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Resumo

Devido a sua importancia biotecnologica, um grande nimero de estudos envolvendo a
producdo de lipases por fungos tem sido desenvolvido nos ultimos anos. O presente trabalho
objetivou avaliar a produgdo de lipases por fungos isolados a partir de diferentes ambientes. O
isolamento dos fungos foi realizado empregando-se a técnica de diluicdo sucessiva,
permitindo a obten¢do de 54 linhagens fungicas. Destas, 56,37% corresponderam a linhagens
leveduriformes, enquanto que 43,63% corresponderam a fungos filamentosos. A capacidade
de producdo de lipases foi evidenciada em todas as linhagens isoladas. No entanto, em
presenca de azeite de oliva, destacam-se os niveis de producdo apresentados pelo isolado
leveduriforme L1 (45,92 U/mL) e pelo fungo filamentoso Fusarium oxysporum (12,16
U/mL), ambos isolados a partir de 6leo contaminado. Nos estudos envolvendo a producao de
lipases pela levedura L1, maiores niveis de lipases foram obtidos ao se empregar o do soro de
queijo como substrato, correspondendo a uma producdo de 26,70 U/mL. Apds a otimizagao
empregando-se o Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) aplicavel a
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), os niveis de producdo atingidos
corresponderam a 267,07 U/mL. As melhores condigdes estabelecidas para a producdo de
lipases pela levedura L1 foram concentracdo do soro de queijo 1,1%, pH de cultivo 4,4 e
tempo de cultivo de 24 horas. Adicionalmente, a linhagem de F.oxysporum foi selecionada
para ser empregada nos estudos de otimizagao de lipases, empregando-se o DCCR e a MSR,
em presenga da casca de butia. Os melhores niveis de producdo foram obtidos quando a
concentracdo da casca de butid utilizada foi 2,9%, o pH do meio de cultivo ajustado para 4,2 e
tempo de cultivo de 4,4 dias, correspondendo a 35,82 U/mL. A caracterizagdao bioquimica das
enzimas produzidas sob condi¢des 6timas tambem foi conduzida, revelando que as lipases
apresentam atividade o6tima em pH neutro e a 45-50 °C, sendo altamente estaveis em pH
neutro/alcalinos, bem como a 45°C. Em relacdo ao efeito de diversas substancias sobre a
atividade lipasica, verificou-se que tanto o B-mercaptoetanol na concentracdo de 10mM,
quanto os fons Ca™ a 2mM foram capazes de ativar estas enzimas. Ainda, um efeito ativador
foi observado em presenca dos surfactantes CTBA e SDS, revelando o potencial de aplicagao
dessas enzimas na induastria de detergentes. Contrariamente, as lipases foram inibidas por
citrato de sodio, Mg”, Pb"™ e EDTA. Ao avaliar o efeito de diferentes solventes organicos
sobre a atividade lipasica, observa-se que apenas o hexano a 20% apresentou um efeito
ativador. Por fim, a atividade de esterificagdo das lipases de F. oxysporum sobre diferentes
6leos vegetais foi avaliada. Maiores niveis de atividade foram observados quando o 6leo de
andiroba foi empregado, revelando o potencial de aplicacdo destas enzimas para a producao
de biodiesel, a partir deste substrato. O emprego do soro de queijo e da casca de butid como
substratos para a producao de lipases se mostra bastante promissor, visto que tantos beneficios
econdmicos quanto ambientais poderdo ser obtidos, a partir de sua utilizagao.

Palavras-chave: enzimas lipoliticas, delineamento central composto rotacional,
bioprospeccao, substratos alternativos.



Abstract

Due to their biotechnological importance, a great number of studies involving the fungal
lipases productionhave been conducted in recent years. The presente study aimed to evaluate
the lipases production by fungus isoladed from several habitats. The fungal isolation was
conducted employing the succecive dilution technique, allowing the achievementof 54 fungal
strains. Of these, 56.37% corresponded to yeast strains, while 43.63% corresponded to
filamentous fungi. The lipase production potential were evidenced for all the isolates.
However, in the presence of olive oil, the highest levels of lipases were produced by the
Llyeast strain (45.92 U/mL) and by the filamentous fungi Fusarium oxysporum (12.16
U/mL), both isolated from contamined oil. In relation to studies regarding the lipase
production by the yeast L1, their potential of lipase production in presence was cheese residue
was revelead, corresponding to 26.70 U/mL. In the studies envolving the lipases production
by the L1 yeast, high levels of lipases were obtained when cheese whey was used as substrate,
corresponding a production of 26,70 U/mL. After optimization, using Central Composite
Rotatable Design (CCRD) applicable to Response Surface Methodology (RSM), the
production levels achieved corresponded to 267,07 U/mL. The best conditions stablished for
lipases production by L1 yeast were cheese whey concentration of 1.1%, pH of medium 4.4
and cultivation time of 24 hours. In addition, the F. oxusporum strain was selected in order to
be employed in studies of optimization, using CCRD and RSM, in the presence of butia peel
The best lipase yields were obtained when the butia peel concentration was 2.9%, the pH of
medium was ajusted to 4.2 and the cultivation time was 4.4 days, corresponding to 35.82
U/mL. The biochemical properties of enzymes produced under optimal conditions was also
conducted, revealing that the lipases shown optimum activity in neutral pH and 45-50 °C,
with high stability in neutral/alcaline pH values and 45 °C. Regarding the effect of several
substances on lipase activity, it was observed that B-mercaptoethanol at 10 mM concentration,
as well the ions Ca®" at 2mM concentration were able to activate these enzymes. Also, an
activating effect was observed in the presence of surfactants CTBA and SDS, revealing the
potential of these enzymes to be employed in detergente industries. Conversely, the lipases
were inhibited by sodium citrate, Mg*", Pb>" and EDTA. In relation to the effect of distinct
solventes on lipase activity can be noted that only the hexan 20% showed an activating effect.
Finally, the lipase sterification activity under different vegetable oils was evaluated. Higher
activity levels were observed when the andiroba oil was used, revealing the application
potential of these enzymes in biodiesel production from this substrate. The use of cheese
whey and butia peel as substrates for lipases production appers to be very promising, since
economic and environmental benefits can be obtained from their utilization.

Key words: lipolytic enzymes, central composite rotatable design, bioprospection, alternative
substrates.
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1. Introducao

Um dos maiores reservatorios de biodiversidade na Terra pertence ao mundo dos
microrganismos. Os microrganismos desempenham fungdes essenciais, realizando
processos ecologicos especificos que permitem a renovagdo continua da vida de outros
seres vivos do ecossistema e da biosfera. A diversidade microbiana representa um fator
importante no desenvolvimento de alternativas sustentaveis, ao se pensar nas questdes
ambientais que o planeta Terra vem sofrendo. Apesar de toda a importancia atribuida
aos microrganismos, sua exploracdo ainda ¢ infima diante da variabilidade de espécies
que bactérias, fungos e algas representam.

Dada a heterogeneidade dos ambientes naturais € o alto potencial que os
microrganismos apresentam, pesquisas relacionadas a descobertas de novas linhagens,
produtos ou interagdes das quais eles fagam parte sdo de fundamental importancia para
a ampliacdo do conhecimento e sua exploracdo. Uma maneira eficiente de estimular a
descoberta de novos microrganismos ¢ por meio da exploragdo de seu potencial
produtor de enzimas ¢ de compostos bioativos. Assim,0 isolamento de novas linhagens
vem despertando grande interesse, uma vez que a descoberta de novas espécies
contribui ndo apenas para a obtencdo de novos produtos de interesse biotecnolédgico,
como também pode contribuir para o estudo da biodiversidade microbiana.

As enzimas sdo os produtos da sintese metabdlica microbiana mais visados,
constituindo um mercado mundial muito promissor, movimentando bilhdes de dolares
por ano. Dentre os microrganismos, os fungos filamentosos, bem como as leveduras,
sdo os mais utilizados em pesquisas envolvendo a producdo de enzimas, devido aos
aspectos de sua morfologia, adaptacao, atributos fisioldégicos e bioquimicos. Nesse
sentido, os fungos filamentosos s3o particularmente interessantes, por sintetizarem
determinadas enzimas em quantidades expressivas, além destas serem facilmente
recuperadas a partir do meio de cultivo.

As proteases, as carboidrases e as lipases sdo as enzimas mais estudadas. O
interesse nestas ultimas se justifica por apresentarem intimeras aplicabilidades
industriais e ecologicas. As lipases promovem a hidrélise de ésteres de triacilglicerois
constituidos de mais de dez adtomos de carbono. Além da capacidade hidrolitica, as
lipases destacam-se por apresentarem a capacidade de esterificacdo, transesterificagao,
amindlise e lactonizacdo. Estas, por sua vez, sdo bastante interessantes para serem

empregadas em varios segmentos industriais, bem como apresentam importancia nas
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interagdes ecologicas, como por exemplo no envolvimento de lipases em patogenias
diversas, coevolugao e outras interagoes.

Na literatura, inumeras pesquisas com fungos filamentosos e leveduras
produtoras de lipases sdo reportadas. Entretanto, ainda existe muito a se descobrir,
incluindo novas linhagens que produzam eficientemente essas enzimas, bem como que
produzam enzimas com propriedades bioquimicas diferenciadas.

Diante da necessidade de se isolar novos microrganismos produtores de enzimas
lipoliticas e da importancia industrial destes catalisadores, a presente pesquisa visou o
isolamento de fungos potencialmente produtores de lipases a partir de diferentes
habitats. Apos a selecdo das melhores linhagens produtoras, o efeito de diferentes
condigdes de cultivo dos isolados L1 e Fusarium oxysporum foi avaliado, a fim de se
elevar os niveis de lipases produzidas. Ainda, as propriedades bioquimicas das lipases
produzidas por F. oxysporum foram investigadas, para a inferéncia de possiveis

aplicacdes industriais para estas enzimas.
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2. Objetivos

2.1 Geral:

O objetivo geral do presente estudo foi isolar espécies fungicas potencialmente
produtoras de lipases a partir de diversos ambientes, bem como estabelecer as melhores
condigdes de cultivo que favorecem a producdo dessas enzimas pelas melhores

linhagens produtoras.

2.2 Especificos:

1. Isolar, identificar e avaliar o potencial de linhagens de fungos quanto a capacidade de
producdo de lipases;

2. Avaliar o efeito de diferentes substratos puros e residuos agroindustriais sobre a
producdo de lipases pelas linhagens previamente selecionadas;

3. Estabelecer os parametros fisico-quimicos 6timos para a produgdo de lipases pela
linhagem LI, utilizando o delineamento central composto rotacional aplicavel a
metodologia de superficie de resposta;

4. Estabelecer os parametros fisico-quimicos 6timos para a producdo de lipases pelo
fungo F. oxysporum, utilizando o delineamento central composto rotacional aplicavel a
metodologia de superficie de resposta;

5. Determinar o pH e a temperatura 6timos da atividade enzimatica, bem como verificar
a estabilidade das lipases produzidas por F. oxysporum frente a temperatura e ao pH;

6. Avaliar o efeito de ions metalicos, solventes e surfactantes sobre a atividade das
lipases produzidas por F. oxysporum,

7. Verificar o potencial de aplicagdo das lipases de F. oxusporum por meio da deteccio

da atividade de esterificagao.
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3. Revisao bibliografica

3.1 Lipases: estrutura, acdo e importancia industrial

As lipases (EC3.1.1.3) sdo enzimas ubiquas multifuncionais que, dentre uma de
suas funcdes, apresenta a capacidade de hidrolisar triacilglicer6is de cadeia longa
(constituidos por mais de 10 atomos de carbono), liberando diacilglicerdis,
monoacilglicerois, acidos graxos livres e glicerol (Figura 1). Essa capacidade confere as
lipases uma enorme aplicabilidade em diferentes segmentos industriais. Desde a década
de 1980, o niimero de lipases comerciais tem aumentado significativamente, emergindo
como um dos principais biocatalisadores, representando uma parcela significativa do

mercado multibilionario de enzimas (TREICHEL et al., 2009; NOVOZYMES, 2011).

Figura 1 - Hidrolise tipica de um triacilglicerol por lipases
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Fonte: adaptado de Castro et al., 2004.

As enzimas lipoliticas sdo facilmente encontradas em todos os seres vivos,
podendo ser obtidas principalmente a partir de animais (pancreaticas, hepaticas e
gastricas), vegetais e de microrganismos (YANG et al., 2005). A produgao de lipases por
microrganismos (fungos, algas e bactérias) vem sendo reportada em diversos estudos ao
longo dos anos, devido a versatilidade de suas propriedades em relagdo a atuacdo
enzimatica, especificidade ao substrato e facilidade de manutencdo e cultivo desses
organismos (SHARMA e KANWAR, 2014).

As lipases pertencem ao grupo das hidrolases, juntamente com as esterases.
Porém, diferentemente destas ultimas, as lipases catalisam a rea¢do de acidos graxos de
cadeia longa. Dentre as hidrolases, as lipases pertencem ao grupo estrutural das o,p-

hidrolases, constituido por serino-hidrolases. Este grupo inclui enzimas em que a
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atividade depende principalmente da triade catalitica constituida por serina-histidina-
aspartato/glutamato, os quais sdo encontrados em uma regido altamente conservada,
sendo normalmente recoberta por uma "tampa" ou "lid" com caracteristica anfipatica.
Quando essa tampa interage com a superficie lipideo/agua, a mesma sofre uma mudanga
conformacional, expondo o sitio ativo. Consequentemente, o substrato pode ligar-se a
enzima (ILLANES, 2008). E nesta regido da triade catalitica (Figura 2 B e C) que
ocorre o ataque nucleofilico do oxigénio constituinte da serina ao dtomo de carbono da
ligacdo éster do substrato. Desta forma, o intermedidrio tetraédrico acil-enzima ¢
formado, sendo este estabilizado por ligacdes de hidrogénio com os residuos de
oxidnion (oxigénio carbonilico negativamente carregado). Posteriormente, o alcool ¢
liberado e o complexo acil-lipase ¢ hidrolisado. Os 4cidos graxos, bem como a enzima
em sua forma livre sdo liberados, encerrando-se, assim, o ciclo catalitico (ALMEIDA et

al., 2013; PACHECO, 2012).

Figura 2 - (A) Estrutura completa polipeptidica de lipase B produzida por Candida antartica. (B)
Representagdo esquematica de uma o/f-hidrolase; setas azuis representam as folhas-B(1-8), cilindros
vermelhos representam as o-hélices; circulos vermelhos representam as posicdes relativas dos
aminoacidos da triade catalitica. (C) representacdo esquematica da triade catalitica na lipase A de C.
antartica.

Fonte: (KIM et al., 2014; Protein Data Bank; BORNSCHEUER, 2002; ERICSSON et al., 2008).

Além da classificagdo ja destacada, as lipases também subdividas em alguns
grupos. Lipases regioseletivas sdo dividas em dois tipos: as ndo-especificas e as lipases
1,3-especificas. As lipases ndo-especificas hidrolisam os ésteres de acidos graxos
primdrios, ou seja, na posicdo 1 ou 2. J4 as 1,3-especificas hidrolisam apenas ésteres na
posicdo 1 ou 3; as lipases tipo-seletivas estdo relacionadas com o tamanho da cadeia
carbonica do triacilglicerol; as lipases enantiosseletivas tem a capacidade de formar

componentes enantiometros especificos (ALMEIDA et al., 2012).
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Essas macromoléculas podem apresentar a capacidade de esterificacao,
interesterificacdo, acidolise, alcodlise e amindlise, as quais sdo caracteristicas especiais
para determinadas aplicagdes industriais e que ocorrem em condigdes minimas de agua
do meio reacional (SHARMA; KANWAR, 2014). A atividade de esterificagdo (Figura
3) ¢ uma fun¢do que as lipases exercem e que vem ao longo dos anos sendo altamente
visada para aplicacdes especificas dessa enzima. Nesse processo, a lipase tem a
capacidade de reverter o processo de hidrolise, podendo catalisar reacdes de
transesterificacdo (interesterificagdo, alcoolise e acidolise), sintese de amidas e

lactonizacdo (PAQUES e MACEDO, 2006; COLLA et al., 2012).

Figura 3 - Tipos de reacgdes catalisadas por lipases
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Segundo Hasan et al. (2010), enzimas lipoliticas podem ser aplicadas na
industria de detergentes, promovendo a hidrdlise de 6leos e gorduras, aumentando a
capacidade de limpeza desses produtos. Nesse caso, a enzima deve atuar em condigdes
de lavagens, devendo ser termoestavel e capaz de permanecer ativa em meio alcalino
(pH de 10 a 11), bem como em temperaturas de 30 °C a 60 °C. Além disso, deve

apresentar uma baixa especificidade pelo substrato e ser estavel em presenca de outros
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compostos constituintes dos detergentes, como benzeno, sulfonatos e proteases
(COLLA et al., 2012).

No tratamento de efluentes, as lipases também tém sido utilizadas, sendo
recentemente empregadas como alternativa ao tratamento convencional de efluentes em
funcdo das vantagens apresentadas, como facilidade de manipulacdo e ndo oferecer
perigos nem a saide humana, nem ao meio ambiente (BASHEER et al., 2011; VERMA
et al.,, 2012). A presenca de 6leos e gorduras em aguas residuarias de industrias de
processamento de alimentos como laticinios, abatedouros, e cervejarias causam
problemas em todas as etapas do tratamento de seus efluentes. Elevadas concentragdes
de lipideos resultam na formacdo de lodos com diferentes caracteristicas fisicas e
reduzida atividade hidrolitica devido a flotagdo dessa biomassa, aumento do tempo de
retenc¢do hidraulica desses efluentes nas lagoas de estabilizacdo, redu¢do da capacidade
de aeradores e elevada demanda de produtos floculantes (MENDES et al., 2005;
VALLADAO et al.,, 2011).

As lipases também sdo utilizadas na industria alimenticia, como na hidrolise da
gordura do leite, auxiliando na matura¢ao de queijos e na formacao de manteiga. Na
panificac¢do, auxiliam na obtencdao de flavonodides, os quais conferem durabilidade aos
alimentos. Ainda, sua capacidade de transesterificacio proporciona a obtencdo de
alimentos com apelo nutricional, bem como a fabricacdio de manteiga de cacau,
margarinas, entre outros (SHARMA et al., 2001; KIM et al., 2006; LARIOS et al.,
2004).

Na quimica fina, as lipases também apresentam um papel importante, atuando na
construcdo de blocos quirais, na produgdo de lipideos especificos e como enzimas
digestorias e emulsificantes (BAJAJ et al., 2010). Pesquisas atuais vém sugerindo a
aplicagdo de lipases na producao de biodiesel, sendo que esse processo vem se tornando
uma tendéncia para a substituicdo de vias quimicas. Neste caso, seu emprego representa
um menor custo na produgdo do biodiesel. Ainda, as reacdes de transesterificacdo
catalisadas pelas lipases permitem a obtencdo de elevados teores de ésteres metilicos ou
etilicos e a glicerina produzida por este tipo de processo apresenta uma pureza mais

elevada (MESSIAS et al., 2011).

3.2 Isolamento de fungos produtores de lipases
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Na natureza, estima-se que exista mais de um milhdo de espécies de fungos,
sendo que apenas 5% dessas espécies foram descritas até hoje. Uma vez que as espécies
j& descritas compreendem microrganismos de grande importancia biotecnolégica,
sugere-se que o isolamento de novas linhagens possa culminar na obtengdo de
resultados particularmente interessantes, tanto do ponto de vista ecoldgico, quanto
biotecnologico (RUEGGER, 2001). Os fungos sdo cosmopolitas, exibindo uma notavel
capacidade de utilizar-se de quase todas as fontes de carbono como nutrientes. Devido a
esse fato, podem ser isolados dos mais diferentes ambientes. A grande maioria dos
fungos pode ser encontrada em ambientes terrestres, aquaticos, colonizando lugares
naturais ou sintéticos, decompondo substratos complexos e transformando-os em
componentes quimicos simples (RUEGGER, 2001).

Normalmente, estudos relacionados a producdo de diversas substdncias
microbianas envolvem linhagens adquiridas de colegdes de cultura ou isoladas a partir
de nichos naturais (COLEN, 2006). Segundo Ogawa et al. (1999), o isolamento e a
selecdo sao os meios mais eficientes para a deteccdo de novas enzimas, o que ¢
consequéncia da diversidade de microrganismos existentes ¢ da versatilidade das
enzimas produzidas. A linhagem ¢ o fator determinante no processo fermentativo, sendo
que esta deve apresentar caracteristicas que a tornem atrativa, como ser de facil cultivo
e manutengdo, ter um bom rendimento na producdo e ndo ser,preferencialmente,
patogénica (COLEN, 2006).

