivo em meio sintético. Resultados de uma
média de experimentos em triplicata com desvio padrdo. A atividade enzimatica foi expressa
em atividade relativa (%). Atividade maxima extracelular (550 U/L) e atividade intracelular
(330 U/L).

100

80

60

40 4

Atividade relativa (%)

20

0 T T T T T T T T T
30 40 50 60 70

Temperatura (°C)




70

5.9.1.2 Candida tropicalis

A Figura 18 mostra o efeito do pH sobre a lipase extracelular e intracelular. A
atividade maxima foi observada a pH 7,0. Para valores de pH 5,0, 6,0 ¢ 9,0, a atividade da
lipase foi baixa. A pH 8,0, os valores de atividade relativa foram acima de 60% da atividade
total.

A Figura 19 mostra os resultados do efeito da temperatura sobre a atividade da
lipase extracelular e intracelular. A atividade relativa maxima obtida foi em 70 °C para a
extracelular e em 60 °C para intracelular. Essa enzima produzida ¢ termotolerante e apresenta
temperatura elevada igual as lipases produzidas por bactérias (DAOUD et al., 2013, AISAKA
et al., 1980). Isso apresenta como uma vantagem para processos industriais nas quais

proteinas comumente usadas sdo completamente desnaturadas (DELATORRE et al., 2014).

Figura 18 — Efeito do pH na atividade extracelular (M) e intracelular (®). Lipase produzida
por C. tropicalis em 24 h de cultivo em meio com residuos. Resultados de uma média de
experimentos em triplicata com desvio padrdo. Atividade relativa (%) e atividade méaxima
extracelular (666 U/L) e atividade intracelular (503 U/L).
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Figura 19 — Efeito da temperatura na atividade extracelular (M) e intracelular (®) da lipase.
Lipase produzida por C. tropicalis em 24 h de cultivo em meio com residuos. Resultados de
uma média de experimentos em triplicata com desvio padrdo. Atividade relativa (%) e
atividade maxima extracelular (553 U/L) e atividade intracelular (457 U/L).
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5.9.2 Eletroforese

5.9.2.1 C. rugosa

A Figura 20 ilustra o gel de SDS-PAGE obtido para as diferentes amostras de
lipase extracelular e intracelular produzidas por C. rugosa através do cultivo submerso
utilizando meio com residuos e purificagdo parcial em sulfato de amodnia. Além disso, para
fins de compara¢do, uma amostra comercial de lipase de C. antarctica (Sigma) foi incluida na
eletroforese. Para essa enzima comercial, as bandas apresentaram massas molares
aproximadas de 66 kDa, 37 kDa e 20 kDa (linha 2), sendo a banda da enzima em torno de 40
KDa (GUTARRA et al. (2011)). As outras bandas sdo contaminantes do extrato. A lipase
intracelular de C. rugosa estéd presente da terceira a sexta linha (Figura 20), o que mostra um
peso molecular aproximadamente igual de lipase de C. rugosa da Sigma (59 kDa), relatada
anteriormente por De Morais et al. (2016).

A lipase extracelular apresenta-se da sétima a décima linha, porém, neste caso,
ndo foram apresentadas as bandas. Ficou ainda evidente na lipase intracelular a banda de 37

KDa como na enzima comercial de C. antartica (linha 2). Isso mostra que o meio com



72

residuos utilizado no cultivo submerso propiciou a producao da enzima lipase pela levedura

C. rugosa.

Figura 20 — Perfil eletroforético da lipase intracelular (linhas 3 a 6) e da lipase extracelular
(linhas 7 a 10) produzida por C. rugosa.