A capacidade de sobrevivéncia e a adaptabilidade dos microrganismos a
diferentes ambientes sdo determinados pelo proprio ambiente, sendo influenciadas
direta ou indiretamente por fatores distintos. A producdo de enzimas extracelulares ¢
uma resposta a determinados estimulos ambientais, pela expressdo de genes e posterior
secre¢do das enzimas formadas, estando a sintese destas enzimas sujeita a mecanismos
regulatorios passiveis de indugdo e repressao (COLEN, 2006).

Linhagens fungicas capazes de sintetizar lipases podem ser encontradas em
varios habitats. Normalmente, parte-se da hipotese que alguns lugares sdo preferenciais
para encontrar uma maior diversidade de microrganismos produtores dessas enzimas.
Locais que contenham dacidos graxos de uma maneira geral, como por exemplo
efluentes de industrias alimenticias, abatedouros, locais de producdo de alimentos e
solos contaminados com residuos de dleos vegetais sdo comumente explorados nesse
sentido (SHARMA et al., 2001; ABD RAHMAN et al., 2007).

O isolamento e a identificacdo de novas fontes microbianas sdo de grande
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interesse, pois além de garantir o suprimento de enzimas aos mais variados processos
industriais, tornam possivel o desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos que nao
podem ser obtidos de plantas ou animais (ALVES et al, 2002). De acordo com
Rodrigues (2011), o conhecimento sobre a diversidade de microrganismos capazes de
sintetizar lipases ¢ um ponto crucial para essas novas descobertas.

Diferentes estratégias de acdo para o isolamento de fungos produtores de lipases
devem ser consideradas, para que se alcance o sucesso ¢ 0 objetivo da pesquisa.
Segundo Steele e Stowers (1991), alguns elementos-chave que definem os passos a
serem tomados tanto no isolamento, quanto na selecdo de fungos produtores de lipases
devem ser considerados. O primeiro passo € o desenvolvimento de protocolos eficientes
para o isolamento de determinados microrganismos, bem como atencdo na fonte desse
microrganismo; apos a obtengdo das culturas puras ¢ necessario realizar o rastreamento
primario e a analise quantitativa da producdo de lipases; apos a eliminacao dos nao
produtores, o rastreamento secundario deve ser realizado, o qual vem a ser a andlise
qualitativa dos melhores produtores de lipases, dentre os organismos selecionados.

Nos ultimos anos, muitos estudos envolvendo o isolamento de fungos
filamentosos produtores de lipases tem sido realizados no mundo inteiro (Tabela 1).
Couto et al. (2014) isolaram 22 espécies de fungos filamentosos de graos de café, sendo
a maior parte destas pertencente ao género Aspergillus. Em seu estudo, 10 espécies
foram capazes de produzir lipases. Ao estudarem fungos filamentosos isolados de
efluentes de laticinios, Roveda et al., (2010) detectaram a presenca de 21 espécies
pertencentes a quatro géneros distintos, destacando-se os niveis de lipases produzidos
por um fungo do género Aspergillus (12,5 U/mL) e um do género Penicillium (20,42
U/mL). Rodrigues (2011) isolou e identificou um total de 113 fungos produtores de
lipases de diversos ambientes, pertencentes a 14 géneros diferentes. Porém, 13 destes
fungos eram leveduras e ndo foram identificadas ao nivel de género. Fungos dos
géneros Fusarium sp. € Acremonium sp. isolados por Brito (2012) destacaram-se em
relagdo ao seu potencial de producdo de lipases, apesar de espécies desses géneros
raramente serem consideradas lipoliticas.

Apesar da maior parte dos estudos reportarem a produgdo de lipases por fungos
filamentosos (TREICHEL et al, 2009), as leveduras também tém se mostrado
promissoras nesse sentido. A levedura Mycotorula lipolytica foi a primeira levedura
registrada na literatura como boa produtora de lipases (PETERS e NELSON, 1948).

Sabe-se que alguns géneros sao melhores produtores do que outros, destacando-se as
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espécies de Candida, Saccharomyces, Saccharomycopsis, Torulopsis e Yarrowia
(RODRIGUES, 2011). Porém, novas linhagens produtoras de lipases que ndao haviam

sido reportadas anteriormente na literatura foram recentemente descobertas, tais como

as leveduras Pichia Ilynferdii

(KIM et

al., 2010),

(BUSSAMARA et al., 2010) e Cryptococcus spp. (LIN et al., 2006).

Pseudozima hubeiensis

Tabela 1- Linhagens fiingicas produtoras de lipases e seus respectivos locais de isolamento

Fungo Local de isolamento Autor
Yarrowia lipolitica Polpa de Pequi, solo enriquecido com | GONCALVEZ et al.,
polpa de abacate; 2007
300 leveduras isoladas, 6 linhagens 6timas Aguas residuais de Isfahan, Ira. MAFAKHER et al.,
produtoras(M1-6); M1(Y. lipolitica) 2010

32 espécies entre os géneros: Aspergillus;

Penicillium; Mucor.

Amostras de solo da cidade de

Bangalore, India

SAVITHA et al., 2007

21 espécies entre 0s

géneros: Aspergillus, Penicillium, Trichoderma,; Fusarium.

Efluentes de laticinios da cidade de

Passo fungo, RS, Brasil,

ROVEDA et al., 2010

Fusarium solani

-Visceras de peixes coletadas no lago de

Dali, na China

LIU et al., 2009

6 espécies dentre os géneros: Rizopus,; Mucor,

Penicillium

Castanha-do-para, Fezes de Bizao, Fezes

de cavalo, Azeite de oliva

SILVA et al., 2009

Aspergillus; Fusarium;Geotrichum; Penicillium;

Rizopus

Solo do sudoeste do Brasil, Frutas

sudoeste do Brasil

FREGOLENTE, et al.,
2009

Alternaria; Aspergillus;
Beauveria;Botrytis,; Cladosporium; Colleototrichum;
Fusarium,; Geotrichum,; Mucor, Penicillium, Rizomucor,

Rizopus; Trichoderma; Verticillium.

Tecidos vegetais necrosados (banana,
limao, mamao, manga,folhas de oti),
insetos entomopatogénicos (formiga
salva, lagarta da goiabeira, lagarta do
cartucho de milho,moleque da
bananeira, gorgulho do milho, boca do

cafeeiro, cigarrilha)

RODRIGUES, 2011

Fusarium; Acremonium.

Caixa de gordura de residéncias da
cidade de Sao Jos¢ do Rio Preto e Ilha
solteiro-SP- Brasil, Sementes de
oleaginosas, Estacdo de tratamento de

residuos de curtume

BRITO, 2012

Penicillium; Aspergillus

-Efluente de abatedouro de frango em

Santa Catarina-Brasil

PACHECO,2012

Aspergillus, Fusarium, Penicillium; Cladosporium,
Colletotrichum; Epicoccum,; Gliocladium; Rizopus,

Trichoderma

Graos de Café

COUTO et al., 2014
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Kumar e Gupta (2008) isolaram 15 leveduras em areas de lodo e contaminadas com
6leo em Delphi, na India. Dentre as linhagens leveduriformes, uma linhagem de
Trichosporum sp. foi selecionada para estudos posteriores, por apresentar um maior
halo de lipélise. Ao avaliarem o azeite de oliva recém produzido, Ciafardini et al.
(2006) notaram que o mesmo apresentava uma rica microbiota fungica. Dentre os
microrganismos detectados estavam vdrias leveduras identificadas posteriormente como
Saccharomyces cerevisiae, Candida wickerhamii, Williopsis californicae Candida
boidinii. Dentre estas linhagens, S. cerevisiae e W. californica apresentaram um bom
potencial de producdo de lipases. Em um estudo envolvendo uma pré-selecao de 16
leveduras, Kim et al. (2010) selecionaram a linhagem Pichia lynferdii Y-7723 como

Otima produtora de lipases.

3.3 Determinag¢do da producao de lipases por microrganismos

Devido a alta aplicabilidade das enzimas, diversos métodos de detec¢dao de
atividade sao elaborados a cada ano, a fim de simplificar o processo, bem como
possibilitar um aumento no rendimento das enzimas produzidas. A sele¢ao do substrato
adequado ¢ crucial para um ensaio de atividade de lipases, uma vez que essas enzimas
apresentam diferentes formas de atuacao (SANDOVAL e MARTY, 2007; TENG e XU,
2007).

Ensaios realizados envolvendo a sele¢do de microrganismos produtores de
lipases sdo especificos, necessitando de atengdo especial para o crescimento microbiano,
producdo e liberacdo da enzima, atividade e especificidade ao substrato e sensibilidade
do teste de deteccao da atividade (SHELLEY et al., 1987; BEISSON et al., 2000). De
acordo com Almeida (2012), os métodos sao relativamente simples, sendo divididos em
quantitativos e qualitativos.

Os métodos qualitativos ou indiretos sdo aqueles em que um indicador ¢ usado
ou entdo uma mudancga no substrato ¢ observada, devido a hidrélise por parte da enzima.
Ja os diretos ou quantitativos sdo métodos que utilizam a hidrolise de um substrato
sintético e possibilitam a quantificagdo do produto final liberado (ALMEIDA et al.,
2012).

No método qualitativo, a lipdlise ¢ diretamente observada pela alteracdo na

aparéncia do substrato. Neste caso, diferentes substratos como a tributirina, triolina,
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tween 20 ou 80, azeite de oliva, entre outros sdo empregados, os quais sio
homogeneizados em um meio de cultura sélido que ¢ vertido em placa de Petri. A
producdo da lipase ¢ entdo detectada pela zona clara formada ao redor da colonia. A
quantificacdo da enzima ¢ entdo determinada através da relagdo linear entre o diametro
da coldnia e o diametro do halo lipolitico, possibilitando determinar o indice enzimatico
para aquele microrganismo produtor. Corantes indicadores também sdo utilizados nessa
técnica, sendo que o resultado ¢ observado ap6s a mudanga de coloragdo em que o pH
do meio reacional ¢ alterado devido a liberagdo dos acidos graxos. Normalmente, para
este fim, os indicadores victoria blue, spirit blue, azul de nilo, vermelho de fenol,
rodamina B, entre outros sao utilizados. (HASAN; et al., 2009; MESSIAS et al., 2011,
SRIMHAN et al., 2011).

Para uma detecgdo rapida, os métodos qualitativos sdo preferenciais, porém,
alguns cuidados devem ser observados. Por exemplo, a acidificacdo do meio pode
ocorrer ndo apenas pelos acidos graxos liberados pelas lipases, mas sim devido a
geracao de outros metabolitos acidos, os quais geram resultados falso-positivos
(ALMEIDA, 2012).

Os métodos quantitativos ou diretos sao meios em que o substrato sintético ou
natural ¢ hidrolisado. Existem diferentes maneiras de se observar a hidrélise do
substrato pela lipase. Um desses métodos € a titulometria, em que a liberacao de acidos
graxos em decorréncia da agdo lipolitica ¢ detectada pela adicido de NaOH e um
indicador. Além de constatar a producdo de lipases pelo microrganismo, essa técnica
também ¢ utilizada para avaliar a capacidade de esterificacao.

Outro método amplamente utilizado € o espectrofotométrico. Neste caso, um
substrato cromogénico ¢ empregado. O cromoforo liberado a partir deste ultimo gera
um produto colorido, o qual ¢ analisado em um determinado comprimento de onda
(HASAN et al., 2009). No caso da investigagao de lipases, o substrato mais utilizado ¢ o
palmitato de p-nitrofenila. Apds sua hidroélise, um acido palmitico e um p-nitrofenol sdo
liberados, sendo este Gltimo mensurado em espectrofotdmetro a 400-410 nm (GILHAM
e LEHNER, 2005). Outros substratos também sdo comumente utilizados, como o e f-
naftil, resorufina, 2,4-dinitrofenol, p-nitrofenil miristato, p-nitrofenil laurato, p-
nitrofenil butirato, tributirina e triolina (HASAN et al., 2006, 2009).

Os zimogramas também podem ser utilizados para a deteccdo da atividade
lipolitica, especialmente quando muitos microrganismos sdo avaliados. Entretanto, sua

utilizacdo ndo ¢ recomendada, pois encarece o processo de selecdo inicial. Segundo
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Gurung et al. (2013), a escolha do método para a selecio dos microrganismos
produtores deve ser criteriosamente analisada, uma vez que deve atender os objetivos do
trabalho.

3.4 O género Fusarium e a espécie Fusarium oxysporum

Os fungos filamentosos do género Fusarium sdo cosmopolitas, podendo ser
encontrados nos mais diversos ambientes, como solo, plantas, alimentos e outros,
ocorrendo predominantemente em regides tropicais e subtropicais ou em condi¢des de
clima frio das regides temperadas. Esses fungos exibem um grau notavel de
biodiversidade em relacdo as suas caracteristicas morfologicas, fisiologicas e
ecologicas. Assim, nota-se que os representantes desse género podem ocorrer numa
vasta gama de nichos ecologicos (BURGUESS et. al,1994; BURGUESS e
SUMMERELL, 2000; MARTINS, 2005).

As descrigoes para a identificagdo classica de Fusarium spp. se baseiam no uso
de meios de cultura especificos e condigdes de cultura (crescimento micelial,
pigmentagdo, estruturas reprodutivas e esporulacao). Segundo Leslie e Summerell,
(2006), as espécies do género Fusarium apresentam algumas caracteristicas especificas,
que auxiliam em sua identificagdo. Um carater importante nesse sentido sdo as formas
dos macroconideos e microconidios. Os macroconidios podem apresentar trés formas
basicas: a) retos com aparéncia de agulha; b) com curvatura dorsiventral; c)
macroconidios com lado superior mais curvo que o lado inferior, ou seja, em formato de
banana (Figura 4A-C). Estes ultimos sdo bastante caracteristicos para o género, porém
ndo sdo exclusivos em relacdo as suas espécies (SEIFERT, 2003).

A produgdo de microconidios ¢ pronunciada em todas as espécies de Fusarium,
apresentando formas bastante diversificadas, incluindo oval, reniforme, piriforme,
esférica ou fusiforme (Figura 4-D). Os conididforos sdo de dois tipos basicos, simples
(monofialides) ou ramificados (polifiliades) (Figura 4E-F). Quando simples, as células
apresentam apenas um septo, enquanto que, quando ramificados, podem apresentar um
ou mais septos. Nesse ultimo caso, a producdo de aglomerados de esporos no final das
filiades pode ser verificada, os quais lembram superficialmente cabegas de esporos,
podendo ser confundidos com as espécies do género Aspergillus. Outra caracteristica
relevante no género sdo os esporos que podem apresentar-se isoladamente, aos pares,
em tufos ou em cadeias (Figura - G-J) (BURGESS et al., 1994; NELSON et al., 1983;
LESLIE e SUMMERELL, 2006).
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Figura 4 — Estrutura geral do género Fusarium sp. (A-C) macroconidios;(D) microconidios; (E)
monofiliade, (F) polifiliade, (G-J) esporos.
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Fonte: adaptado de LESLIE e SUMMERELL (2006).

Caracteristicas secundarias, como a pigmentagdo, tipo de micélio, formagao de
esclerodios, taxa de crescimento pelo didmetro da colonia, metabdlitos secundarios e
micotoxinas também sao utilizadas na identificagdo de espécies pertencentes ao género
Fusarium (LESLIE e SUMMERELL, 2006).

Dentro do género, a producdo de enzimas ¢ altamente explorada, seja pela
procura de novas enzimas de interesse biotecnologico, ou pela compreensao ecologica
nas quais elas fazem parte. Um grande numero de pesquisas realizadas com a produgao
de lipases por fungos do género Fusarium ¢ encontrada na literatura (Tabela 2), sendo
que as suas espécies sdo conhecidas por produzirem lipases que apresentam
propriedades interessantes, tais como estabilidade em solventes organicos polares como
o etanol, acetona e n-propanol (CAMARGO-DE-MORALIS et al., 2003).

Muitos trabalhos relatam espécies de Fusarium intimamente associadas as
plantas, atuando como fitopatogenos. Isso pode justificar o fato dessas espécies
produzirem lipases, uma vez que alguns autores ja destacaram o papel das lipases como
um importante fator de viruléncia ligado ao mecanismo de infec¢do em alguns cereais e
plantas (VOIGT et al., 2005). Ainda, estas espécies produzem uma grande variedade de
metabolitos secundarios biologicamente ativos, apresentando uma diversidade quimica

extraordinaria (MORETTI, 2009).
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Tabela 2—Producao de lipases por linhagens fingicas distintas pertencentes ao género Fusarium.

Linhagem Indutor pH Temperatura | Atividade | Referéncia
em °C
F. culmorum 1% (v/v) 9,2 37 3 U/mg, Garcia-Lepe et
F. decemcellulare Tween 80 600 U/mg, al.,1997
F. graminearum 3 U/mg,
F moniliforme 210 U/mg,
F. sambucinum 3 U/mg,
F. semitectum majus 110 U/mg,
F subglutinans 3 U/mg,
F. tricinetum 28 U/mg
F solani FS1 0,5% (v/v) | 7,6-8,6 25 10,5U/L | Maiaetal., 1999
azeite de
oliva
E solani 1% (v/v) 10 30 605 U/mL | Liu et al.,2009
azeite de
oliva
F. solani SKWF7 Oleo de 8,0 40 73,3 U/mL | Kanmani et al.,
palma 2012
G. fujikuroi FCLA- Residuo de 7,2 28 6,87 U/mL Oliveira et al.,
MAA41 abatedouro 2014
de frango +
Triton x-100
F. globulosum Oleo de 6,2 25 12,56 U/mg | Gulati et al., 2005
neem

Recentemente, o telomorfo Gibberella fujikuroi FCLA-MA41 (Fusarium sp.) foi
isolado de uma planta em decomposicdo da Mata Atlantica no Estado de Sdo Paulo,
Brasil, por Oliveira e colaboradores (2014) e testada quanto a produgdo de lipases
utilizando o residuo de abatedouro de frangos como substrato. O cultivo foi realizado
em fermentagdo submersa contendoTriton x-100, residuo de frango e extrato de
levedura e aplicado ao Delineamento Central Composto (DCC), apresentando, desta
forma, trés fatores de interagdo. Por meio dos estudos de otimizacdo, os autores
obtiveram uma atividade lipasica correspondentea 6,87 U/mL pelo referido fungo
(OLIVEIRA et al., 2014).

Outro exemplo recente do emprego de fungos do género Fusarium na producio
de lipases ¢ o estudo de Liu et al. (2009), envolvendo a linhagem F. solani N4-2 isolada

a partir de visceras de peixe do Lago Dali, na China. Apo6s otimizagdo da produgdo
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destas enzimas em cultivo submerso suplementado com azeite de oliva, os niveis de
lipases corresponderam a 605,15 U/mL. Os autores sugeriram um potencial de aplicacao
destas enzimas em industrias de detergentes, visto que essas lipases apresentaram-se
altamente estaveis em pH alcalino.

F. oxysposrum é uma espécie com ampla distribuicdo geografica, podendo ser
saprobia de solos, de plantas apodrecidas, endofitica e algumas vezes considerada
endopatogena. Sua morfologia apresenta caracteristicas especificas como coloracdo que
varia do branco ao violeta. Seus macroconidios apresentam-se curtos, retos e
ligeiramente finos, enquanto que os microconidios apresentam a forma oval, eliptica ou
reniforme e normalmente ndo apresentam septo. Essa espécie ¢ conhecida por
apresentar monofiliades curtas com cabecas falsas (figura 5C e D). O micélio tem
aspecto de algoddo, mas algumas vezes pode apresentar aparéncia imida (LESLIE e

SUMMERELL, 2006).

Figura 5 - Micromorfologia e macromorfologia de F oxysporum cultivado em agar Sabouraud. (A)
Macroconidio; (B) Microconidio; (C e D) filiades; (E) Macrocoldnia.
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Fonte: (LESLIE e SUMMERELL , 2006; AUTORES).

Dentro do género, F. oxysporum ¢ a espécie que mais apresenta pesquisas
relacionadas a aplicagdes industriais. Estudos envolvendo a producdo de carbohidrases
(celulases, endoglucanases, B-glicosidades, pectinases, poligalacturonases, xilanases)
sdo os mais reportados (BADENES et al, 2010; MANNESSE et al., 1995;
PANAGIOTOU et al., 2003; SUN et al., 1997 e 1998).

Enzimas relacionadas a patogenicidade desse fungo também sdo extensivamente

pesquisadas, como acetil-esterases, a-L-fucosidases, a-amilases, quitinases, invertases,
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lipases e proteases (HOSHINO et al., 1992; MAIA et al., 1999). Varias linhagens de F.

também sdo  utilizados
biotecnologicamente, (BOOMINATHAN e
MAHADEVAN, 1989), ftalato de butil benzilo (KIM et al., 2002), glicerol (CASTRO e
LOUREIRO-DIAS, 1991), nitrilos (GOLDLUST e BOHAK, 1989), penicilina V
(LOWE et al.,1986), sodio monofluoroacetato (TWIGG e SOCHA, 2001) e xilose

(SINGH et al., 1992). Segundo Duhart e colaboradores (1999), F. oxysporum pode ser

oxysporum  podem metabolizar compostos que

incluindo compostos aromaticos

utilizado na produgdo de protriptilina, um antidepressivo. Quanto a producdo de lipases,

diversos estudos reportam o fungo F. oxysporum como Otimo produtor da referida

enzima (Tabela 3).

Tabela 3 - Melhores condi¢des de cultivo estabelecidas para a producao de lipases por diferentes
linhagens de F.oxysporum.

Linhagem Substrato indutor | pH de | Tempe | Atividade Referéncia
cultivo | ratura | lipasica
de
cultivo
(W)
F. oxysporum 2%(v/v) Tween 20 | 7,0 42 6,1 Umg |HOSHINO et al,
1992
Fusarium glicose, glicerol, | 5,8 45 - RAPP, 1995
oxysporum, F. sp. | acido miristico,
Vasinfectum acido oléico,
trilaurina,
trimiristina, 6leo de
oliva, SPAN 85.
F. oxysporum; 1% (v/v) Tween 80 |9,2 37 2 U/mg; | GARCIA-LEPE et
F oxysporum 236 U/mg; | al., 1997
gladioli; 250 U/mg;
F. oxysporum lini; 160 U/mg;
F. oxysporum 200 U/mg;
lycopersici; 200mg.
F. oxysporum
lycopersici
F. oxysporum AM3 | 1,5% (v/v) Triolina | 9,0 35-40 - CAMARGO-DE-
MORAES et al., 2003
F. oxysporum 0,2 %(v/v) azeite de | 7,0 55 22 U/mL | SAAD et al., 2005
oliva
F. oxysporum 1% (v/v) 8,0 50 40U/mL | PRAZERES et al.,
azeite de oliva 2006
F. oxysporum Agua de maceragdo | 6,0 30 15 U/mL | QUADROS et al.,
de milho e 6leo de 2009
frituras
F. oxysporum 1% (v/v) azeite de|6,0 30 4,89 U/mg | FREGOLENTE et
oliva al., 2009
F. oxysporum Azeite de oliva 9,5 28 16 U/mL | RIFAAT etal., 2010
F. oxysporum Oleo de soja 7,2 30 3,38 U/mL | MALDONADO et

al.,, 2014

Dentre seis fungos isolados de margarina por Saad e colaboradores (2005), o
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fungo F oxysporum demonstrou ser o melhor produtor de lipases, apo6s oito dias de
crescimento. Sua atividade foi de 22 U/mL em azeite de oliva e, apds otimizacao,
correspondeu a 35,80 U/mL em 6leo de girassol (0,2-0,25 % v/v). Ao avaliar o potencial
de produgdo de lipases por 64 microrganismos diferentes, Rifaat e colaboradores (2010)
obtiveram melhores resultados pelo emprego de uma linhagem F oxysporum,
correspondendo auma produgdo de 16 U/mL em fermentagdo submersa suplementada
com azeite de oliva. Ainda, Maldonado e colaboradores (2014) reportaram o
crescimento de F oxysporum em meio liquido contendo 6leo de soja como indutor de
lipases. Nesse estudo, a menor atividade lipolitica foi verificada nesta espécie,

correspondendo a 3,38 U/mL.

3.5 Condigdes que influenciam a produgdo de lipases microbianas: o emprego de
residuos agroindustriais

A producao de lipases microbianas ¢ realizada de duas maneiras: fermentagao
em estado so6lido e/ou fermentagdo em estado liquido. De acordo com Colin et al.
(2010), a produgao de lipases ¢ influenciada tanto por condi¢cdes nutricionais, quanto
por fatores fisico-quimicos, como pH, temperatura, fornecimento de oxigénio e
agitacao.

A fermentacdo em estado solido consiste em inocular o microrganismo em um
substrato insoluvel que ¢ utilizado como suporte ou fonte de carbono em uma
concentracdo de dgua reduzida ao minimo. Esse tipo de fermentagdo tornou-se atraente
para aplicagdes especificas,uma vez que reproduz as condigdes naturais dos processos
fermentativos (COUTO e SANROMAN, 2006).

A fermentacdo em estado liquido ou fermentacdo submersa é o processo
fermentativo mais utilizado industrialmente, bem como em pesquisas de bancada. O
método consiste em inocular o microrganismo em um meio liquido que contenha a fonte
de carbono e nitrogénio, o pH e a temperatura adequados para a inducdo e producao de
lipases (SHARMA et al., 2001). O contetido de 4gua nesse processo ¢ superior a 94%
(ORLANDELLI e FELBER, 2012).

Assim, composi¢do quimica do meio de cultura ¢ de suma importancia para a
inducdo da sintese de lipases microbianas. O principal fator nutricional é a fonte de
carbono, a qual fornecera os nutrientes necessarios para o desenvolvimento do

organismo (TREICHEL et al., 2009). Essas enzimas sdo geralmente produzidas na
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presenca de oleos diversos (6leo de canola, 6leo de soja, azeite de oliva, ou azeite de
palma), os quais normalmente apresentam o acido oléico como principal componente.
Ainda, estas enzimas podem ser induzidas por outras substancias tais como
triacilglicerois puros, ou até mesmo Tweens, sais biliares e glicerol (GUPTA et al. 2004;
SHARMA et al, 2001). Em muitos casos, fontes de nitrogénio e micronutrientes
essenciais também devem ser considerados para o crescimento. Muitas vezes, as
exigéncias nutricionais podem ser contempladas através da suplementa¢do do meio de
cultura com compostos sintéticos, aglicares € componentes complexos, como peptona,
extrato de levedura, extrato de malte, entre outros (PABLINE et al., 2014; TREICHEL
et al., 2009).

Em pesquisas relacionadas a produgdo e otimizagao de lipases microbianas, o
uso de residuos agroindustriais tem aumentado significativamente (PABLINE et al,,
2014). Esses residuos contém, na maioria das vezes, todos os componentes nutricionais
necessarios para o desenvolvimento dos microrganismos, bem como apresentam-se
como bons indutores da sintese de lipases. Além de serem atrativos do ponto de vista
nutricional, os residuos agroindustriais tornaram-se uma alternativa de baixo custo para
a producdo em larga escala. Também deve-se atentar ao fato de que com a sua
utilizagdo, o risco de aumento na poluicdo do meio ambiente ¢ diminuida, uma vez que
estes ndo serdo descartados de forma inadequada na natureza (SBARDELOTTO et al.,
2013; SHARMA e KANWAR, 2014, TREICHEL et. al., 2010).

De acordo com Salihu et al. (2012), o residuo agroindustrial empregado na
producdo de lipases deve ser criteriosamente escolhido, uma vez que a sua composi¢ao
quimica ird determinar o sucesso ou insucesso da indugdo desta enzima. A concentragao
de acidos graxos presentes nesse tipo de substrato deve ser investigada na literatura, ou
até mesmo em estudos prévios, a fim de se obter uma produtividade das enzimas de
interesse.

Dentre os residuos utilizados na producdo de lipases, destacam-se as tortas de
residuos, geradas a partir de subprodutos da extracdo do dleo de oleaginosas. Essas
tortas apresentam um alto valor nutricional e vém sendo utilizadas em diversas
pesquisas, puras ou em combina¢do com outros suplementos (RAMACHANDRAN et
al., 2007). Além disso, alguns 6leos vegetais também sdo utilizados em pesquisas com
lipases, uma vez que apresentam elevados teores de acidos graxos constituidos de
cadeias carbonicas longas. Segundo Ramos et al. (2011), os dleos de soja, milho, uva,

oliva e girassol apresentam em sua constituicdo quimica maiores niveis de acido oléico
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e linoléico. No caso do 6leo de palma, o acido palmitico é o maior constituinte.

Outros residuos usuais na produgdo de lipases microbianas sdo os residuos
fibrosos, subprodutos lignoceluldsicos nutricionalmente classificados com base em sua
digestibilidade. Dentre esses residuos estdo os bagacos de cana, laranja, abacaxi, canola,
soja, ¢ de malte, bem como as cascas de arroz, trigo, milho, abacate, maracuja, entre
outros. A producdo de lipases por Candida viswanathii foi avaliada por Almeida et al.
(2013) empregando-se o farelo de trigo, casca de mandioca, o bagaco de cevada, o
bagaco de cana-de-aglcar, a polpa citrica e suas respectivas combinagdes como
substrato. Esses autores obtiveram uma atividade em fermentacdo em estado solido de
18,65 U/g quando esse microrganismo foi cultivado em farelo de trigo e bagaco de
cevada na proporcao 1:1. Ao utilizar farelo de trigo como substrato indutor de lipases
microbianas, Roveda et al. (2010) obtiveram uma atividade correspondente a 33 U/g.
Em contrapartida, a producado de lipases por Rhizopus homothallicu sem bagago de cana
foi investigada por Mateos Diaz et al., (2006) em cultivo submerso, correspondendo a
10,70 U/mL.

Efluentes de industrias alimenticias, de produtos lacteos e de refinaria também
tém sido utilizados como substratos na producdo de lipases, uma vez que contém altas
concentragdes de lipidios (>100 mg/L) (PRASAD e MANJUNATH, 2011). Ao utilizar
efluentes de 6leo de palma, Salihu et al. (2012) obtiveram uma produgao de lipases por
Candida rugosaequivalente a 20,26 U/mL. Outros efluentes também tém sido
explorados nesse sentido, como por exemplo os efluentes de industria de azeite de oliva
(CASTRO et al.,, 2004); efluentes da industria de 6leo de milho (DAMASO et al.,,
2005); residuos de curtume, frigorificos, lanchonetes e até mesmo residuos da caixa de

gordura (RODRIGUES, 2011).

3.6 A casca de butia

A familia botanica Arecaceae (Palmae) ¢ muito utilizada pelo homem,
destacando-se pela intensa aplicabilidade apresentada pelas espécies desta familia. Na
regido Sul do Brasil, o género Butia destaca-se dentro da familia, apresentando espécies
de valor ecoldgico, econdmico e industrial. Esse género ¢ representado principalmente
pelas espécies de Butia odorata, Butia capitata, Butia paraguayensis e Butia yatay, as
quais sdo produtoras de frutos que sdo consumidos in natura, ou que sdo processados e

transformados em sucos, licores, mousses, bombons e sorvetes. Sua améndoa ¢
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comestivel e pode ser transformada em 6leo, o qual ¢ utilizado em diferentes segmentos,
como o alimenticio, o de cosméticos (esséncia), dentre outros (FONSECA, 2012). Em
algumas cidades do Rio Grande do Sul, as agroindustrias transformam sua polpa em
sucos e tem 6tima aceitagdo devido ao seu alto valor energético (BUTTOW, 2008).

Dentre as espécies que mais ocorrem, a Butia odorata (anteriormente
denominada de Butia capitata) e a Butia eriospatha sdo as que apresentam maior
ocorréncia (ROSSATO, 2007, LORENZI et al., 2010). Especificamente, a Butia odorata
¢ uma palmeira medindo de 4 a 5 metros de altura. Seus frutos apresentam mesocarpo, o
qual € a polpa fibrosa com sabor doce-acido (LORENZI et al., 2006). Estas palmeiras
sdo altamente adaptaveis em locais com clima temperado, suportando o regime anual de
geadas e alta umidade (SCHWARTZ, 2008). Trata-se de uma planta mondica, em que a
inflorescéncia ¢ protegida por uma espata, as flores pistiladas sdo encontradas na regido
basal da raquila até a regido mediana. Cada flor ¢ rodeada por duas flores estaminadas,
sua floragao ocorre de julho a fevereiro e a maturagao dos frutos ocorre de novembro a
maio (ROSA et al.,1998;LORENZI et al., 2004; FONSECA et al., 2007).

A composi¢ao nutricional da polpa do butid foi avaliada por Fonseca, (2012),
avaliando frutos de quatro butiazeiros distintos. Este autor constatou que 71,75 % do
peso seco da polpa correspondem a carboidratos totais, 1,97% correspondem a lipideos
totais, 4,64% proteinas totais, 1,50% fibras, sendo que outros componentes representam
20,14%. A composicdo mineral também foi avaliada no mesmo estudo. Os
macrominerais predominantes em sua constitui¢do foram o potassio, calcio, € magnésio.
Segundo o mesmo autor, a polpa do butid apresenta também microminerais dentre eles
ferro, manganés, zinco e cobre. Destaca-se também os valores encontrados para o
composto bioativo acido L-ascorbico, sendo que a cada 100 mg de polpa, 20,52 mg
correspondem ao referido acido.

Os butiazeiros vém sofrendo grande pressao antropica nos ultimos anos. O uso
indevido dos seus frutos, a presenca de gado nas areas de ocorréncia, bem como a venda
ilegal de mudas proporcionou a diminui¢do das popula¢des naturais dessas espécies
(NAZARENO, 2013). Entretanto, o uso alternativo de produtos florestais ndo
madeiraveis vem se tornando uma solu¢do para a protecdo de espécies nativas. Nesse
sentido, a Emprapa incentiva a producdo de mudas nativas em ambientes tradiconais
para a conservacdo de recursos genéticos causando menos impactos que o uso
tradicional do solo, além de proporcionar renda a pequenos produtores (EMBRAPA,

2014). Até o presente momento, o uso de nenhuma espécie de B. odorata ou de B.
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capitata na produgdo de lipases microbianas ou de qualquer outra enzima foi reportado
na literatura. Dessa forma, pesquisas que resgatem a valorizacdo da espécie, podem
propiciar o manejo sustentavel dos individuos, gerando renda para a regido de cultivo,
bem como a conservacao de inumeras espécies (MAURMANN, 2010).

Dentro da familia Aracaceae, destaca-se o género Elaeis pelo uso do 6leo de
dendé, ou dleo de palma, bem como seus efluentes para a producao de lipases. O uso de
espécies deste género na producdo de biodiesel por meio das reagdes de
transesterificacdo de lipases também tem sido extensivamente investigado (FEITOSA et
al., 2010; SHIN et al., 2010; YOO et al, 2011; NWUCHE ¢ OGBONNA, 2011;
TALUKDER et al., 2013).

3.7 O soro de queijo

O soro de queijo ¢ um subproduto de relativa importancia na indistria leiteira,
tendo em vista o volume produzido e sua composi¢ao nutricional (BALDASSO et al.,
2011). Estima-se que a produg¢ao mundial do soro de queijo seja aproximadamente 180
milhdes de toneladas/ano (SPALATELU, 2010).

O soro de queijo pode ser utilizado na alimentacao animal ou pode ser processado
em po, para a producdao de biscoitos e de alimentos lacteos. Porém, devido ao seu
elevado teor de umidade, a desidratacdo pode se tornar economicamente inviavel nesses
processos. Apesar das possibilidades de aplicacdo do soro de queijo, sua utilizagdo
demanda custos e, por esta razdo, expressivas quantidades deste residuo (cerca de 50%)
sao frequentemente incorporadas em aguas residuarias (SPALATELU, 2010). Desta
forma, a deposicdo do soro de queijo no meio ambiente representa um sério problema,
tanto econdmico, quanto ambiental (MOLLEA et al., 2013).

Contrariamente, o uso do soro de queijo nos meios de fermentacdo pode ser nao
apenas vantajoso para o meio ambiente, como também contribuir para uma economia
sustentavel (PANESAR et al., 2007). O soro de queijo ¢ rico em agucares € outros
nutrientes, os quais podem ser usados como excelentes substratos para o cultivo de
muitos microrganismos. Atualmente, o emprego do residuo de queijo em diversos
bioprocessos e tem sido considerado bastante interessante e promissor, especialmente na
obtencdo de bioplasticos, peptideos bacterianos (bacteriocinas), enzimas e
exopolissacarideos (MOLLEA et al., 2013). Por exemplo, Nath et al. (2008) verificaram
um aumento na produgdo de polihidroxibutirato por Methylobacterium sp. ao

suplementar o meio de cultivo com o soro de queijo. Silva et al. (2009) investigaram o
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uso deste residuo como fonte de carbono para a producdo de goma xantana por duas
linhagens de Xanthomonas campestris. O soro de queijo também tem sido
extensivamente utilizado nos processos fermentativos para a obtencdo de acido latico
por diferentes espécies de Lactobacillus, Lactotoccus, Leuconostoc e Pediococcus
(MOLLEA et al.,, 2013). Uma recente revisao reporta a produ¢do em batelada de nisina,
uma bacteriocina, por uma linhagem de Lactobacillus lactis, usando o soro de queijo
como um meio de cultivo pouco dispendioso (ARAUZ et al., 2009).

Este residuo também tem sido explorado nos processos de produgdo de
enzimas microbianas. A producdo de [3-galactosidases e de proteases usando o residuo
de queijo como substrato foi reportada nos estudos de Vasiljevic e Jelen (2001). Em
relacdo a produgdo de lipases, o soro de queijo foi previamente utilizado como
substrato apenas nos estudos conduzidos por Tommaso e colaboradores (2011). Quando
este residuo foi empregado como fonte tnica de carbono no meio de cultura, os niveis
de lipases atingidos foram de 5,18 U/mL. No entanto, apos a suplementacao do meio
com Tween 80 e azeite de oliva e posterior otimizacdo pelo emprego de ferramentas

estatisticas, os niveis alcangados corresponderam a 15,0 U/mL.

3.8 O emprego da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) como ferramenta para

a otimizacao de lipases fungicas

Tradicionalmente, a produgdo e a otimiza¢ao da produgdo de enzimas fingicas ¢
realizada pelo monitoramento dos fatores que influenciam essa produgdo
individualmente (SHARMA e KANWAR, 2014). Enquanto se avalia um fator
separadamente, o outro mantém-se constante ¢ nao ha a averiguacdo da interagdo desses
para a resposta esperada, o que torna essa maneira de experimentacdo desvantajosa.
Outro ponto desfavoravel ¢ o nimero de experimentos necessarios para a realizacao da
pesquisa, o que eleva os custos da pesquisa e também o tempo necessario para sua
concretizagao (BEZERRA et al., 2008).

A fim de resolver esse problema, diversos modelos matematicos sdo propostos,
envolvendo uma analise de fatores multivariados. Dentre estes, uma das técnicas mais
utilizadas nos ultimos cinco anos de pesquisas na producdo de enzimas ¢ a metodologia
de superficie de resposta (MSR) (AMIN et al., 2011).

A MSR ¢ um conjunto de técnicas matematicas e estatisticas que, quando
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originalmente desenvolvida por Box e Wilson em 1951, visava determinar respostas
mais aproximadas do O6timo em ensaios quimicos. Porém, os proprios autores
destacavam que essa metodologia poderia ser utilizada em outras areas da Cié€ncia.
Trata-se de técnicas estatisticas que se ajustam ao modelo empirico de dados
experimentais, utilizando fungdes polinomiais lineares ou quadraticas para descrever o
sistema estudado e, consequentemente, modelar as condi¢cdes experimentais até¢ a sua
otimizacdo (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

O uso da MSR apresenta alguns objetivos, incluindo o estabelecimento da
relagdo entre a resposta e os fatores analisados, podendo prever esse resultado; deteccao
da importancia dos fatores; e a determinacdo das condi¢des ideais para que os fatores
resultem no maximo ou no minimo da resposta esperada (KHURI e
MUKHOPADHYAY, 2010).

De acordo com Bezerra et al., (2008), algumas etapas devem ser seguidas para a
utilizagdo da MSR: (1) selecdo das variaveis; (2) escolha do delineamento e realizagao
dos experimentos conforme a matriz experimental selecionada; (3) tratamento dos dados
obtidos através da funcdo polinomial; (4) avaliagdo de adequacao do modelo; (5)
possibilidade de direcionamento ao ideal; (6) obtencdo dos valores 6timos para cada
variavel estudada.