5.9.2.2 C. tropicalis e M. caribbica

A Figura 21 ilustra o gel de SDS-PAGE apresentando os resultados obtidos para a
eletroforese de extratos brutos de lipases produzidas pelas leveduras de C. tropicalis (linha 2)
e M. caribbica (linha 3) em meio sintético. A C. tropicalis apresentou bandas entre 30 e 60
KDa, que podem ser lipases, e também outras bandas proximas a 22 KDa (APENDICE 4). A
M. caribbica apresentou a producdo de proteinas com bandas proximas a esses mesmos
valores da levedura C. tropicalis, e também dentro da faixa de pesos moleculares da enzima
lipase que ¢ de 19 a 97 KDa (CYGLER e SCHRAG, 1997), mas nao existem na literatura
dados destas cepas fungicas que mostre quais bandas se referem a lipase. Como j& mostrado
anteriormente a producdo de lipase desta levedura foi em menor quantidade comparada a

levedura C. tropicalis, por isso a caracterizagdo foi realizada somente desta segunda.
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Figura 21 — Perfil eletroforético da lipase intracelular, linhas 2 e 3, produzidas por C.

tropicalis e M. caribbica, respectivamente.
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uma eletroforese (Figura 22). Varias etapas do processo de purificagdo por adsor¢do foram
avaliadas, com a finalidade de mostrar a eficacia do método e comprovar a produgdao da
enzima de interesse pela levedura. Pode-se observar na linha 7 da Figura 22, a presenca de
bandas em torno de 60 KDa, 45 kDa ¢ outras acima de 22 KDa (APENDICE 5), acredita-se
que estas sdo bandas caracteristicas de lipase. Isso mostra que o método de isolar a enzima no
suporte octil-agarose foi eficiente, pois o suporte teve maior afinidade pela a enzima lipase
através da interacao hidrofébica (BARBOSA ef al., 2012a, VOLPATO et al., 2009; CUNHA
et al., 2008). No processo de dessorcdo da enzima referida na solugdo de Triton (linhas 3, 5 e
6) o tempo de 96 horas ndo foi suficiente para dessorver toda a lipase pela metodologia

utilizada, uma vez que a lipase ainda se apresentou adsorvida em octil-agarose (linha 7).
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Figura 22 — Perfil eletroforético das lipases produzida por C. tropicalis. Linha 1: Marcador.
Linha 2: C. rugosa comercial. Linha 3: Lipase extracelular recuperada com 1 % de Triton X-
100. Linha 4: Sobrenadante do processo de adsor¢ao da lipase em octil -agarose. Linha 5:
Lipase Intracelular recuperada com 0,1 % de Triton X-100. Linha 6: Lipase Intracelular
recuperada com 0,1 % de Triton X-100. Linha 7: Enzima lipase adsorvida em octil-agarose.
Linha 8: Extrato inicial.
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5.9.3 Processo de purificacio

5.9.3.1 C. rugosa

O extrato enzimatico produzido por C. rugosa foi precipitado por sulfato de
amonio, logo apos o precipitado foi ressuspendido em tampao fosfato de sddio 25 mM e

passado em uma coluna Sephadex para a retirada do sal. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 18.

Tabela 18 — Sumadrio do procedimento de purificacdo da lipase produzida por C. rugosa

Tempo (h) Proteina Atividade Atividade Rendimento Fator de
(mg/mL) (U/mL) especifica (%) Purificagdo
(U/mg)
Inicial 0,249 0,964 3.9 100 1
Precipitado por 0,101 0,741 7,3 77 1.9
sulfato
Apos 0,043 0,565 13,1 59 3.4

dessalinizacao
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Nos trabalhos de Abbas et al. (2002) e Kumar et al. (2005), os extratos
enzimaticos foram submetidos a purificacdo com sulfato de amonio. Em Abbas et al. (2002),
o rendimento da lipase foi de 99% apds a precipitacdo com sulfato de amonio 75%, e o fator
de purificagdo da enzima foi de 20,48. Em Kumar et al. (2005), a precipitagcdo por sulfato de
amoénio foi seguida de uma dessalinizacdo com tampao tris-HCL 0,1 M, resultando em um
rendimento de 38%, e um fator de purificacdo foi de 16. Neste trabalho, o fator de purificacao
foi bem inferior (3,4) o que mostra que a purificagdo ndo foi eficiente, porque apesar da
diminui¢do da concentracdo de proteinas no extrato (RIOS et al., 2016), ndo foi suficiente
para apresentar na eletroforese apenas bandas referentes a enzima lipases. Além disso, houve
também uma perda consideravel na atividade do extrato (0,399 U/mL), ocorrido

possivelmente por desnaturacdo da lipase nas etapas de purificacio.