Assim, pode-se dizer que a fundamentacdo da MSR estd baseada na relagao
entre uma resposta de interesse (y) que € a variavel dependente, e os fatores associados,
0s quais sdo as variaveis independentes (x/, x2, . . . , xn), sendo que ambas sdo
aproximadas pelo modelo polinomial (equacdo 1) (KHURI ¢ MUKHOPADHYAY,
2010):

y=)p+e (1)
y= resposta esperada
f{x)=funcado vetorial das variaveis independentes
S= um vetor de p coeficientes de constantes desconhecidas referido para os parametros
&= erro experimental aleatorio

O modelo mais simples de MSR baseia-se numa funcdo linear (2) onde k ¢ o
niimero de variaveis, 0 é o termo constante, i sdo os pardmetros lineares; x' representa as

varidveis e ¢ € o residual associado ao experimento (equacao 2):

K
y=.80+2:81‘x1‘+5
=1

)
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Para avaliar respostas que contenham curvatura ¢ usado o modelo de segunda
ordem, o qual contém todos os componentes lineares, associados aos componentes
quadraticos nos seguintes termos:

K K
Yy = fo + Z,Sixi + Z Zﬁijxi X; Zﬁii?ﬁz + &
i—1 i<l i=1

Dentre o modelo de segunda ordem, o delineamento mais conhecido ¢ o
Delineamento Central Composto (DCC). Esse delineamento foi proposto por Box e
Wilson, (1951) e € composto por trés partes: cubica (fatorial), axial(a) e central. Abaixo
estd exemplificado um DCC com duas variaveis (Figura 6A) e trés variaveis (Figura
6B). No total, para um DCC com k fatores a equagdok?+2k+17 ¢ o resultado entre os

niveis dos fatores estudados.

Figura 6 - Visualizacdo grafica de um planejamento composto central para (A) q = 2 fatores; (B)q=3
fatores

A ,,-&T.\B

_ Ponto axial @ Ponto fatorial Ponto central

Fonte: WITEK-KROWIAK et al., 2014.

Assim, para dois fatores com niveis codificados sem repeticdo no ponto central,
nove tratamentos sdo gerados (2°+2x2+1), conforme apresentado na Tabela 4. No caso

de trés fatores, 18 tratamentos seriam gerados.

)
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Tabela 4 - Combinagdes entre os niveis A e B.

Fator A | Fator B | Tratamento

Pontos -1 -1 1

cubicos 1 -1 2

-1 1 3

1 1 4

Pontos - o 0 5

axiais o 0 6

0 -a 7

0 o 8

Ponto 0 0 9
central

Fonte: MENDONCA, 2012

Atualmente, muitos estudos vém utilizando a MSR aplicavel ao Delineamento
Central Composto (DCC) devido algumas vantagens que esse modelo apresenta. Seu
uso ¢ estimulado pela necessidade de novas formas de processos industriais, sendo o uso
de modelos estatisticos ferramentas fundamentais nesse sentido (MONTGOMERY,
1999; BAS et. al., 2007).

Nos estudos de otimizagao de lipases, o uso da estatistica MSR ¢ muito comum
(SHARMA; KANWAR, 2014). Pesquisas relacionadas a producao enzimatica utilizam
esta técnica, a fim de elevar os niveis de enzimas produzidos (ALMEIDA, 2012).

Em seus estudos, Wolski et al. (2008) relataram o uso da MSR na otimizacao de
lipases por Penicillium sp. em fermentagdo submersa. Nas condi¢des experimentais
otimizadas, os autores obtiveram uma atividade correspondente a 21 U/mL. Papagora e
colaboradores (2013) também empregaram a MSRa fim de otimizagdo a producao de
lipases pela levedura Debaryomyces hansenii. Nesse estudo, os autores verificaram o
efeito das varidveis concentra¢dao de glicose, de azeite de oliva e pH de cultivo sobre a
producdo de lipases, empregrando o DCCR, o qual resultou em 20 tratamentos
experimentais. Os niveis de atividade alcancados foram de 10,12 U/mL. Utilizando essa
mesma ferramenta estatistica, a atividade lipolitica de um fungo do género Fusarium foi
analisada por Oliveira et al. (2014), resultando em um aumento da atividade

correspondente a 87,27%.
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4. Material e Métodos

Os materiais e métodos especificos utilizados estdo descritos no capitulo

correspondente aos artigos cientificos.



5. Resultados

Os resultados estdo descritos nos capitulos correspondentes aos artigos

cientificos das se¢des a seguir.
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Capitulo I

ISOLAMENTO E SELECAO DE FUNGOS LIPOLITICOS: USO DO SORO DE

QUEIJO COMO SUBSTRATO ALTERNATIVO
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Resumo

Microrganismos sdo amplamente utilizados na Biotechnologia em virtude de varias
vantagens que apresentam. Nos ultimos anos, a producdo de enzimas industrialmente
importantes tem estimulado sua explora¢do. Dentre as enzimas de maior interesse,
podem ser citadas as lipases, capazes de promover a quebra de moléculas de lipideos de
cadeia carbdnica constituida de mais de dez atomos de carbono, liberando glicerol e
acidos graxos livres. O presente trabalho teve como objetivo isolar e selecionar
linhagens fungicas produtoras de lipases. Ainda, objetivou-se otimizar a producdo de
lipases pela melhor linhagem previamente selecionada, utilizando o Delineamento
Central Composto Rotacional (DCCR) aplicavel a Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR). Em relagdo aos fungos filamentosos, 24 linhagens foram isoladas,
pertencentes a 11 géneros distintos. Dentre estas, a linhagem BV inicialmente isolada de
6leo contaminado e posteriormente identificada como Fusarium oxysporum destacou-se
pelos niveis de lipases produzidos (12,16 U/mL). Dentre as leveduras isoladas, a
linhagem L1 apresentou os maiores niveis de producdo, correspondendo a 45,92 U/mL.
Quando diversas fontes de carbono foram avaliadas como indutoras da producdo de
lipases pela levedura L1, bons niveis de produgao foram obtidos em presenca do soro do
queijo (26,70 U/mL). Apds a otimizagdo empregando-se as ferramentas estatisticas, uma
producdo 10 vezes superior a inicial observada foi obtida (267,07 U/mL). As melhores
condigdes estabelecidas para a producdo de lipases pela levedura L1 foram 1,1 % de
soro de queijo, pH de cultivo de 4,0 e tempo de cultivo de 24 horas. Por meio deste
estudo, evidencia-se o potencial do soro de queijo como um substrato atrativo e de
baixo custo para a producao de lipases microbianas.

Palavras-chave: Bioprospecgdo, lipases, residuos agroindustriais, metologia de
superficie de resposta.
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Abstract

Microorganisms are widely used in Biotechnology, due to several advantages that they
present. In recente years, the production of industrially relevant enzymes has been
stimulated their exploration. Within the most interesting enzymes, it can be cited the
lipases, which catalyze the hydrolysis of lipids, with the consequent release of organic
acids and glycerol. The presente studies aimed to isolating and selecting lipase
producers fungal strains.In addition, this work aimed optimize the lipases production by
the best strain previsioly selected, using the Central Composite Rotatable Design
(CCRD) applicable to Response Surface Methodology (RSM). In relation to
filamentous fungi, 24 strains were isolated, beloging to 11 distinct genera. Among these,
the BVstrain initially isolated by contamined oil and subsequently identified as
Fusarium oxysporum showed the highest lipase levels(12.16 U/mL). Among the
isolated yeasts, the L1strain exibithed the highest levels of production, corresponding to
4592 U/mL. When distinct carbono sources were evaluated as lipase production
inducers by L1 yeast, good production levels were obtained in the presence of cheese
whey (26.70 U/mL). After optimization employing statistic tools, a production 10 times
higher than the initial production was obtained.The best conditions established for lipase
production by L1 yeast were 1.1% of cheese whey, pH of medium 4.0 and cultivation
time of 24 hours. This study therefore presents the potential ofcheese whey as an
attractive and inexpensive substrate for the production of microbial lipases.

Key-words: Bioprospection, lipolytic enzymes, agroindustrial residues, response
surface methodology.
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Introducao

Nos ultimos anos, a diversidade microbiana vem sendo explorada, em virtude da
heterogeneidade de ambientes naturais e do enorme potencial que os microrganismos
apresentam, proporcionando a obtencdo de novos produtos biotecnologicos (VIBHA e
NEELAM, 2012). O Brasil ¢ um dos paises que apresenta a maior diversidade de
organismos vivos de uma forma em geral. No entanto, o conhecimento sobre a riqueza
de suas espécies microbianas ainda ¢ escasso (COUTO et al., 2014).

A produgdo de enzimas por microrganismos tem sido um dos principais focos
mundiais em pesquisas biotecnologicas nos ultimos anos. Quando empregados para este
fim, os microrganismos se destacam pela facilidade, versatilidade, heterogeneidade e
especificidade com que suas enzimas atuam sobre o substrato (SHARMA et al., 2014;
HASAN et al., 2010; ABADA, 2008). De acordo com Rodrigues (2011), a triagem de
fungos produtores de enzimas ¢ de suma importancia para o descobrimento de novas
linhagens e novos catalizadores biologicos, sendo o conhecimento sobre a diversidade
de microrganismos capazes de sintetiza-las um ponto crucial para essas novas
descobertas.

Estudos com isolamentos de fungos sao realizados no mundo inteiro, sendo os
locais de seu isolamento bastante variados. Normalmente, parte-se da hipdtese que
alguns lugares sdo preferenciais para encontrar uma maior riqueza de microrganismos
produtores de lipases. Locais que contenham acidos graxos, como por exemplo
efluentes de industrias alimenticias, abatedouros, locais de produgdo de alimentos ou até
mesmo objetos comuns também podem ser utilizados nesse sentido, além do solo, o
qual constitui um dos locais mais utilizados para o isolamento de fungos (SHARMA et
al., 2001; ABD RAHMAN et al., 2007).

As enzimas lipoliticas compreendem um grupo de hidrolases denominadas
lipases (E.C. 3.1.1.3) e esterases (E.C.3.1.1.1). As lipases sdo serino-hidrolases,
formadas por residuos de serina, histidina e aspartato/glutamato pertencentes ao grupo
estrutural das of-hidrolases. Promovem a catalise das ligagdes de ésteres de acidos
carboxilicos de cadeia longa, ou seja, constituidos por mais de dez atomos de carbono,
transformando-os em diacilglicerdis, monoacilglicerdis e 4cidos graxos livres
(GONCALVES et al., 2007). Contrariamente, as esterases sdo capazes de hidrolisar
acilglicer6is que contenham menos de dez carbonos em sua constituicdo (MESSIAS et

al., 2011).
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Além da hidrolise de triacilglicerois, as lipases apresentam outras fungdes
consideradas essenciais, tanto fisiologicamente, quanto industrialmente. Essas fungdes
ocorrem em condi¢des limitantes de 4gua no meio reacional, onde revertem a hidrolise
em esterificagdo ou transesterificagdo (interesterificacdo, alcoodlise, acidodlise);
aminodlise(sintese de aminas) e lactonizagdo. Estas sdo caracteristicas desejaveis para a
aplicacdo em industrias alimenticias, farmacéuticas, cosmética e de quimica fina
(PAQUES e MACEDO, 2006).

Dentre os estudos envolvendo fungos produtores de lipases, a maior parte
reporta a producdo por fungos filamentosos (TREICHEL et al., 2010). Entretanto, as
leveduras também tém se mostrado promissoras nesse sentido. A respeito destas
ultimas, destacam-se linhagens pertencentes aos géneros Candida, Saccharomyces,
Saccharomycopsis, Torulopsis e Yarrowia (RODRIGUES, 2011). Porém, novas
linhagens produtoras de lipases que ndo haviam sido reportadas anteriormente na
literatura foram recentemente descritas, tais comoas leveduras Pichia lynferdii (KIM et
al., 2010), Pseudozima hubeiensis (BUSSAMARA et al., 2010) e Candida viswanathii
(ALMEIDA et al., 2013).

A utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos para a producdo de
lipases vem sendo cada vez mais explorada ao longo dos anos, visto que sua utilizagao
pode contribuir para a redu¢ao dos custos de producao destas enzimas (SALIHU et al.,
2012). O soro de queijo ¢ um subproduto de industrias lacteas, o qual ¢ obtido apos a
precipitacdo da caseina na producdo de queijo (BALDASSO, 2008). Em geral, este
residuo ¢ constituido por 93% de agua e 7% de matéria seca, da qual 71% ¢ lactose,
10% de proteina bruta, 12% de gorduras e 11% de sais minerais (LIZIEIRE e
CAMPOS, 2006). Assim, do ponto de vista fermentativo, o soro de queijo é altamente
atrativo, pois, além de sua rica composi¢ao favorecer os processos fermentativos, o
descarte desse residuo pode causar sérios danos ambientais (LEITE et al., 2012).
Estima-se que a produ¢do mundial estimada do soro de queijo seja aproximadamente
180 milhdes de toneladas/ano (SPALATELU, 2010). No Brasil, a gera¢dao do soro de
queijo ¢ bastante considerdvel, com estimativas de geragdo proximas a 6,03 milhdes de
toneladas por ano (MORALIS et al., 2013).

O presente trabalho teve como objetivo isolar e selecionar fungos produtores de
lipases, a partir de ambientes distintos. Adicionalmente, a otimiza¢do da producdo
dessas enzimas pela melhor linhagem lipolitica foi conduzida, empregando-se o

Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) aplicavel a Metodologia de
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Superficie de Resposta (MSR) utilizando o residuo de queijo como substrato alternativo.

Material e métodos

Isolamento de fungos a partir de diferentes amostras

As linhagens fingicas descritas no presente estudo foram inicialmente isoladas a
partir de dguas residuais provenientes de dois frigorificos (frigorifico 1 e frigorifico 2),
de sabdo, de 6leo contaminado e de ovas de peixe. Para o isolamento dos fungos, as
amostras foram submetidas a técnica de diluicdo sucessiva. Para tal, 1 mL de amostra
foi suspenso em 9 ml de dgua destilada estéril (diluicdo 1:10). Desta dilui¢ao, 10 ml
foram adicionados a 90 ml de agua destilada estéril (dilui¢ao 1:100), da qual 1 ml foi
semeado em Agar Saboraud adicionado de cloranfenicol (100 mg L), contido em
placas de Petri, em trés réplicas. As placas foram incubadas a 28 °C e o crescimento
fungico foi acompanhado por sete a dez dias em relagdo aos fungos filamentosos e por 3
a 5 dias, em relagdo aos fungos leveduriformes. Constatado o crescimento de colonias
fungicas, estas foram diferenciadas por suas caracteristicas morfologicas de cor, forma e
textura. A partir de cada tipo morfoldégico uma colonia foi selecionada, a qual foi
transferida para uma nova placa de agar Saboraud. Detectadas as colonias puras por
observagdo microscopica, as mesmas foram mantidas em meio s6lido de Vogel
(VOGEL, 1964) e também em d4gar Saboraud. Os repiques foram realizados
periodicamente, sendo mantidos a 28 °C, durante sete e trés dias em relacdo aos fungos
filamentosos e leveduriformes, respectivamente. Posteriormente, as culturas foram
armazenadas a 4 °C. As culturas de fungos filamentosos foram preservadas em 6leo
mineral a 4 °C, enquanto que as leveduriformes foram preservadas por meio de seu

congelamento a -20 °C, em presenca de glicerol a 15%.

Identificag¢do dos fungos filamentosos pelo uso de marcadores morfoldgicos

Os fungos filamentosos isolados foram inicialmente agrupados em
morfoespécies segundo as caracteristicas macroscopicas das colonias. Posteriormente, a
micromorfologia das estruturas reprodutivas foi acessada por meio do emprego da

técnica de microcultivo, sendo realizadas preparacdes a fresco utilizando a 4gua como
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liquido de montagem. As preparacdes foram observadas em microscopio Otico. As
estruturas apresentadas foram comparadas com aquelas disponiveis em chaves
taxonomicas (LACAZ et al.,, 1998; ST- GERMAIN ¢ RICHARD SUMMERBELL,

1996) na tentativa de identificar os isolados.

Determinacao da atividade lipasica e de proteinas

A atividade lipasica foi determinada segundo o método proposto por YANG et
al.(2002), por meio da incuba¢do do filtrado de cultura em meio tamponado contendo o
substrato p-nitrofenil palmitato 0,5mM. Este foi inicialmente solubilizado em DMSO e
posteriormente diluido 20 vezes em tampao fosfato 50mM pH 7,0 na presenga de triton
X-100 a 0,5%. Em intervalos de tempos pré-estabelecidos, a reag¢do foi interrompida
pela adicdo de tetraborato de sodio e a leitura da absorbancia realizada em
espectrofotometro a 405 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os
valores obtidos foram comparados seguindo curva padrao de p-nitrofenol.

Além da quantificacao desta atividade, a determinagdo do teor de proteinas intra
e extracelulares foi determinadade acordo com o método colorimétrico de Bradford
modificado, utilizando a soro albumina bovina como padrio (SEDMAK e

GROSSBERG, 1977).

Selecao de fungos filamentosos produtores de lipases

As linhagens empregadas neste estudo previamente isoladas foram avaliadas
quanto ao seu potencial de producdo de lipases. Para a producgdo de esporos, estas foram
cultivadas em meio solido de Vogel (1956), contendo 1,5 % de glicose e 1,5% agar, a 28
°C, durante sete dias. Apds este periodo, os conidios foram suspensos em agua destilada
esterilizada, sendo a suspensdo filtrada em 13 de vidro estéril para a remocdo dos
fragmentos de hifas e suas concentracdes ajustadas em camara de Neubauer para 1,0 x
107 esporos ml”. Um mililitro desta suspensdo foi inoculado em frascos Erlenmeyersde
125 ml, contendo 25 ml de meio liquido de vogel, pH6,5, suplementados com azeite de
oliva a 1%. Apods o crescimento em meio liquido por cinco dias, as culturas foram
filtradas a vacuo em funil de Biichner. Desta forma, os filtrados do meio de cultivo livre
de células e o micélio foram obtidos, os quais foram utilizados como fonte de enzimas e

de proteinas intracelulares, respectivamente.
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Selecdo de leveduras produtoras de lipases

A sele¢do das leveduras lipoliticas foi realizada em duas etapas. Primeiramente,
o teste indutivo em placas de Petri foi realizado, segundo a metodologia proposta por
Hankin e Anagnostakis (1977). Este teste foi realizado a fim de determinar semi-
quantitativamene a producao de lipases. Para tal, o meio s6lido foi composto por (g/L):
peptona, 10; NaCl, 5; CaCl,.2H,0, 0.1, agar, 20, suplementado com 1% (w/v) de Tween
20, Tween 80 e azeite de oliva, respectivamente. O pH foi ajustado para 5,6 ¢ o meio
autoclavado a 121 °C, por 15 min. As culturas foram incubadas a 28 °C, por um periodo
de tempo suficiente para que as colonias fungicas fossem evidenciadas. Assim, foi
possivel determinar o tamanho do halo de crescimento das colonias e do halo de
degradagdo, permitindo o calculo do indice enzimatico, dado pela razdo entre o
didmetro do halo pelo diametro da colonia. Em seguida,as linhagens que apresentaram
maiores indices enzimaticos foram inoculadas em meio liquido. A fermentagdo
submersa foi conduzida frascos Erlenmeyers contendo 25 mL de meio liquido de Vogel,
pH 6.5, suplementados com 10% de azeite de oliva. Os frascos foram mantidos em
estufa a 28 °C, por cinco dias. Apos este periodo, as culturas foram centrifugadas a 5000
g, a 4°C, por 10 minutos. Desta forma, o filtrado de meio de cultivo foi obtido, o qual

foi utilizado como uma preparacao de proteinas e enzimas extracelulares.

Sele¢do da melhor fonte indutora de lipases para a levedura L1

A fim de estabelecer a melhor fonte indutora da produgao de lipases, a linhagem
previamente selecionada foi cultivada em meio liquido de Vogel, suplementado com
fontes de substratos lipidicos, (6leo de andiroba, 6leo de copaiba, 6leo de pequi, 6leo de
buriti, 6leo de mamona, azeite de oliva, sdobdo em barra, borra de café, casca de butia
em farelo, casca de abacate em farelo) incluindo residuos in natura e residuos
agroindustriais. Os cultivos foram realizados a 28 °C, por cinco dias, sob condi¢ao
estaciondria, em frascos de Erlenmeyers contendo 25 mL de meio liquido de Vogel, pH

7,0, suplementados com 1% (m/v) das diferentes fontes de carbono.
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Otimizagao da Producao de lipases utilizando DCCR e MSR empregando-se o soro de

queijo como substrato.

Com o intuito de elevar os niveis de lipases produzidas pela linhagem L1, as
condigdes de cultivo foram avaliadas por meio do emprego do DCCR e as respostas
relacionadas a atividade lipasica observada foram analisadas pela MSR. Os
experimentos foram realizados por 2* fatorial: concentra¢do do soro de queijo [S], pH
do meio de cultivo [pH] e tempo de incubacdo (T), com cinco niveis, gerando 17
combinagdes de tratamentos com trés amostras no ponto central e seis pontos axiais.

Os dados apresentados foram ajustados de acordo com a seguinte equagdo

polinomial de primeira ordem (1):

Y=by+b x,+b,x,+b, x, x, +¢& (1)

Onde Y ¢ a resposta prevista; fy representa a intersecao; S, f» € f3 sdo os
coeficientes lineares, f11, f22 € f33 sao os coeficientes quadraticos; 12, f13 € f23 sao 0s
coeficientes de interacdo € xj, x; € x3, sa0 as variaveis independentes, concentracdo do
residuo [S], tempo de incubacao (T) e pH, respectivamente. O termo € representa o erro
experimental.

A combinac¢do das diferentes varidveis que resultou na resposta maxima em
relacdo a producao de lipases foi validada experimentalmente, por meio do cultivo da
levedura L1 sob estas condi¢des otimizadas, em triplicata. A analise de variancia
(ANOVA) e as superficies de resposta para os experimentos de otimizacdo foram

gerados pelo programa STATISTICA versao 8.0 (StatSoft, USA).

Resultados e Discussao

Os fungos apresentam a maior riqueza de espécies em relagdo a maioria dos
organismos e, por esta razdo, apresentam grande interesse ecoldgico e econdmico
(VARGA et al., 2011; BLACKWELL et al., 2011). Fungos capazes de sintetizar lipases,
particularmente, sdo encontrados em diversos habitats, incluindo os solos contaminados
com residuos de Oleos vegetais, subprodutos de laticinios e frigorificos, sementes e
comida deteriorada, entre outros (SHARMA et al., 2001).

Segundo OGAWA et al.(1999), o isolamento e a selecdo sdo os meios mais

eficientes para a detec¢do de novas enzimas, o que ¢ consequéncia da diversidade de
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microrganismos existentes e da versatilidade das enzimas produzidas. A linhagem ¢é o
fator determinante no processo fermentativo, sendo que esta deve apresentar
caracteristicas que a tornem atrativa, como ser de facil cultivo e manutengdo, ter um
bom rendimento na produgdo e preferencialmente ndo ser patogénica (COLEN, 2006).

No presente trabalho, 54 linhagens fiingicas foram isoladas de diferentes
ambientes e avaliadas em relagdo a sua capacidade de produ¢do de lipases. Como pode
ser observado na Tabela 1, as leveduras representam o maior nimero de linhagens
isoladas, correspondendo a 56,37% dos isolados, enquanto que os fungos filamentosos
representam 43,63% das respectivas linhagens.

Os fungos filamentosos foram identificados ao nivel de género por meio da
observacdo de suas caracteristicas morfologicas micro e macroscopicas (Tabela 2).
Verifica-se que as linhagens isoladas pertencem a 11 géneros fiingicos, ocorrendo um
maior nimero de representantes pertencentes aos géneros Aspergillus sp. e Penicillium
sp. No caso do isolado N6, a identificacdo baseada apenas na observacao de seus
caracteres morfologicos nao foi possivel.

Similarmente ao presente estudo, diversas linhagens de fungos filamentosos tem
sido isoladas a partir de ambientes ricos em lipideos. Nos estudos de Tomiya et al.,
(2008), 19 fungos filamentosos pertencentes a sete géneros diferentes foram isolados da
torta de mamona, enquanto que apenas seis espécies pertencentes a trés géneros foram
isoladas a partir de sua casca. Neste estudo, as espécies mais prevalentes pertenciam aos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium.

Ciafardini et al. (2006), ao estudarem o azeite de oliva recém produzido,
notaram que o mesmo apresentava uma rica microbiota. Dentre os microrganismos
detectados estavam varias leveduras identificadas como Saccharomyces cerevisiae,
Candida wickerhamii, Williopsis californicae Candida boidinii, sendo que S. cerevisiae

e W. californica mostram-se boas produtoras de lipases.

Fungos filamentosos selecionados como produtores de lipases

A bioprospeccao de fungos filamentosos ¢ mais comum na Biotecnologia de
enzimas, uma vez que esses organismos apresentam relativa simplicidade de
manutenc¢do e exploragdo de seus recursos em pesquisas de bancadas.

Dentre os 24 fungos filamentosos isolados, a linhagem BV isolada de oleo

contaminado e posteriormente identificada como Fusarium oxysporum apresentou os
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maiores niveis de produgdo de lipases (12,16 U/mL), seguida pela linhagem M10
isolada de 4guas residuais de frigorifico (3,3 U/mL) (Fig. 1A). Estes fungos também
apresentaram os maiores niveis de atividade especifica, correspondendo a 900 U/mg
proteina e 1000 U/mg proteina, respectivamente. Bons niveis de producdo em unidades
por volume também foram produzidos pelas linhagens N4 e AS3. Por meio da avaliacdo
do crescimento fungico relevado pelo teor de proteinas intracelulares (Fig. 2), nota-se
que a linhagem AS2 apresentou o melhor crescimento no azeite de oliva, mas nao foi
capaz de produzir niveis significativos de lipases. Verifica-se que, para a grande maioria
dos fungos, a producdo de lipases ndo esteve correlacionada com o seu crescimento.

Em rela¢do ao género Fusarium, a espécie F. oxysporum € a que mais apresenta
pesquisas relacionadas e aplicagdes industriais. Quanto a producao de lipases, diversos
estudos reportam este microrganismo como excelente produtor da referida enzima nos
ultimos dez anos (HOSHINO et al., 1992; RAPP et al., 1995; GARCIA-LEPE et al.,
1997, CAMARGO-DE-MORAES et al., 2003; PRAZERES et al., 2006; QUADROS et
al., 2009; FREGOLENTE et al., 2009).

Dentre seis fungos isolados de margarina por Saad e colaboradores (2005), o
fungo F oxysporum demonstrou ser o melhor produtor de lipases apds oito dias de
crescimento. A producdo enzimatica obtida correspondeu a 22 U/mL em azeite de oliva
e, quando otimizada, correspondeu a 35,80 U/mL em o6leo de girassol. Ao avaliar o
potencial de producdo de lipases por 64 microrganismos diferentes, Rifaat e
colaboradores (2010) também obtiveram melhores resultados pela linhagem F
oxysporum, cultivado em fermentacdo submersa em presenca de azeite de oliva. (16
U/mL). Entretanto, ao cultivar uma linhagem F. oxysporum em meio liquido contendo
6leo de soja, a producdo de lipases obtida por Maldonado e colaboradores (2014) foi

inferior aos demais fungos analisados, correspondendo apenas a 3,38 U/mL.

Deteccao de leveduras produtoras de lipases

Os resultados referentes a pré-selecdo em placa contendo tres fontes indutoras
para a visualizacdo do halo de crescimento, foi realizada com o intuito de avaliar o
potencial de producdo de lipases para as leveduras isoladas estdo apresentados na Tabela
3. Nota-se que apenas a linhagem N3 ndo foi capaz de produzir lipases. Em

contrapartida, as demais linhagens leveduriformes apresentaram um bom indice
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enzimatico. Quando o azeite de oliva foi utilizado como substrato, a linhagem L1
isolada de oleo contaminado foi a que apresentou o maior indice enzimatico,
correspondendo a 3,51. Bons indices enzimaticos também foram apresentados por esta
linhagem em presenca de Tween 20 e Tween 80 como pode ser observado na tabela 3.
A partir desta avaliagdo semi-quantitativa, foi possivel selecionar as linhagens mais
promissoras em relagdo a producdo de lipases. Assim, nove leveduras, as quais
apresentaram indices enzimaticos significativos em relagdo aos trés substratos
empregados foram selecionadas, a fim de serem posteriormente avaliadas em cultivo
submerso.

No presente estudo, as melhores linhagens lipoliticas foram isoladas a partir de
6leo contaminado. Ambientes considerados indspitos também foram avaliados por
outros autores, em relacdo a sua capacidade de permitir o crescimento microbiano.
Rodriguez-Rodriguez e colaboradores (2012) isolaram 149 bactérias de tanques de
armazenamento de combustiveis na Costa Rica, avaliando também a capacidade de
producdo de surfactantes. Das bactérias isoladas, 16,8 % tiveram um crescimento
evidenciado em o6leo diesel, bem como dentro dos isolados, 14% produziram
surfactantes. Em estudos de biodegradacao, Ogbo e colaboradores (2010) notaram que o
fungo actnomiceto Pleurotus tuber-regium foi bastante eficiente na degradagdo de o6leo
diesel presente em solo, apresentando assimilacao de hidrocarbonetos correspondende a
55%. O crescimento microbiano em derivados do petréleo (6leo diesel, gasolina, etc.)
sao fortemente influenciados pela presenca da dgua, mesmo em condi¢des minimas (1%
v/v). Os demais fatores nutricionais essenciais para o crescimento microbiano, como
oxigénio, temperatura do combustivel, presenca de fosforo e enxofre sdo supridos pela
capacidade de hidrolisar e assimilar os hidrocarbonetos constituintes desses derivados
(KLOFUTAR e GOLOB, 2007; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

Cinquenta e nove linhagens de fungos produtores de lipases foram isolados do
solo do cerrado brasileiro por Colen et al. (2006). Dentre estes, 21 estirpes foram
selecionadas por apresentarem um halo enzimatico superior a 1,2. A melhor linhagem
lipolitica, identificada como Colletotrichum gloesporioides, foi capaz de produzir 27,7
U/mL sob condi¢des otimizadas.

De um total de 14 linhagens que foram isoladas da polpa de pequi, solo
enriquecido com abacate e que pertenciam a uma colecdo de culturas por Gongalves et
al. (2007), a linhagem Yarrowia lipolytica foi a mais promissora em relagdo a produgao

de lipases, a qual foi posteriormente submetida ao cultivo em estado liquido.



55

No presente estudo, as nove linhagens leveduriformes pré-selecionadas
anteriormente foram cultivadas sob fermentagdo submersa em meio de Vogel
suplementado com 1% de azeite de oliva. Como demonstra a Tabela 4, os maiores
niveis de atividade lipase foram produzidos pela linhagem L1, correspondendo a 45,92
U/mL e 168,20 U/mg proteina. Ainda, pode-se destacar o potencial de produgdo do
isolado L3, correspondendo a 3,63 U/mL. Apesar de terem apresentado um bom indice
enzimatico em presenca de azeite de oliva, as demais linhagens leveduriformes ndo
apresentaram bons niveis de producdo de lipases quando cultivadas nesse substrato. Ao
avaliar a constituicdo dos meios de cultura empregados em cada etapa, verifica-se
diferengas importantes na constituicdo dos mesmos, como a presen¢a de peptona nos
testes de atividade em placa. Assim, sugere-se que a peptona seja um componente
indispensavel, a fim de promover o crescimento fingico, bem como a sintese e a
liberacdo de lipases por essas linhagens. De acordo com Sharma et al. (2001), os
microrganismos normalmente produzem altos niveis de lipases quando fontes de
nitrogénio organicas sao usadas. Nesse sentido, extrato de levedura, peptona e farelo de
soja tém sido tradicionalmente empregados na producdo de lipases fungicas
(TREICHEL et al., 2010). Entretanto, a suplementacdo do meio de cultura com esses
nutrientes podem inviabilizar o processo de producao destas enzimas.

A partir do isolamento de 206 leveduras do oleo de palma coletadas em fabricas
do sul da Tailandia, Srimhan et al. (2011) constataram através de método semi-
quantitativo utilizando a rodamina-B, que apenas 49 linhagens de leveduras
apresentaram boa atividade lipolitica. Dentre 90 isolados de fungos bioprospectados por
Almeida (2012), uma linhagem de Candida viswanathi destacou-se pelos elevados
niveis de lipases produzidos. Apds o processo de otimizagdo, uma producdo equivalente
a 1204 U/h foi obtida.

Mafakher et al., (2010) isolaram leveduras produtoras de lipases e acido citrico
de aguas residuais de estacdes de tratamento de agroindustrias da cidade Isfahan, no
Iran. Dentre 300 leveduras isoladas, seis linhagens(M1-M6) apresentaram atividade
lipolitica em presenca de tributirina ¢ Rodamina B. As linhagens M1 e M2
posteriormente identificadas como Y. lipolytica foram entdo testadas em diferentes
fontes de carbono, destacando-se a M1 como melhor produtora, e o azeite de oliva o
melhor indutor estabelecido, obtendo-se uma producao correspondente a 12 U/mL.

Kumar e Gupta (2008) isolaram 15 leveduras de petroleo e em areas de lodo

com contaminagdo de 6leo em Delphi (india). Os isolados foram purificados e
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verificados quanto ao seu potencial lipolitico. Dentre as linhagens de leveduras, uma
delas foi selecionada para estudos posteriores, com base no maior halo de lip6lise. Com
99% de homologia em sua sequéncia de DNA, esta linhagem foi identificada como
Trichosporon sp. Em um estudo com uma pré-selecdo de 16 leveduras, Kim et. al.
(2010) selecionaram uma levedura nao reportada na literatura anteriormente como 6tima

produtora de lipases, a Pichia lynferdii Y-7723.

Selecao da melhor fonte de carbono indutora de lipases pela levedura L1

Com o intuito de induzir a producdo de lipases pelo isolado L1, diferentes fontes
de carbono ricas em 4cidos graxos foram testadas (Fig. 3A). Nota-se que, dentre as
fontes avaliadas, o azeite de oliva foi capaz de induzir os maiores niveis de produgdo de
lipases, correspondendo a 45,92 U/mL. Estes elevados niveis de producdo observados
em presencga do azeite de oliva podem ser justificados por sua constituicdo, na qual o
acido oléico ¢ predominante (RAMOS et al., 2011). Contudo, deve-se ressaltar que o
uso deste substrato inviabiliza economicamente o processo de produgdao enzimatica.
Dentre as demais fontes de carbono avaliadas, nota-se que quando a levedura L1 foi
crescida em soro de queijo, uma O6tima producdo de lipases foi obtida (26,70 U/mL).
Também ¢ possivel evidenciar a casca de abacate como boa indutora da producdo de
lipases pelo isolado L1, sendo a produ¢do correspondente a 25,01 U/mL. No entanto, o
melhor crescimento fungico evidenciado pela quantidade de biomassa produzida foi
verificado quando a levedura L1 foi crescida em presenca de casca de butid e 6leo de
mamona (Fig. 3B). Desta forma, pode-se concluir neste estudo que os niveis de lipases
produzidos pela levedura L1 ndo estdo diretamente relacionados ao seu crescimento.

Comumente, o processo de fermentagdo submersa tem sido empregado para a
producdo de enzimas lipoliticas por leveduras, empregando-se substratos hidrofobicos
de baixo custo como 6leos vegetais, gordura de aves, gorduras residuais, estoques de
sabdo, oleo de canola, entre outros (FICKERS et al., 2004; ALMEIDA et al., 2013). O
crescimento de leveduras em soro de queijo ja foi previamente reportado na literatura.
Andrade e Hasan (2013) constataram que o soro de queijo pode ser reutilizado em
processos fermentativos como fonte de carbono e de sais minerais, a fim de
proporcionar o crescimento de Saccharomyces cerevisiae e a obtengdo de produtos de
maior valor agregado.

De acordo com Mollea et al. (2013), o emprego do residuo de queijo em
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diversos bioprocessos tem sido considerado bastante interessante € promissor,

especialmente na obten¢do de bioplasticos, bacteriocinas, enzimas e exopolissacarideos.

Otimizagao da produgdo de lipases produzidas pela levedura L1 utilizando-se o DCC e

o MSR

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) realizada através de
Delineamento Central Composto Rotacional 2* fatorial foi conduzida, com o objetivo de
estabelecer as condigdes 6timas para producdo de lipases pela levedura L1, bem como
verificar as interagdes entre concentracdo do soro de queijo, pH e tempo de cultivo. Os
valores reais e codificados, bem como os resultados obtidos no planejamento
experimental estao apresentados na Tabela 5, onde os tratamentos de 1 a 17 fazem parte
do delineamento experimental, enquanto a corrida 18 refere-se a validagao interna dos
modelos.

A andlise de variancia (ANOVA) para os modelos gerados esta resumida na
Tabela 6. O modelo da atividade lipasica foi significativo (»p<0,05). Considerando-se o
teste F, o modelo foi preditivo, pois o valor de F calculado foi maior do que o valor de F
tabelado. O coeficiente de determinacao R? de 0,7502 indica que 75,02% da
variabilidade dos dados podem ser explicadas por este modelo, valores considerados
altos ao se considerar experimentos biologicos.

Os dados obtidos foram analisados por regressao linear multipla € o modelo
matematico que representa a atividade lipasica foi expresso pela equagdo 2, levando-se

em considera¢do somente os termos significativos:

Atividade lipolitica (--)=76,74=37,70pH — 21,24 t — 22,77[S] + 36,71 pH
[S]+ 20,52 t = [S] (2)
Onde: pH ¢ o pH do meio de cultivo, S ¢ concentracao do soro de queijo e T € o tempo
de cultivo.
Observa-se que os termos lineares das varidveis independentes de concentragao
do soro de queijo [S], tempo [T] e pH de cultivo [pH] foram significativos, atuando
como fatores limitantes para a produgdo de lipases pela levedura L1. Em relagdo as

interacdes entre os termos, as interagdes entre S € pH, bem como a interagdo entre Se T

também foram significativas.
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As condi¢oes de cultivo que apresentaram maior producao de lipases pela
levedura L1 cultivada em soro de queijo foram concentragdo do substrato 1,1%, pH 4,0
e tempo de incubacdo de 24 horas (corrida 1). Os niveis de producdo de lipases obtidos
no presente trabalho sob condi¢des otimizadas empregando-se o soro de queijo como
substrato (267,07 U/mL) sdo superiores aos obtidos por Tommaso e Colaboradores
(2011), quando a levedura Candida rugosa foi cultivada em meio contendo o soro de
queijo, suplementado com Tween 80 e azeite de oliva, os quais corresponderam a 15
U/mL. Até o presente momento, apenas o estudo desses autores reporta o emprego do
soro de queijo para a producdo de lipases. Ressalta-se aqui, os bons niveis de producdo
obtidos por meio da utilizagdo do soro de queijo como unico componente do meio de
cultivo para a produgdo de lipases pela levedura L1. De acordo com Potumarthi et al.
(2008), o emprego de meios de baixo custo ¢ importante para a viabilidade economica
da producdo de lipases. Estes, a0 mesmo tempo, ndo devem afetar negativamente sua
produtividade. Desta forma, o uso do soro de queijo para a produgdo de lipases pela
levedura L1 ¢ bastante interessante, visto que sua utilizagdo pode ndo apenas agregar
valor a este residuo, bem como diminuir substancialmente os custos de produgao dessas
enzimas.

Ainda, a validag¢ao dos resultados foi conduzida sob condi¢des otimizadas, em
triplicata (corrida 1, Tabela 5). Nota-se que os resultados experimentais obtidos na
validacao (255,83 U/mL) se aproximam dos resultados obtidos sobre as condi¢des

otimizadas inicialmente (267,07 U/mL), validando, desta forma, o modelo utilizado.

Conclusoes

Nos tultimos anos, o uso de microrganismos como recurso biotecnolégico para a
producdo de enzimas industrialmente importantes tem estimulado a sua exploragdo. As
diversas linhagens fungicas isoladas de ambientes distintos no presente trabalho, o
fungo filamentoso Fusarium oxysporum e a levedura L1, ambos isolados de oleo
contaminado, destacaram-se por seu potencial lipolitico. Dentre diversas fontes de
carbono avaliadas, bons niveis de lipases foram produzidos pela levedura L1, quando o
soro de queijo foi empregado como fonte indutora. Apds a otimizacdo, uma elevada
producdo foi observada, sendo esta 10 vezes superior a observada inicialmente. O
emprego deste residuo na producdo de lipases mostra-se particularmente interessante,

visto que ganhos ambientais e econdmicos poderdo ser obtidos a partir de sua utilizagao.
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Figuras e Tabelas

Tabela 1- Linhagens de fungos filamentosos e leveduriformes isolados a partir de
diferentes ambientes.

Origem de Linhagens

isolamento Leveduriformes Filamentosas
Aguas residuais JC1,1C2,]C4,JC5, M2, M4, M5, M6,  M10, M8,S1,S10, S12, S3,
Frigorifico 1 M7, S2, S5, Se6, S7, S8, S9,
Aguas residuais N2, N3, N9, N10, N11, T2, T3, T5 DI, D2, D3, D4, D6, N1, N4, N5,
Frigorifico 2 N6, N7, N8, T1, T4, T6.
Sabao contaminado - AS1, AS2, AS3
Oleo contaminado L1, L3. BV.