5.9.3.2 C. tropicalis

Tendo em vista que a purificagdo do extrato de C. rugosa foi apenas parcial, pois
na eletroforese (Figura 20) ainda apareceram inimeras bandas que nao sdo referentes a lipase.
Optou-se entdo por fazer um novo tipo de purifica¢do para a lipase produzida por C. tropicalis
através da imobiliza¢do da enzima no suporte octil-agarose (Figura 22).

A enzima lipase (atividade inicial 528 U/L) foi adsorvida ao suporte de octil-
agarose por 24 horas (atividade final 225 U/L), na eletroforese representada na linha 4 (Figura
22), que ainda pode ser vista uma banda de lipase. Nas linhas 3, 5 e 6 estdo apresentadas as
bandas proximas a 40 KDa, mostram os sobrenadantes apds dessor¢do da enzima. A linha 7
representa o suporte octil-agarose apds 96 horas de dessorgdo da enzima. E observado que a
maior quantidade da enzima ainda se manteve no suporte (linha 7). O extrato inicial esta
apresentado ainda na linha 8 (Figura 22). Esse extrato possui toda a lipase inicial do extrato, e
ainda pode ser representado pela soma das lipases presentes nas linhas 3, 5 e 7 (linha 6 ¢
similar a linha 5).

Na tentativa de purificagdo a imobiliza¢do da enzima produzida foi oportuna, uma
vez que para aplicacdes industriais essa técnica € favoravel, devido a facilidade de utilizagao
da enzima e de sua recuperagdo (CAO, 2005). Existem muitos trabalhos na literatura que
citam imobilizagdo de lipases em suportes altamente hidrofébicos formando por ligagdes nao

covalentes (BASTIDA et al., 1998; FERNANDEZ-LORENTE, et al., 2008).
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ApoOs a eletroforese e supostas bandas referentes a lipase da C. tropicalis
necessitou-se ainda, uma comprovagao através do zimograma, que somente a enzima nativa

referente a lipase reage com o substrato e produz uma coloracdo diferente no gel.

5.9.4 Zimograma

A Figura 23 apresenta um zimograma, que mostra atividade da lipase frente ao
substrato tributirina, uma vez que houve a mudanga de coloragdo de acordo com a redugdo do
pH nas linhas 2 (Figura 23-a) e nas linhas 2 e 3, (Figura 23-b). Na primeira linha de cada
figura estd a lipase comercial de C. rugosa (seta preta para destaque amarelo no gel), a
colorag¢ao na Figura 23-a foi mais visivel que na Figura 23-b. A enzima comercial tem a sua
banda em 60 KDa (DE MORAIS et al, 2016) e a lipase intracelular também apresentou
banda proxima a 60 KDa (linha 2, Figura 23-a e linha 3, Figura 23-b) e na lipase extracelular
bandas menores (linha 2, Figura 23-b), possivelmente 22 KDa devido a eletroforese (linha 3,
Figura 22). Esse resultado mostra que a lipase de C. tropicalis possui bandas similares a

lipase de C. rugosa comercial. As Figuras detalhadas estdo no Apéndice 6.