Ovas de Peixe LP1, LP2, LP3, LP4, LP5, LP6, -
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Tabela 2 - Identificagdo ao nivel de género das linhagens de fungos filamentosos
isoladas de diferentes ambientes obtida por meio da andlise de caracteristicas macro e
micromorfologicas segudo chave de identificacio de St-Germain e Summerbell
(1996) e Heins-Vaccari Takahashi de Melo (1998).

Linhagem de fungo filamentoso isolada Género identificado
S1 Geotrichum sp.
S12 Cladosporium sp.
N4,N5,T4,AS1, D4 Aspergillus sp.
MS8,N8,T1,T6,AS2 Penicillium sp.
S10,N7,AS3, AS4 Mucor sp.
MI10 Scopulariopsis sp.
)| Trichophyton sp.
D2,D6 Scedosporium sp.
D3 Sporotrix sp.
N1 Rhizopus sp.
BV Fusarium sp.

N6 Nao identificado
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Tabela 3 - Indice enzimatico das leveduras produtoras de lipases obtido por meio do
teste de inducdo em placa em presenca dos indutores azeite de oliva, Tween 20 e Tween
80.

Substratos
Azeite de oliva Tween 20 Tween 80
Linhagem DH/DC DH/DC DH/DC

L1 1,52 2,08 3,51
L3 1,15 3,3 2,35
Mé6 2,35 1,73 1,8
T3 0 3,71 2,08
LP2 1,31 2,87 1,23
T5 1,51 2,12 1,67
JC1 2,31 1,15 1,6
LP5 0 1,75 3,31
M2 1,45 1,55 1,96
M5 1,99 1,5 1.4
LP1 1,44 2,01 1,31
M7 1,46 1,44 1,72
T2 1,88 1,14 1,59
S6 1,61 1,6 1,41
JC5 1,45 1,53 1,54
LP4 0 2,46 1,95
S5 1,69 1,29 1,44
LP6 1,33 1,4 1,65
S7 1,43 1,07 1,85
JC2 1,29 1,75 1,2
N5 1,48 1,07 1,4
S9 0 2,1 1,56
N9 1,25 1,25 1,08
Ni1 1,24 1,18 1,11
N10 1,25 1,11 1,12
S8 0 1,55 1,31
S2 0 1,23 1,61
LP3 1,25 0 1,43
N2 1,45 1,14 0
JC4 1,29 0 1,16
M4 0 1,07 1,09
N3 0 0 0

DH: diametro do halo de degradagdo; DC: didmetro do halo da colonia.



Tabela 4 - Selecao de leveduras produtoras de lipases inoculadas em meio liquido de
Vogel suplementado com 10% de azeite de oliva.
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Atividade lipasica

Atividade especifica (U/mg

Linhagem leveduriforme (U/ml) proteina)
L1 45,92+0,001 168,20+8,39
L3 3,63+0,002 16,96+0,23
Jci 0,283+0,001 1,28+0,183
M2 0,0080+0,003 0
LP1 0,0033+0,001 0
Ts 0,0027+0,003 0
LPS 0,0016+0,001 0
LP2 0,0015+0,002 0
M6 0,0007+0,001 0
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Figura 1 - Selecao de linhagens de fungos filamentosos produtores de lipases inoculadas
em meio liquido de Vogel suplementado com 10% de azeite de oliva. (A) Produgdo de
lipases em U/mL. (B) Atividade especifica em U/mg proteina.
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Figura 2 — Crescimento de linhagens fungicas filamentosas produtoras de lipases
quando crescidas em meio liquido de Vogel suplementado com 10% de azeite de oliva.
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Figura 3 - Sele¢do de fontes de carbono indutoras da atividade lipasica pela levedura
L1. (A) Atividade lipasica (U/mL) em diferentes substratos; (B) Biomassa fungica (mg).
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Tabela 5 - Condigdes experimentais e resultados do planejamento experimental para
producdo de lipases pela levedura L1.

Valores reais (codificados)

Corrida Substrato (%) pH Tempo Atividade Lipasica
(horas) (U/mL)
1 1,1 (-1) 4,0 (-1) 24 (-1) 267,07+6,454
2 1,1 (-1) 4,0 (-1) 78 (1) 19,0046,111
3 1,1 (-1) 7,0 (1) 24 (-1) 80,78+4,513
4 1,1 (-1) 7,0 (1) 78 (1) 34,7441,203
5 2,9 (1) 4,0 (-1) 24 (-1) 31,20+0,446
6 2,9 (1) 4,0 (-1) 78 (1) 78,17+3,417
7 2,9 (1) 7,0 (1) 24 (-1) 78,69+0,902
8 2,9 (1) 7,0 (1) 78 (1) 27,79+1,592
9 0,5 (-1,68) 5,5(0) 51 (0) 25,71+0,601
10 3,5(1,68) 5,5(0) 51 (0) 35,17+0,714
11 2,0 (0) 3,0 (-1,68) 51 (0) 28,36+0,178
12 2,0 (0) 8,0 (1,68) 51 (0) 36,8342,462
13 2,0 (0) 5,5(0) 5,6 (-1,68) 19,08+0,644
14 2,0 (0) 5,5(0) 96,4 (1,68) 22,07+0,893
15 2,0 5,5(0) 51 (0) 42,39+0,893
16 2,0 5,5(0) 51 (0) 42,91+0,300
17 2,0 5,5(0) 51(0) 48,64+1,311
18* 1,1 4,0 24 255,844+1,203

*Validagdo interna em triplicata



Tabela 6 -
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Analise de varidncia (ANOVA), coeficientes de regressdo de lipases

produzida pela levedura L1 cultivada em soro de queijo, e os valores de R? e F-valor.

Producio de lipases

Termos SQ GL QM F Ftab F/Ftab R’
M 104182,24 5 20836,45 10,81 4,25 2,54 75,02
R 34685,46 18 1926,97
T 138867,70 23

Termos Coeficientes p-valor
Meédia/Intercep 76,7403 0,000000
pH -75,3914 0,000766
Tempo -42,4780 0,034147
[S] -45,5519 0,024388
pH x Tempo 26,9255 0,162490
pH x Substrato 73,4276 0,000964
Tempo x Substrato 41,0354 0,039887

M = modelo; R = residuo; T = Total; SQ: soma dos quadrados; MQ: média dos quadrados; gl: grau de
liberdade; F: F calculado; F tab: F tabelado 5%; [S]: concentragdo do substrato; T: tempo; pH: potencial
hidrogenidnico. Os valores em negrito sdo estatisticamente significativos.
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Figura 4 - Superficie de contorno para a producao de lipases pela levedura L1 cultivada
em soro de queijo; (A) interagdo pH de cultivo [pH] x concentra¢do do substrato [S];
(B) interacao entre Tempo de cultivo [T] xS e (C) interagdo TxpH.
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Capitulo II

Casca de Butia (Butia odorata) como substrato alternativo para a producao de

lipases por Fusarium oxysporum
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Resumo

Dentre as enzimas industriais, as lipases se destacam por possuirem inimeras aplicagdes
biotecnologicas. A presente pesquisa objetivou elevar os niveis de produgao lipases por
uma linhagem de Fusarium oxysporum isolada a partir de Oleo contaminado.
Adicionalmente, as enzimas produzidas foram bioquimicamente caracterizadas. O efeito
da concentracao do substrato, do pH e do tempo de cultivo sobre a producao de lipases
foi avaliado, empregando-se o Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR)
aplicavel a Metodologia de Superficie de Resposta. Dentre as diversas fontes de
carbono avaliadas, a casca de buita foi o melhor substrato indutor, obtendo-se uma
producdo correspondente a 17,45 U/mL. Apds a otimizacdo, as melhores condi¢des
estabelecidas para a produgdo de lipases por F. oxysporum foram 2,9% de casca de
butia, pH de cultivo 4,2 e tempo de cultivo de 4,4 dias, elevando-se os niveis de lipases
produzidos para 35,82 U/mL. As lipases de F. oxysporum foram mais ativas em pH 7,5
e a 45-50°C, apresentando-se particularmente estaveis a 45 °C e na faixa de pH 5,5-7,5.
Em relagdo ao efeito de diferentes substancias, as lipases foram notavelmente ativadas
por B-mercaptoetanol e pelos fons Ca™, enquanto que o citrato de sodio, EDTA, Mg e
o Pb™ atuaram como inibidores destas enzimas. Os surfactantes CTAB e SDS foram
capazes de ativar a atividade enzimatica, revelando seu potencial de aplicacdo na
industria de detergentes. Esse efeito ativador também foi observado em hexano a 20%,
sendo que em maiores concentragdes, bem como em relacdo a outros solventes
avaliados, uma inibicdo da atividade enzimatica foi constatada. Adicionalmente, a
elevada atividade de esterificagao das lipases de F. oxysporum sobre o 6leo de andiroba
sugere sua aplicabilidade no processo de producdo de biodiesel a partir desse substrato.
O uso da casca de butia como substrato para a producao de lipases ¢ uma alternativa
interessante, a fim de viabilizar economicamente a produgao destas enzimas.

Palavras-chave: enzimas lipoliticas, delineamento composto central, caracterizagao
bioquimica, atividade de esterificacao.



78

Abstract

Among the industrial enzymes, lipases take an important place, due tothe
numerousbiotechnologicalapplications of these enzymes. The objective of this work was
to elevate the lipases levels produced by a Fusarium oxysporum strain, isolated from
contamined oil. In addition, the enzymes produced were biochemically characterized.
The effect of substrate concentration, pH of medium and cultivation time on lipases
production was evaluated, employing Central Composite Rotatable Desing (CCRD)
applicable to Surface Response Methodology (SRM). Among the different carbon
sources evaluated, the buita peel was the best inducer substrate, with a lipase production
corresponding to 17.45 U/mL. Throught optimization, the best conditions established
for lipase production by F oxysporumwere 2.9% of butia peel, pH of medium 4.2 and
cultivation time of 4.4 days, reaching an elevation of lipases levels produced
correspondend to 35.82 U/mL. The F. oxysporumlipases were more active at pH 7.5 and
45-50 °C, showing great stability at 45 °C and in the pH range 5.5 to 7.5.Regarding the
effect of distintc substances, the lipases were notably activated b;/ [-mercaptoethanol
and by the ion Ca2+, whereas sodium citrate, EDTA, Mg2+ and Pb’" acted as inhibitors
of these enzymes. The CTAB and SDS surfactants were able to activate the enzyme
acitivy, revealing their potential of application in detergent industries. A lipase
activation was also observed in the presence of hexan 20%. In higher concentrations of
hexan, as well in relation to other solvents evaluated, an enzyme activity inhibiton was
observed. Additionally, its high esterification activity on the ondiroba oil suggests its
applicability in the biodiesel production process from this substrate. The use of butia
peel as substrate for lipase production is an interesting alternative, in order to make
economically viable the production of these enzymes.

Key-words: lipolytic enzymes, central composite design, biochemical characterization,
response surface methodology.
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Introdugao

O interesse pela tecnologia de enzimas tornou-se ao longo dos anos um dos
campos mais promissores dentro da Biotecnologia. Estima-se, atualmente, que dentre
cerca de 4000 enzimas conhecidas, apenas 200 sejam comercialmente usadas, sendo seu
mercado mundial estimado em 4 bilhdes de dolares (NOVOZYMES, 2011; SHARMA;
KANWAR, 2014). Por serem biocatalizadores, as enzimas oferecem oportunidades de
processos mais limpos em diversos segmentos industriais, o que justifica seu
consideravel interesse por pesquisas e sua aplicacdo comercial.

Cerca de 75% de todas as enzimas industriais em todo o mundo sdo hidrolases e
destas, 90% sdo produzidas por microrganismos. Depois das proteases e carboidrases, as
lipases constituem o terceiro maior grupo em vendas no mundo (SHARMA et al.,
2014). Segundo Treichel et al. (2009), as lipases tem emergido como um dos principais
biocatalisadores, contribuindo de forma significativa no mercado multibilionario de
enzimas. Por apresentarem caracteristicas multifuncionais, as lipases sao utilizadas em
varios setores industriais, como fabricacdo ou melhoramento de detergentes (HASAN
et. al., 2010); tratamento de efluentes diversos (CASTRO et al., 2004); panificagdo e
alimentos (KIM et al., 2006; LARIOS et al., 2004; CARVALHO et. al., 2005); produgao
de medicamentos, cosméticos, produtos de valor nutricional e também na producao de
biodiesel (BAJAJ et al., 2010; MESSIAS et al., 2011).

As aplicagdes industriais das lipases se justificam em razdo da principal fungao
que estas enzimas apresentam, a de promover a hidrélise de ésteres de triacilglicerois
com cadeia carbonica com mais de dez atomos liberando diacilglicerois,
monoacilglicerdis, acidos graxos livres e glicerol. Porém, outras fungdes sdo
desempenhadas pelas lipases, como a atividade de esterificacdo, a qual permite a
reversao da hidrolise, catalisando reagdes de transesterificacdo (interesterificagao,
alcodlise e acidolise), a sintese de aminas e a lactonizacdo. Essas reagdes sao verificadas
quando uma baixa atividade de dgua ocorre no meio reacional, sendo extensivamente
utilizadas na industria (PAQUES ¢ MACEDO, 2006; COLLA et. al., 2012).

A producdo de lipases por microrganismos vem sendo reportada em diversos
estudos, devido a versatilidade de suas propriedades bioquimicas, especificidade ao
substrato, bem como a facilidade de manutencdo e obtencdo desses organismos

(SHARMA et al, 2014, ALMEIDA et al., 2013). Os fungos filamentosos sdo os
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microrganismos que apresentam maior diversidade. Nos ultimos anos, estes
microrganismos vém ganhando destaque em relagdo a producdo de enzimas, em virtude
de aspectos de sua morfologia, adaptacao, atributos fisioldogicos e quimicos (ESPOSITO
e AZEVEDO, 2004). Diversos fungos pertencentes a géneros distintos tem demonstrado
um bom potencial de producao de lipases (SINGH e MUKHOPADHYAY, 2012).

Um grande numero de pesquisas realizadas com a produgdo de lipases por
fungos do género Fusarium ¢é encontrada na literatura, sendo estas espécies entdo
conhecidas por suas enzimas apresentarem algumas propriedades interessantes, tais
como estabilidade em solventes organicos polares como o etanol, a acetona e o n-
propanol (CAMARGO-de-MORALIS et al., 2003). Fusarium oxysposrum ¢ uma espécie
com ampla distribuicdo geografica, podendo ser saprobia de solos, de plantas
apodrecidas, endofitica e algumas vezes considerada fitopatdégena. Dentro do género
Fusarium, ¢ a espécie que mais apresenta pesquisas relacionadas e aplicagdes
industriais. Estudos envolvendo a produgdo de enzimas celuliticas e hidroliticas por este
microrganismo tem sido mais frequentemente reportados na literatura (BADENES et
al., 2010; MANNESSE et al., 1995; PANAGIOTOU et al., 2003; SUN et al., 1997 ¢
1998; HOSHINO et al., 1992; MAIA et al., 1999). Em relacao a produgdo de lipases,
diversos estudos descrevem o fungo F. oxysporum como 6timo produtor da referida
enzima (PRAZERES et al., 2006; KAKDE, 2011; MALDONADO et al., 2014).

As lipases microbianas sao induziveis, assim sdo geralmente produzidas na
presenca de um lipideo, como oleos diversos (6leo de canola, dleo de soja, azeite de
oliva, ou azeite de palma), os quais apresentam o acido oléico como principal
componente (TREICHEL et al, 2009). Nos ultimos anos, o uso de residuos
agroindustriais como substratos indutores de lipases tem aumentado significativamente,
uma vez que fontes puras inviabilizam economicamente a sua producdo (PABLINE et
al., 2014).

Em um estudo prévio envolvendo a sele¢do de 54 fungos quanto ao seu potencial
de producdo de lipases, uma linhagem de F. oxysporum destacou-se por apresentar
elevados niveis de produgdo dessas enzimas. Diante do exposto acima, o presente
estudo visou estabelecer as melhores condi¢des de cultivo desta linhagem de F
oxysporum para a producdo de lipases em fermentagdo submersa, empregando-se o
Delineamento Central Composto (DCC) aplicavel a Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR). Adicionalmente, as lipases produzidas sob condi¢gdes Otimas foram

caracterizadas bioquimicamente.
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Material e Métodos

Preparo dos residuos agroindustriais

Os residuos agroindustriais avaliados como fontes indutoras da produgdo de
lipases por F. oxusporum no presente estudo foram obtidos localmente e estdo indicados
na tabela 1. Estes foram lavados exaustivamente com dgua destilada, secos a 40-80 °C e
peneirados (35 mesh). Apds esse procedimento, foram armazenados em locais livres de

umidade.

Caracterizagao da casca de butia por infravermelho

Espectros no infravermelho no modo de refletancia difusa foram coletados com
a utilizacio do espectrometro da Perkin Elmer®, equipado com acessorio refletancia
difusa Frontier, na faixa espectral compreendida entre 400 e 4000 cm™, utilizando-se
resolucdo de 2 cm™ com acumulagdes de 32 varreduras para cada espectro. Na aquisi¢do
dos espectros denominado branco, por DRIFTS, utilizou-se o brometo de potéssio
(KBr), compactado no acessorio reflexdo difusa. As amostras e o KBr foram pesadas
com o auxilio de uma balanga analitica SHIMADZU, modelo AX200.Trés amostras de
farelo de casca butia (Butia odorata) foram corridas no espectrometro de infravermelho

médio.

Determinacdo da atividade lipasica e de proteinas totais

A atividade lipasica foi determinada segundo o método proposto por Yang et al.
(2002), por meio da incubagdo do filtrado de cultura em meio tamponado com substrato
de p-nitrofenil palmitato 0,5mM. Este foi inicialmente solubilizado em DMSO e
posteriormente diluido 20 vezes em tampao Mcllvaine pH 7,0 em presenca de triton X-
100 a 0,5%. A fim de compor o volume reacional, 0,1 mL da enzima propriamente
diluida em tampao Mcllvaine pH 7,0 foram adicionados a 0,9 mL do substrato. Em
intervalos de tempos pré-estabelecidos, a reagdo foi interrompida pela adicdo de

tetraborato de sddio e a leitura da absorbancia realizada em espectrofotometro a 405 nm.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Além da quantificacdo desta atividade, a determinagdo dos teores de proteinas
intra e extracelulares foi realizada, de acordo com o método colorimétrico de Bradford
modificado, utilizando a soro albumina bovina como padrio (SEDMAK e

GROSSBERG, 1977).

Microrganismo e Condi¢des de Cultivo

A linhagem de F oxysporum empregada neste estudo pertence a cole¢do de
microrganismos do departamento de Ciéncias Bioldgicas da Unicentro, Guarapuava-
PR, a qual foi isolada a partir de 6leo contaminado.

Inicialmente, o fungo F. oxysporum foi cultivado em meio solido de Vogel
(1956), contendo 1,5 % de glicose e 1,5% 4agar, mantido a uma temperatura de 28 °C,
durante sete dias para produgdo de esporos. Apos este periodo, os conidios foram
suspensos em agua destilada esterilizada, sendo a suspensao filtrada em 1a de vidro
estéril para a remocdo dos fragmentos de hifas e suas concentragdes ajustadas em
camara de Neubauer para 1,0 x 107 esporos/mL. Um mililitro desta suspensdo foi
inoculado em frascos Erlenmeyersde 125 mL, contendo 25 mL de meio liquido de
Vogel, em pH 6,5, suplementados com 1% de azeite de oliva. Apds o crescimento em
meio liquido por 5 dias, as culturas foram filtradas a vacuo em funil de Biichner. Desta
forma, os filtrados do meio de cultivo livre de células e oo micélio foram obtidos, os
quais foram utilizados como fonte de enzimas e de proteinas intracelulares,

respectivamente.

Avaliacao de diferentes fontes de carbono na producao de lipases

Afim de avaliar o potencial de inducdo de lipases, 34 substratos incluindo fontes
de carbono puras e residuos agroindustriais foram testados. O fungo foi cultivado em
meio solido de Vogel suplementado com 1% das diferentes fontes de carbono, a 28°C,
por 7 dias.

Otimizagao da Producao de lipases utilizando o DCCR e a MSR, empregando-se a casca

de butid como substrato.
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Com o intuito de elevar os niveis de lipases produzidas por F. oxysporum, as
condigdes de cultivo foram avaliadas por meio do empregodo DCC e as respostas das
atividades de lipases foram analisadas pela MSR. Os experimentos foram realizados por
23 fatorial: concentracdo do casca de butia [S], pH do meio de cultivo [pH] e tempo de
incubagdo (T), com cinco niveis, gerando 18 combinagdes de tratamentos com trés
amostras no ponto central e seis pontos axiais. A corrida 19 foi utilizada como validagao
interna nos modelos quadraticos gerados, realizada em triplicata.

Os dados apresentados foram ajustados de acordo com a seguinte equacao

polinomial de segunda ordem (equagao 1):

Y =By + Brx; + Baxy + Paxs + !gnxlz + 522}522 + }333353? + BraX1 %5 + Bi3X X3
+ Baaxaxs +€ (1)

Onde Y ¢ a resposta prevista; fy representa a intersecdo; fi, f» € f3 s@o os
coeficientes lineares, f11, [ € f33 sdo os coeficientes quadraticos; f12, fi3 € f23 Sa0 0s
coeficientes de interacdo e xj, x; € x3, sdo as variaveis independentes, concentragdo do
residuo [S], tempo de incubacao (T) e pH, respectivamente. O termo € representa o erro
experimental.

A andlise de variancia (ANOVA) e as superficies de resposta para os
experimentos de otimizacdo foram gerados pelo programa STATISTICA versao 8.0
(StatSoft, USA).

Caracterizagao Enzimatica

A fim de estabelecer a temperatura 6tima das lipases produzidas nas condigdes
Otimas previamente selecionadas, a atividade enzimatica foi avaliada em uma faixa de
temperatura de 25 °C a 70 °C, em intervalos de 5 °C, em tampao Mcllvane pH 7,0. O
pH otimo da atividade enzimatica foi avaliado em tampao Mcllvaine na faixa de pH de
3,0 a 6,5, em intervalos de 0,5 unidades, sob temperatura Otima previamente
estabelecida.

A estabilidade térmica das lipases produzidas por F oxysporum foi determinada
apos incubacdo do extrato bruto a 45 °C, 50 °C e 55 °C, em diferentes intervalos de
tempo, em pH otimo. A fim de avaliar a estabilidade enzimatica frente ao pH, o extrato
bruto diluido (1:2 v/v) em tampao Mcllvane foi incubado em diferentes valores de pH
(3,0- 8,0) a 4 °C. Apds 24 horas, a atividade residual das lipases foi determinada como

descrito previamente.
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O efeito de alguns ions nas concentragdoes de 2 mM e 10 mM sobre a atividade
lipasica foi verificado. A estabilidade em solventes organicos e surfactantes tambem foi
avaliada ap0s a incubagdo a 4 °C, por 1 h, e agita¢do a cada 15 min. Dentre os solventes
avaliados podem ser citados o glicerol, DMSO; metanol; etanol; acetona; 1-propanol;
octano; butanol; tolueno; xilol; hexano, todos nas concentragoes de 20-80%.
Posteriormente, as reacdes enzimaticas foram conduzidas nas condicdes Otimas

previamente estabelecidas.

Atividade de esterificacao

A atividade de esterificagdo foi avaliada segundo a metodologia de Menocin et
al., (2010) modificada, utilizando oleos de diferentes fontes como substrato. Para tal,
100uL do filtrado bruto, 900 uL de tampao Mcllvaine pH 7,0 ¢ 4 ml de diferentes 6leos
foram incubados a 55°C por 1 hora, sob agitagdo constante. Essa reagdo foi paralisada
utilizando-seuma solucdo de acetona/etanol na propor¢cdo 1:1. A atividade de
esterificacdo foi medida pela titulagdo de acidos graxos liberados com uma solugao de
NaOH (0,05 mol/L), usando-se a fenolftaleina como indicador. A determinacdo da

atividade enzimatica foi realizada de acordo com a seguinte equagao:

_ (Vn—Vh)M
©= t. e

Onde

Ae= atividade de esterificagdao (U/mL)

Vn= volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra (mL)
Vb= volume da amostra usada na reagcdo(mL)

M= Concentracao de NaOH em mol/L

t=tempo de reagao

vc= volume de enzima utilizado(mL)
Resultados e Discussao

Estabelecimento da melhor fonte indutora da produgao de lipases por F. oxysporum

Com o proposito de induzir aproducdo de lipases pelo fungo F oxysporum,
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diferentes fontes de carbono ricas em acidos graxos foram testadas (Tabela 1). O
substrato azeite de oliva foi utilizado como referéncia, demonstrando ser 6timo indutor
da referida enzima (12,16 U/mL). Ainda, dentre as fontes avaliadas, a casca de butia ¢ o
soro de queijo também apresentaram bom potencial de induc¢do de lipases, obtendo-se
uma produgdo correspondente a 17,45 U/mL e 10,63 U/mL. A maior atividade
especifica foi obtida por meio da utilizacdo do soro de queijo, correspondendo a 810,66
U/mg proteina. O melhor crescimento fingico, evidenciado pela quantidade de
biomassa produzida, foi verificado quando a linhagem de F. oxysporum foi crescida em
presenca de acido palmitico, correspondendo a 0,232 mg proteina. Bons niveis de
atividade também foram obtidos quando a borra de café, o sabdo, o dleo de motor
usado, a casca de abacate e a casca de café foram empregadas como substratos
indutores. As demais fontes avaliadas ndo foram capazes de induzir niveis significativos
de lipases pelo referido fungo.

Ressalta-se, aqui, que bons niveis de lipases foram alcangados quando a casca de
butia foi empregada como tUnico constituinte do meio de cultura, o que acarreta uma
diminuicao dos custos de produgdo destas enzimas. Na regido sul do Brasil, o género
Butia destaca-se dentro da familia botanica Arecaceae (Palmae), apresentando espécies
de valor ecologico, economico e industrial. Esse género ¢ representado principalmente
pelas espécies de Butia odorata, Butia capitata, Butia paraguayensis e Butia yatay, as
quais sao produtoras de frutos que sao consumidos in natura, ou que sao processados e
transformados em sucos, licores, mousses, bombons e sorvetes (BUTTOW et al., 2009;
FONSECA, 2012). Até o presente momento, relatos acerca do uso de espécies de B.
odorata ou de B. capitata como substratos na produ¢do de lipases ou de outras enzimas
microbianas sdo inexistentes. Nesse sentido, a produ¢do de lipases empregando-se a
casca de butid & particularmente interessante, visto que sua utilizagdo racional de
espécies nativas por meio de seu manejo sustentdvel pode contribuir para a
preservacdo dessa espécies, além de poder gerar renda para os pequenos agricultores
(NAZARENO, 2013).

Dentro da familia Aracaceae, destaca-se o género Elaeis pelo uso do 6leo de
dendé, ou o6leo de palma, bem como os residuos de seu processamento na producgdo de
lipases por fungos dos géneros Arpergillus, Penicillium, Geotricum e Fusarium
(FEITOSA et. al., 2010; SHIN et al., 2010; YOO et al., 2011; NWUCHE; OGBONNA,
2011; TALUKDER et al, 2013). Segundo Ramos et al. (2011), o dleo de palma

apresenta como seu principal constituinte o &cido palmitico, justificando-se, desta
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forma, a alta atividade de lipasica verificada nesse substrato. Ainda, outros residuos
agroindustriais ou substratos puros s3o utilizados na produgdo de lipases fungicas.
Fleuri e colaboradores (2014) avaliaram a produgdo de lipases por fungos dos géneros
Aspergillus, Fusarium e Penicillium empregando-se diferentes combinacdes de farelo
de trigo, farelo de soja e bagaco de cana. Esses autores obtiveram maiores niveis de
atividade quando Aspergillus sp. foi crescido em farelo de soja e bagago de cana,
apresentando uma atividade correspondente a 11,1 U/mL. J& Quadros et al., (2009), ao
utilizarem 4gua de maceracdo de milho suplementada com o6leo de cozinha usado,
atingiu niveis de produgdo de lipases por uma outra linhagem de F oxysporum
correspondentes a 15 U/mL. Almeida et al. (2013), ao avaliarem a produgdo de lipases
pela levedura Candida viswanathii, determinaram que 58,5 U/h foram obtidas quando o
azeite de oliva foi empregado como substrato. Rifaat e colaboradores (2010) obtiveram
resultados semelhantes ao presente estudo em relagdo a produgdo de lipases por uma
outra linhagem de F. oxysporum (16 U/mL), em fermentagao submersa. Maldonado e
colaboradores (2014) reportaram o crescimento de F oxysporum em meio liquido
contendo 6leo de soja como indutor de lipases. Nesse estudo, dentre todos os outros
fungos pesquisados, esta espécie foi quem apresentou menor potencial lipolitico, com

uma producdo correspondente a3,38 U/mL.

Caracterizagao da casca de butia por infravermelho

Os picos caracteristicos das funcdes organicas presentes no casca de butid
podem ser visualizados na Figura 1. Os principais picos e bandas observadas nestas
amostras foram dispostos na Tabela 2, em que ¢ possivel visualizar os grupos funcionais
e suas respectivas faixas espectrais. A identificacdo destes grupos funcionais em fungao
de seus nimeros de onda foi baseada no trabalho de Lopes e Fascio (2004). Os niimeros
de onda referentes aos picos dos grupos funcionais dos compostos organicos presentes
em amostras de casca de B. odorata sdo caracteristicos de biomoléculas como:
proteinas, carboidratos, triglicerideos e outros. Os grupos funcionais 4lcoois e amidas
sio referentes aos aminoacidos presentes nas proteinas. Alcool e outros grupos
funcionais como éter estdo presentes nos carboidratos. As carbonilas de éster sdo os
grupos funcionais que estdo presentes nos triglicerideos constituintes da casca de B.
odorata. Evidencia-se, portanto, a quantidade expressiva de grupos ésteres presentes na

casca de butid, justificado assim, a inducdo das lipases produzidas pelo fungo K
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oxysporum. As interpretacdes de outros picos menos expressivos no espectrograma ¢

muita complexa e, por esta razdo, estes nao foram analisados.

Otimizagao da producdo de lipases empregando-se a casca de butid como substrato

No presente estudo, a MSR foi utilizada como ferramenta matematica e
estatistica para o estabelecimento das condigdes otimas para producgdo de lipases pelo
fungo F. oxysporum. Por meio do emprego do delineamento composto central (DCC)
23, as interacdes entre os fatores concentracao do substrato(S), tempo de cultivo(T) e pH
do meio de cultivo(pH) foram avaliadas.

A linhagem de Foxysporum foi cultivada em fermentacdo submersa utilizando
casca de butid como substrato, em virtude dos elevados niveis de lipases obtidos por
meio da utilizacdo desse substrato. Os valores reais e codificados, bem como os
resultados obtidos no planejamento experimental estao apresentados na Tabela 3, onde
os tratamentos de 1 a 18 fazem parte do delineamento experimental, enquanto a corrida
19 refere-se a validacao interna do modelo.

A atividade lipasica foi expressa pela equacao 2, levando-se em consideracao
apenas os termos significativos, onde os dados foram analisados por regressao linear

multipla:

Atividade lipésica(Farelo casca de Butid): 22,20 + 2,855 — 2,30pH — 4,64pH?  (2)
— 4,36t — 7,645pH + 2,29pHt

Onde S, ¢ a concentracdo do substrato; pH do meio de cultivo; e t ¢ o tempo de
cultivo. Por meio da Tabela 3, constata-se que o modelo para a atividade lipasica foi
significativo (p<0,05). Considerando-se o teste F, o modelo foi preditivo, sendo que o
valor de F calculado foi maior que o F tabelado. O coeficiente de determinagdo R? de
0,7768 demonstrado na Tabela 3 indica que 77,68% da variabilidade dos dados pode ser
explicada pelo modelo utilizado. Considerando-se experimentacdes biologicas, o
coeficiente de determinacdao R? demonstrou ser um 6timo valor.

Na tabela 3, os coeficientes de regressao também podem ser observados, onde o
p-valor indica a significancia dos coeficientes. Nota-se que os termos lineares das
varidveis independentes pH e concentracdo do casca de buti4d(S) foram significativos,

enquanto que a varidvel tempo demonstrou ndo ser significativa pois o seu pvalor ficou
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acima do esperado (pvalor <0,5). Para os termos quadraticos, a concentracdo da casca
de butia(S) nao demonstrou ser significativa, enquanto que para os termos pH e tempo
os valores foram significativos, demonstrando a influéncia destes fatores na producao de
lipases.

Dessa forma, verifica-se que em relagdo a producdo de lipases pelo fungo F
oxysporum, a variavel mais importante foi a interagdo entre a concentracdo da casca de
butia(S) com o pH de cultivo (pH), seguida pelo pH quadratico (pH?). Baseando-se no
modelo experimental destacado e como evidenciado na Figura 2, as condig¢des
estabelecidas como oOtimas para a producdo de lipases fungo F. oxysporum foram
concentracdo da casca de butia 2,9%, pH de cultivo 4,2 e tempo de cultivo de 4,4 dias
(corrida 5).

Os niveis de producdo de lipases obtidas no presente estudo (35,82 U/mL) sdo
superiores aqueles obtidos por Papagora et al, (2013). Nesse estudo, o fungo
Debayomeces hansenii foi cultivado em meio liquido por 72 h, a 30°C, em condigdes
pré-estabelecidas. Para o delineamento central composto foram avaliados 3 fatores:
concentracgdo de glicose, concentracao de azeite de oliva e pH do meio de cultivo. Como
resultado, a concentragdo da glicose e do azeite de oliva foram mais significativos em
relacdo a producdo da referida enzima. Apos a otimizagao por meio do emprego do
DCC, os niveis de lipases alcangados foram 10,12 U/mL.

O fungo filamentoso Fusarium solani, isolado de efluentes de laticinios da India
por Kammani et al. (2013), foi avaliado quanto a produgao de lipases, empregando-se a
MSR. Esses autores verificaram que a produgdo de lipases atingiu niveis maximos
correspondentes a 73,3 U/mL, ao empregar 1% de azeite de oliva como substrato,
suplementado com 5,5 g/L de sulfato de amoénio e 0,1 g/L de carbonato de célcio. Nos
estudos de Oliveira et al. (2014), a atividade lipasica do fungo Fusarium sp. foi também
otimizada. Por meio da determinagdao dos melhores constituintes do meio de cultivo, a
saber, concentracdo de gordura de frango (15.0 mL/L), sulfato de aménia (4.5 g/L) e
Triton X-100 (15.0 g/L), um aumento na atividade de 87,27% foi verificado.

A validagdo interna do modelo para otimizacdo das lipases produzidas por F.
oxysporum foi realizada. As condi¢des relatadas acima na corrida 5 foram repetidas em
triplicata e os indices de atividade lipasica foram utilizados para a modelagem a partir
das equagdes quadraticas geradas pela MSR. Na validacdo do modelo, atingiu-se uma
média de atividade de 33,29 U/mL,enquanto que o obtido inicialmente pelo modelo

correspondeu a 28,27 U/mL. Desta forma, uma recuperagdo equivalente a 117,74% foi
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atingida.Essa alta recuperacdo demonstra a adequacdo do modelo gerado, indicando que
esse tipo de modelagem matematica pode ser aplicado como forma de otimizar a

producdo de enzimas microbianas, de uma maneira geral.

Caracterizagdo bioquimica das lipases produzidas por F. oxysporum

Determinacdo do pH e da temperatura otimos de atuagdo e estabilidade frente a

temperatura e a diferentes valores de pH

A caracterizacgdo de lipases produzidas por microrganismos ¢ uma etapa crucial,
uma vez que podem determinar o segmento industrial em que a enzima estudada podera
ser aplicada (HASAN et al., 2009; LI e ZHONG et al., 2010).

Por esta razdo, a temperatura 6tima de atuacdo das lipases produzidas por F
oxysporum foi estabelecida. Por meio da Figura 3 A-B, verifica-se que as lipases
apresentaram atividade otima a 45-50 °C. Em relacao a termoestabilidade,as lipases de
FE oxysporum foram bastante estaveis a 45 °C, apresentando uma meia vida (T,) em
torno de 75 minutos. Relativa estabilidade tambem foi verificada a 50°C, onde a meia
vida em torno de 40 minutos foi observada. Entretanto, estas enzimas apresentaram uma
baixa estabilidade a 55v°C (T, de 17 min).

Semelhantemente a este estudo, as lipases produzidas por Trichosporon
coremiiforme apresentaram atividade o6tima a 50°C, mantendo-se estaveis de 30 a 50°C
(LAACHARI et al., 2013). Resultados semelhantes também foram obtidos por Ulker e
colaboradores (2011), ao estudarem as lipases produzidas por Trichoderma harzianum,
as quais apresentaram atividade otima a 40°C e estabilidade entre 20 e 40°C. Em
contrapartida, lipases que exibem atividade otima e estabilidade em temperaturas
extremas, oriundas de microrganismos psicrofilos ou termofilos, tém sido reportadas
(FUCINOS et al., 2005; MHETRAS et al, 2009). A levedura Candida antarctica
produziu duas isoformas da enzima (A e B), as quais se mantiveram estaveis a 60°C
(YAO et al. 2011; DIMITRIJEVIC et. al., 2012). Lipases ativas em temperaturas baixas
foram relatadas por Cai e colaboadores (2009), produzidas pelo fungo Geotrichum sp.
SYBCWU-3. Neste estudo, as isoformas LipA e LipB apresentaram como temperaturas
6timas de atuacdo 20 °C e 15 °C, respectivamente, permanecendo estaveis a 20°C.

O efeito do pH sobre a atividade das lipases produzidas por F oxysporum foi
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avaliado na faixa de pH 3,0-9,0, em intervalos de 0,5 unidades (Figura 4 A-B). Uma
maior atividade foi detectada em pH 7,5, sendo estas enzimas estaveis na faixa de pH
entre 5,5-7,5, onde aproximadamente 80% de sua atividade inicial foi verificada.

Nos estudos de Santos et al. (2012), as lipases provenientes de uma outra
linhagem de £ oxysporum apresentaram atividade 6tima em pH 8,5 e foram estaveis em
pH 6,5. Ja as lipases produzidas por Peniciullium sp. e Geotrichum sp.apresentaram
estabilidadena faixa de pH 5,5-7,5 (CARVALHO et. al., ,2005). Contrariamente a estes
resultados, as lipases produzidas por Aspergillus niger exibiram sua atividade 6tima em
pH 6,0, bem como foram mais estdveis neste valor de pH (FALONY et al., 2006).
Ainda, a levedura Yarrowia lipolytica NCIM 3639 se mostrou estavel e exibiu atividade

6tima em pH 4cido 5,5 (SATHISH YADAV et al., 2011).

Efeito de ions e de outras substancias sobre a atividade das lipases de F._oxysporum

Dados na literatura evidenciam que algumas lipases sao dependentes de alguns
ions metalicos ou de outras substancias ativadoras. A estabilidade destas enzimas frente
a estas substancias ¢ frequentemente averiguada, uma vez que as mesmas podem estar
presentes em determinados processos industriais. Normalmente, diferentes
concentragdes sdo utilizadas, visto que a interagdo entre o sitio catalitico da enzima com
seu respectivo substrato pode aumentar a formag¢ao do produto da hidrélise, ou mesmo
diminuir. Outras substancias como solventes e surfactantes também sao comumente
avaliados nesse sentido (HASAN et al.,, 2010; SHARMA et al.,, 2001; SHARMA;
KANWAR, 2014; TREICHEL et al, 2009). Quando as lipases sdo estaveis em
diferentes substancias, existe a possibilidade de sua aplicacdo em diferentes segmentos
industriais, comonas reagdes de transesterificagdo, na sintese de ésteres ¢ na resolucao
de racémicos (GUPTA et al., 2007; 2009).

Ao avaliar a Figura 5, nota-se que as lipases de F. oxysporum apresentaram uma
ativagdo mais pronunciada em presenca de -mercaptoetanol a 10 mM, correspondendo
a 623,58%, seguida pelo fon Ca™a 10 mM, apresentando um aumento de 260,98% em
relagdo a sua atividade inicial. Similarmente ao presente estudo, a lipase produzida pelo
fungo Bulkhoidera sp. HY-10 foi 122% ativada em presenca de B-mercaptoetanol,
quando empregado em uma concentragdo de 1 mM (PARK et al, 2007). Em
contrapartida, Ugur et al, (2014) observaram apenas uma discreta ativacdo dof3-

mercaptoetanol  (108%) sobre as lipases produzidas por Streptomyces sp.
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Contrariamente, o 3-mercaptoetanol a 2 mM atuou como inibidor das lipases produzidas
por Pseudomonas aeruginosa SRT9, onde cerca de 87% de sua atividade inicial foi
verificada (BORKAR et al., 2009).

A ativagdo por P-mercaptoetanol observada no presente estudo pode ser
justificada pela prevencdo da oxidacdo dos grupos sulfidrila promovida por esta
substancia (NAWANI et al., 2006; BEITEL e KNOB, 2012), a qual permite sugerir que
residuos de cisteina estejam presentes no sitio ativo das lipases de F. oxysporum.