Figura 23 — Zimograma contendo pNFL, como substrato, e phenol red (0,01 %), como agente
revelador. Em ordem, estdo: Lipase comercial de Candida rugosa (CRC) (linha 1) e de
Candida tropicalis intracelular (CTI) (linha 2) (Figura 8-a); Lipase comercial de C. rugosa
(linha 1), C. tropicalis E (linha 2), C. tropicalis 1 (linha 3) (Figura 8-b).
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6.0. CONCLUSAO

A C. rugosa foi capaz de produzir lipases em um meio alternativo contendo 5 g/L
de melago, 6 g/ de milhocina, 0,5% de OMW, 0,5 g/L de sulfato de amdnio e 3 g/L de
peptona. Este meio favoreceu a producao de lipase extracelular que exibiu uma atividade de
587 U/L, em contrapartida a atividade intracelular de 262 U/L. Estes resultados demonstram o
potencial deste meio alternativo para a producdo de lipase, com dois beneficios claros, quais
sejam reducdo de custos de producdo e diminui¢do de impacto ambiental. O cultivo em
biorreator resultou em uma atividade de lipase extracelular ainda maior, o que revelou seu
potencial para a produgdo da enzima industrial.

O meio de cultura contendo melaco, milhocina e aguas residuais da producdo de
azeite (OMW) também foi adequado para a produgdo de lipase pelas leveduras C. tropicalis e
M. caribbica. Para a levedura M. caribbica, a atividade do sobrenadante foi bem inferior a
atividade produzida pela C. tropicalis.

A lipase produzida por C. tropicalis é similar a lipase de C. rugosa, apresentando
o mesmo pH 6timo (pH 7.0) e bandas da eletroforese aproximadamente iguais (60 KDa, 45
KDa e 22 KDa). Com relagdo a temperatura 6tima, a lipase de C. tropicalis (60 °C para
intracelular) foi bem maior que a lipase produzida por C. rugosa (40 °C). Com o zimograma
foi possivel detectar qualitativamente a presenga de lipase nos extratos extracelular e
intracelular produzido por C. tropicalis. A levedura isolada por C. tropicalis URM 7057

apresentou-se como fonte promissora de produgdo da enzima lipase para o setor industrial.
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APENDICE 1

Tabela 1 — Anova: fator Unico para atividade extracelular meios B e C (Analise de
variancia Tabela 11)

Fonte da

variagao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos  204.1667 1 204.1667 0.995126 0.37495 7.708647
Dentro dos

grupos 820.6667 4 205.1667

Total 1024.833 5

Tabela 2 — Anova: fator Gnico para atividade intracelular meios A e C

Fonte da

variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre

grupos 0.220417 1 0.220417 0.00430771 0.950819 7.708647
Dentro dos

grupos 204.6717 4 51.16792

Total 204.8921 5

Tabela 3 — Anova: fator Gnico para atividade intracelular meios B e C

Fonte da
variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico

Entre grupos  782.0417 1 782.0417 11.79698 0.026422 7.708647

Dentro dos
grupos 265.1667 4 66.29167

Total 1047.208 5

Tabela 4 — Anova: fator inico para agucar residual meios B e C

Fonte da
variagao SQ gl MQ F valor-P  F critico

Entre grupos  7.590025 1 7.590025 204.9973 0.004843 18.51282

Dentro dos
grupos 0.07405 2 0.037025

Total 7.664075 3
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Tabela 13 — Atividade intracelular e proteina produzida pela C. tropicalis utilizando- 4
meios alternativos em 24 h e 48 h (referente Figura 5)

Atividade intracelular (U/L)

Proteina intracelular (g/L)

Meio 24 h 48 h 24h | 48 h

1 - - 0,239 + 0,01 0,467 = 0,00
2 - - 1,070 + 0,04 0,876 + 0,01
3 - - 0,553 + 0,00 0,755 + 0,00
4 110 + 10.0 140 + 0,0 1,220+ 0,11 1,740+ 0,57

Tabela 14 — Atividade intracelular e proteina produzida pela M. caribbica utilizando 4
meios alternativos em 24 h e 48 h (referente Figura 6)