Ulker e colaboradores (2011) verificaram uma ativagdo de 25% das lipases
produzidas por 7. harzianum IDMI14D em presenca dos ions Ca™ a 1 mM.
Similarmente, nos estudos de Yu e colaboradores (2009) os fons Ca™* foram capazes de
ativar 24%as lipases produzidas por Rhizopus chinensis. A ativagdo da lipase de F
oxysporum pelo Ca™pode ser explicada pela estabilizagdo desses fons na estrutura da
enzima. Ainda, sugere-senovamente a importancia dos residuos de cisteina para a
funcio catalitica desta enzima, uma vez que os fons Ca’> normalmente conferemuma
protecao dos grupos tiol (ALMEIDA et al., 2013).

Por meio da figura 5, observa-se ainda que as enzimas de F. oxysporum foram
inibidas pelo EDTA, Mg™ ¢ Cu'™. Ao avaliar a estabilidade de lipases produzidas por
Pseudomonas aeruginosa SRT9, Borkar et al. (2009) constataram que o EDTA
empregado a uma concentracdo de 5 mM foi capaz de inibir fortemente as enzimas
produzidas, observando-se uma atividade residual de35%. Similarmente, nos estudos de
Enujiugha (2009), as lipases produzidas por Tetracarpidium conophorumtambém foram
inibidas pelo EDTA. A partir da inibigdo por EDTA verificada, sugere-se que cofatores
sdo necessarios para a atividade da enzima. Adicionalmente, verifica-se que as enzimas
de F. oxysporum foram inibidas pelo citrato de sodio. Contrariamente, o citrato de sodio
foi capaz de ativar as B-xilosidases produzidas Penicillium sclerotiorum (KNOB et al,
2011). O citrato de so6dio ¢ um composto quelante, o qual tem a capacidade de
"aprisionar" alguns ions divalentes como Mn"?, Mg e Ca" essenciais para a atividade
catalitica da enzima. Quando o citrato de sddio "quela" um ion que exerce a fungdo de
cofator da enzima, ocorre a diminuicdo da afinidade do substrato pela enzima,
reduzindo, portanto,sua atividade. Especificamente neste caso, o citrato deve estar

atuando sobre o Ca>*, o qual foi estabelecido como cofator das lipases de £ oxysporum.

Efeito de surfactantes sobre as lipases de F. oxysporum
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O efeito de diferentes surfactantes sobre a atividade lipasica esta apresentado na
Figura 5B. O agente cationico CTAB foi capaz de ativar a atividade enzimdtica na
concentragdo de 0,1%. Entretanto, quando empregado em maiores concentragdes,um
efeito inibidor sobre a atividade enzimatica foi constatado. Nos estudos de Salameh e
Wiegel (2010), as lipases alcalinas produzidas por Thermosyntropha lipolytica foram
inibidas por CTAB nas concentracdes de 2-10 mM, exibindo atividades inferiores a
15% em relagdo sua atividade inicial.No entanto, outros estudos demonstram que o
CTAB ¢ capaz de promover a ativi¢do de lipases. De acordo com Alfani et al. (2000), o
efeito ativador pode ser explicado pela mudanca conformacional que este agente
promove na enzima, chamado de "micelas reversas", o qual ¢ responsavel pelo aumento
na afinidade da enzima pelo substrato.

As lipases de F. oxysporum também foram ativadas pelo surfactante anionico
SDS a 0,5%, o qual promoveu um aumento de 215,81% em sua atividade inicial.
Resultados similares foram obtidos por Silva et al. (2005) e por Salameh et al. (2010),
em que o agente SDS foi capaz de ativar as lipases produzidas Metarhizium anisoplinae
e T. lipolytica, respectivamente. Essa ativagdo pode ser explicada pela ligagao do SDS
aos componentes do sitio ativo, promovendo, desta forma, a exposicao desta regido ao
substrato. Ainda, o efeito ativador promovido pelo SDS evidencia que as interagdes
hidrofébicas ndo determinam a mudanga conformacional da enzima (SALAMEH et al.,
2010). Em contrapartida, a maioria dos estudos demonstra a inibicdo de lipases
microbianas pelo agente SDS (MATEOS DIAZ et al., 2006; XIA et al, 2011;
ALMEIDA et al., 2013).

A inibi¢do da atividade lipasica de F. oxysporum foi promovida pelos agentes
Tween 20 e Tween 80, onde apenas cerca de 60% de sua atividade inicial foi observada.
Similarmente, as lipases produzidas por F. oxysporum foram inibidas pelo Tween 40 e
80, nos estudos conduzidos por Prazeres et al. (2006). Nesse caso, o melhor ativador da
enzima foi o Triton x-114. Contrariamente, nos estudos de Liu et al. (2009), as lipases
de F solani apresentram uma Otima estabilidade frente a esses mesmos compostos.

Os surfactantes apresentam a capacidade de reduzir a superficie e a tensdo
superficial dos fluidos que ndo apresentam afinidade com a 4gua. Este fato os torna
capazes de aumentar a solubilidade, mobilidade, disponibilidade, e subsequente
degradacdo de compostos organicos hidrofobicos ou insoltiveis (SINGH et al., 2006). A
excelente estabilidade apresentada pelas lipases de F. oxysporum frente ao detergente

SDS sugere o potencial de aplicagdo dessas enzimas em industrias de detergentes.
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Estabilidade das lipases de F._oxysporum frente a diferentes solventes

A atividade lipasica ¢ fortemente influenciada pela polaridade dos solventes
organicos, os quais podem conduzir ou ndo a desnatura¢do da proteina. Dentre os
solventes avaliados, evidencia-se a estabilidade das lipases de F. oxysporum frente ao
hexano na concentracdo de 20% (Tabela 4), o qual foi capaz de promover uma ativagao
correspondente a 129%. Resultados semelhantes foram obtidos por Coradi et al., (2012),
ao avaliarem o efeito do hexano sobre as lipases provenientes de uma outra linhagem de
FE oxysporum. Neste estudo, as enzimas mantiveram-se estdveis em n-hexano na
concentracdo 100%. J4 Maia et al. (1999) observaram um aumento consideravel na
atividade lipasica de F solani FS1 em hexano 40%, correspondente a 170%. Outros
trabalhos na literatura também reportam o n-hexano como ativador de lipases
(ADNANI et al, 2010; SANCHEZ-OTERO et al., 2010; RAMOS et al., 2011). A
ativacao de lipases pelo hexano ¢ discutida por Rapp e colaboradores (1995) e tem sido
explicada pela propriedade de emulsificacdo que esse solvente apolar apresenta. Por se
tratar de um composto imiscivel em agua, ele promove um melhor contato entre a
enzima e osubstrato.

Ainda, por meio da Tabela 4, verifica-se que as lipases de F. oxysporum foram
inibidas em presenga de metanol a 80%, exibindo apenas 22,53% de sua atividade
inicial em presenca deste composto. Essa inibicdo deve-se ao fato de que,por ser um
solvente polar, o metanol ¢ capaz de remover a agua de solvatagdo da estrutura
enzimatica, promovendo uma desestabilizacdo da enzima, a qual resulta na
diminui¢dode sua atividade (NAWANI et al., 1998; CASTRO-OCHOA et al., 2005;
GUNCHEVA e ZHIRYAKOVA, 2011). Similarmente, ao avaliar a estabilidade de
lipases produzidas por Burkholderia glumae frente a diversas substancias, Santambrogio
e colaboradores (2013) verificaram que a atividade enzimatica foi diminuida em
presenca de metanol nas concentragdes de 50-70%. Contrariamente a esses resultados,
Almeida e colaboradores (2013) constataram que o metanol nas concentracdes del% e

10% nao influencia a atividade lipasica de C.viswanathii.

Atividade de transesterificacao
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A principal funcdo das lipases ¢ sua capacidade de hidrolisar triacilgliceréis de
cadeia longa. Porém duas outras fungdes também sdo destacadas, a de esterificacdo e
transesterificagdo. Varios processos industriais utilizam essa capacidade para a sintese
de 4cidos graxos livres, que sdo usados em diferentes compostos. Na presente pesquisa,
a capacidade de transesterificacdo pela lipase produzida por F. oxysporum foi avaliada
(Figura 6).

Nota-se que atividade de esterificacdo das lipases de F. oxysporum foi
observada sobre todos os oleos avaliados. Entretanto, maiores niveis de atividade
lipasica foram obtidos quando o 6leo de andiroba foi empregado como substrato,
correspondendo a 26,88 U/mL. Esse resultado pode ser explicado muito provavelmente
devido a sua constituicdo do 6leo de andiroba, o qual, segundo Teixeira (2012), ¢é
composto por 48,19% de 4cido oléico; 28,81% de 4cido palmitico; 10,59% de acido
oléico; 8,93% de acido estearico e outros 3,48% respectivamente. Até o presente
momento, o uso de dleo de andiroba em processos de transesterificagao ou esterificagao
via enzimaticanao foi descrito na literatura. Porém, a viabilidade de seu uso para a
producdo de ésteres etilicos e metilicos a fim de serem empregados na obtencao de
biodiesel por hidrolise quimica foi reportada em alguns estudos previamente realizados
(TEIXEIRA, 2012; SILVA, 2005).

Normalmente, a atividade de esterificagdo por lipases fungicas tem sido
evidenciada sobre outros substratos, como o 6leo de palma (SHRIMAN et al, 2010) e
6leo de soja (OLIVEIRA et al., 2014). A avaliacao da capacidade de esterificacdo ¢ um
dado importante na caracterizacdo das lipases microbianas. Essa caracteristica permite
que as enzimas sejam empregadas em diversos setores industriais,incluindo sua
aplicagdo na industria alimenticia (SHARMA et al., 2001; KIM et al., 2006; LARIOS et
al., 2004; CARVALHO et. al., 2005);de quimica fina; na produ¢do de biodiesel, entre
outras (BAJAJ et al., 2010; MESSIAS et al., 2011).

Conclusoes

No presente estudo, elevados niveis de lipases foram produzidos por F
oxysporum quando cultivado em casca de butia, uma fonte de carbono alternativa, até
entdo ndo relatada na literatura na produgdo de enzimas microbianas. As lipases de F.
oxysporum apresentam propriedades bioquimicas interessantes, como estabilidade em

pH neutro/alcalino e termoestabilidade a 45°C. Ainda, foram estaveis em presenca de
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diferentes substancias como ions, surfactantes e solventes orgénicos, sugerindo a
viabilidade de sua aplicagdo na industria de detergentes. O modelo experimental
demonstrou ser uma ferramenta essencial, a fim de estabelecer as melhores condigdes
de cultivo fingico para a producdo enzimatica. Adicionalmente, a atividade de
esterificagdo das lipases de F oxysporum sobre o Oleo de andiroba sugere a
aplicabilidadedestas enzimas no processo de obtencdo de biodiesel, a partir deste

substrato.
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Tabela 1— Avaliacdo da influéncia de diferentes substratos a 1% sobre a produgdo de

lipases e sobre o crescimento de F. oxysporum.

U/mL Proteina Intracelular Atividade especifica
Substrato (mg/mL)
Butia 17,45+0,001 0,073+0,002 810,66+44,09
Azeite de oliva 12,16+0,001 0,132+0,001 872,5+35,57
Soro de queijo 10,63+0,004 0,034+0,003 4831,8+132,5
Borra de café 8,85+0,005 0 983,33+88,93
Sabiao 8,440,005 0,081+0,003 3125,92492,36
oleo de motor usado 6,12+0,005 0 1912,5+132,75
Casca de abacate 6,04+0,0005 0,028+0,005 355,29+10,46
Casca de café 4,19+0,003 0 465,55+36,16
Acido Palmitico 3,00+0,003 0,232+0,002 779,41+27,06
Acido Miristico 2,99+0,002 0,045+0,005 259+36,16
Mamona 2,65+0,001 0 119,414+33,4
Farelo de coco 2,59+0,003 0,071+0,003 500+3,5
Acido Estearico 2,59+0,003 0 504,76+13,23
Cera de abelha 2,03+0,004 0 5,14+7.95
Casca de kiwi 1,75+0,002 0 11,5+5,77
_ Acido Léurico 1,210,002 0 9,30+3,4
Oleo de cozinha usado 1,06+0,002 0 5,68+61,93
Casca de Goiaba 0,072+0,005 0 28,66+0,26
Coentro em po 0,069+0,005 0 13,22+0,33
Glicerina 0,067+0,002 0 16,154+0,21
Farelo de canola 0,050+0,007 0 0,72+0,36
Oleo de Motor 0,043+0,004 0 19,28+3,31
Casca de manga 0,041+0,003 0 11,81+0,39
Residuo de enlatados 0,042+0,001 0 3,54+1,02
Casca de arroz 0,027+0,008 0 2,33+1,79
Coentro em grao 0,031+0,001 0 1,38+0
Casca de péra 0,022+0,006 0 1,56+0,42
Hortela 0,018+0,002 0 2+0,1
Casca de maracuja 0,018+0,001 0 7,5+£0,12
Farelo de Malte 0,017+0,002 0 0
Semente de Abobora 0,015+0,001 0,99+0,008 345,3333+0,095
Casca de caqui 0,012+0,002 0 830,5556+0,42
Casca de soja 0,010+0,002 0,0213+0,001 468,750
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Figura 1 - Espectro de infravermelho médio para as amostras de farelo de casca Butia
(Butiaodorata). As flechas apontam para os numeros de ondas de cada respectivo grupo

organico funcional.
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Tabela 2 - Principais grupos funcionais presentes no farelo de casca Butid
(Butiaodorata) e suas faixas espectrais experimentais, por meio de infravermelho no
modo DRIFTS.

Grupos funcionais Faixas espectrais experimentais (cm™)

C-0 alcool (F) ou C-O éter (F) 1.032,5
C-O élcool (F) 1.240,5-1.316,0

C-O élcool (F) 1.362,0
CHj; de alcanos (m) 1.452,5
C=C (ArH) (m) 1.521,5
Carbonilade éster (F) 1.733,5
Carbono sp3 (m) 2.874,0
Amida secundaria (m) 3.653.0

(F) = intensidade forte, (m) intensidade média e (ArH) hidrogénio ligado ao anel aromatico



Tabela 3 - Condigdes experimentais e resultados do planejamento experimental para

producdo de lipases por F. oxysporum.

Valores reais (codificados)

Corrida Substrato (%) pH Tempo (dias) Atividade Lipasica
(U/mL)
1 1,1 (-1) 4,2 (-1) 4,4 (-1) 6,09 £0,245
2 1,1(-1) 42 (-1) 8,6 (1) 9,34+0,298
3 1,L1(-1) 7,8 (1) 4,4 (-1) 9,38+0,704
4 1,L1(-1) 7,8 (1) 8,6 (1) 18,23+0,451
5 2,9 (1) 4,2 (-1) 4,4 (-1) 35,8240,813
6 2,9 (1) 4,2 (-1) 8,6 (1) 30,09+0,390
7 2,9 (1) 7,8 (1) 4,4 (-1) 4,95+0,298
8 2,9 (1) 7,8 (1) 8,6 (1) 11,98+0,451
9 0,5 (-1,68) 6,0 (0) 6,5 (0) 19,02+0,983
10 3,5 (1,68) 6,0 (0) 6,5 (0) 18,50+0,983
11 2,0 (0) 3,0 (-1,68) 6,5 (0) 3,94+0,074
12 2,0 (0) 9,0 (1,68) 6,5 (0) 7,060,314
13 2,0 (0) 6,0 (0) 3,0 (-1,68) 4,55+0,282
14 2,0 (0) 6,0 (0) 10,0 (1,68) 8,04+0,538
15 2,0 (0) 6,0 (0) 6,5 (0) 24,88+1,847
16 2,0 6,0 6,5 24,75+0,225
17 2,0 6,0 6,5 20,19+0,225
18 2,0 6,0 6,5 20,19+1,579
19* 2.9 4,2 4,4 35,261,512

*Validagdo interna em triplicata
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Tabela 4 - Analise de variancia (ANOVA), coeficientes de regressdo de lipases
produzida por F oxysporum cultivado em casca de butid, e os valores de R? e F-valor.

Producio de lipases

Termos SQ GL QM F F tab
M 3480,36 9 386,71 42,97 2,13
R 1000,29 38 26,32
T 4480,65 47
Termos Coeficientes p-valor
Média/Intercep 22,201(x1,410) 0,000000
[S] 2,850(x0,764) 0,000548
[S]? 0,039(£0,794) 0,960758
pH -2,309(x0,764) 0,004181
pH’ -4,647(+0,794) 0,000001
T 1,411(x0,764) 0,071527
T? -4,365(+0,794) 0,000002
[S]xpH -7,646(0,998) 0,000000
[SIXT -1,351(+0,998) 0,182894
[pH]xT 2,296(+0,998) 0,026320

M = modelo; R = residuo; T = Total; SQ: soma dos quadrados; MQ: média dos quadrados; gl: grau de
liberdade; F: F calculado; F tab: F tabelado 5%; [S]: concentracdo do substrato; T: tempo; pH: potencial
hidrogenidnico. Os valores em negrito sdo estatisticamente significativos.
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Figura 2 - Superficie de contorno para a producao de lipases por F. oxysporum
cultivado em casca de butid; (A) interacdo pH x S;(B) interac¢do entre TxS e (C)

interacdo TxpH.

Tempo (Dias)

casca de butia (%)

%




114

Figura 3 - Efeito da temperatura(A) e termoestabilidade (B) das lipases produzidas pelo
fungo F. oxysporum.
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Figura 4 - pH 6timo de atuagdo (A) e estabilidade frente ao pH (B) das lipases
produzidas pelo fungo F. oxysporum.
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Figura 5 - Estabilidade das lipases produzidas por F. oxysporum frente a diferentes ions,
substancias(A) e surfactantes (B).
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Tabela 5- Efeito de diferentes solventes sobre a atividade lipasica de F. oxysporum.

Concentraciao
Solventes 20% 40% 60% 80%
Atividade Lipasica Residual (%)

CONTROLE 100+0,760 100+0,760 100+0,760 100+0,760
1-PROPANOL 68,93+1,070 39,45+2,740 30,61+1,210 29,02+0,200
ACETONA 79,81£2,950 69,16+0,260 55,32+0,600 53,74+0,60
BUTANOL 55,93+0,890 54,79+0,940 46,10+0,330 35,33+0,330
DMSO 66,890,700 50,59+0,380 34,15+0,880 31,03+0,580
ETANOL 97,64+1,280 80,78+1,320 50,31+0,930 44,35+0,830
GLICEROL 91,69+0,760 67,17+0,330 51,49+1,110 48,89+0,790
HEXANO 129.,25+0,870 97.99+0,290 80.82+0.630 63.65+1.150
METANOL 56.26+0.670 40.53+0.880 24 30+0.330 22 .534+0.430
OCTANO 82,95+0,160 70,48+0,730 64,46+1,630 54,42+1,550
TOLUENO 82,38+1,380 48,56+0,840 46,86+0,610 25,51+0,500
XILOL 90,70+1,800 86,97+1,960 86,32+0,380 53,28+1,260
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Figura 6- Atividade de esterificagdo frente a 6leos de diferentes origens pela lipase

roduzida por F oxysporum.
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6. Consideracoes finais

Dentre 54 linhagens fungicas isoladas a partir de ambientes distintos, a
levedura L1 eo fungo filamentoso F. oxysporum destacaram-se em relagdo ao seu
potencial lipolitico. A partir do emprego do DCCR e da MSR, elevados niveis de
lipases foram produzidos pela levedura L1 quando o residuo de queijo foi empregado
como substrato. Ainda, estas ferramentas estatisticas se mostraram eficientes em elevar
os niveis de lipases produzidas pelo F. oxysporum, quando a casca de butia foi utilizada
como uUnica fonte de carbono. As lipases de F. oxysporum exibiram caracteristicas
bioquimicas interessantes, como boa estabilidade frente a temperatura e a uma ampla
faixa de pH, bem como alta estabilidade frente a diferentes substancias, sugerindo seu
emprego na industria de detergentes. Ainda, a atividade de esterificacdo verificada sob o
6leo de andiroba sugere o emprego das respectivas enzimas no processo de producao de
biodiesel. Por fim, o emprego da casca de butia e do soro de queijo nos processos de
producdode lipases, além de possibilitar a obtencao de niveis elevados destas enzimas,
pode contribuir para a diminui¢ao dos custos de produgdo enzimatica, bem como evitar
problemas ambientais decorrentes de sua deposicdo inadequada no meio ambiente, no
caso do soro de queijo e na preservacdo da espécie através do manejo sustentavel, no

caso do Butia.
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