Meio Atividade intracelular (U/L) Proteina intracelular (g/L)
24 h 48 h 24 h 48 h
1 - - 1,182 +0,10 1,135+0,12
2 - 165+ 10 1,445+ 0,26 1,487 £ 0,55
3 - - 1,269 + 0,09 1,943 + 0,05
4 154 £ 13 117+9 1,302 + 0,06 1,035+ 0,02
APENDICE 3

Grafico 1 — Gréfico de In (x/x0) versus tempo. Taxa méaxima de crescimento igual a
0.076 h "' e R2 = 0.99303.
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Figura 1— Andlise da Figura 21 (linhas 2 e 3, produzidas por C. tropicalis e M.

caribbica, respectivamente) pelo o programa Gelanalyzer (acesso em nov/16).
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Dados registrados pelo o programa referente a Figura 1

100

Coluna | banda RF Intensidade | MW
1. 1. 0.023 958 220
1. 2. 0.042 611 160
1. 3. 0.08 701 120
1. 4. 0.116 911 100
1. 5. 0.135 910 90
1. 6. 0.158 1006 80
1. 7. 0.19 1518 70
1. 8. 0.238 2755 50
1. 9. 0.305 1504 40
1. 10. 0.415 2829 30
1. 11. 0.486 2146 25
1. 12. 0.563 2778 20
1. 13. 0.698 2351 15
1. 14. 0.814 2252 10
1. 15. 0.897 1106 19
2. 1. 0.042 1368 175
2. 2. 0.179 1289 67
2. 3. 0.218 1788 53
2. 4. 0.269 1504 41
2. 5. 0.286 1181 38
2. 6. 0.334 1854 32
2. 7. 0.36 882 29

Coluna | banda RF Intensidade | MW
2. 8. 0.399 2188 26
2. 9. 0.5 2063 22
2. 10. 0.594 2305 20
2 11. 0.672 1230 20
2. 12. 0.718 1388 19
2. 13. 0.756 1337 19
2 14. 0.786 1506 19
3. 1. 0.127 1121 94
3. 2. 0.169 1480 71
3. 3. 0.214 1718 55
3. 4, 0.263 1667 42
3. 5. 0.279 1080 39
3. 6. 0.312 1353 34
3. 7. 0.344 1731 31
3. 8. 0.393 1163 27
3. 9. 0.455 2310 23
3. 10. 0.529 1400 21
3. 1. 0.562 1185 0
3. 12. 0.604 1735 20
3. 13. 0.675 1769 20
3. 14. 0.714 1323 19
3. 15. 0.773 1140 19
3. 16. 0.838 2025 19
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APENDICE 5

Figura 1- Analise da Figura 22 (linhas 2 e 3, produzidas por C. rugosa e C. tropicalis,
respectivamente) pelo o programa Gelanalyzer (acesso em fev/17).
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Dados registrados pelo o programa referente a Figura 1

Coluna | Banda | RF Intensidade | MW ] l i - .
I 1 0251 | 207 97 B i 0.513 [374 45
L. 2 0398 | 2586 66 B Bl 0.781 | 284 22
I 3 0.499 | 2852 45 B L] 0.515 | 258 45
L. 4 0.64 | 1706 30 B Bl 0.783 | 137 22
1. 5 0.836 | 1967 20 I ] 0424 [ 121 58
1. 6 0965 | 474 14 I 2] 0.516 | 2165 45
2. 1 0.409 | 2065 61 I 3. 0.781 | 1271 22
2. 2 0.535 | 327 42 I 4. 0.813 [ 411 20
2. 3. 0.768 | 660 2 I 5. 0.851 | 475 18
3. 1. 0.401 | 146 (GD) B il 0.425 | 163 58
3. 2 0518 | 170 E 2 0.518 |89 +
B 3 0.752 | 302 4 B 3 0.785 |26 21
2 1. 0401 | 47
2 2l 0508 | 116

Coluna | Banda | RF Intensidade | MW
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APENDICE 6

Figura 21 — Fotos completas da Figura 23.

Figura a




