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PRODUCAO DE ENZIMAS LIPOLITICAS UTILIZANDO BACTERIA ISOLADA DE
SOLO COM HISTORICO DE CONTATO COM PETROLEO EM FERMENTACAO
SUBMERSA

Ingrid Cavalcanti Feitosa

Um dos incovenientes do ponto de vista econdbmico no uso de enzimas é a sua
disponibilidade comercial, apesar de serem altamente especificas e apresentarem alta
eficiéncia catalitica, normalmente ndo sdo empregadas em larga escala por serem altamente
sensiveis as variacfes do meio reacional. Faz-se necessario a busca de novas alternativas de
substratos e microrganismos para produzir enzimas lipoliticas com menor custo. O objetivo
do presente trabalho foi estudar a producdo de enzimas lipoliticas por bactérias em
fermentacdo submersa. Avaliou-se o efeito da concentracdo do indutor (6leo de coco), pH e
temperatura, tipo e concentracdo de surfactante (Tween 80, Triton X-100 e PEG 1500), pré-
purificacdo e secagem. Na obtencdo da enzima lipolitica a concentracdo de 4% (v/v) do 6leo
de coco promoveu a maior atividade enzimatica (3455 U/mL), ja a influéncia do pH e
temperatura foi observada utilizando planejamento fatorial 2> com 3 pontos centrais, sendo a
faixa entre pH 5,0 e 7,0 e temperaturas entre 30° e 37°C a que promoveu a maior atividade
lipolitica (4617 U/mL). Dentre os surfactantes utilizados, Tween 80 e Triton X-100 foram
mais efetivos na producédo da enzima (6882 U/mL e 7185 U/mL, respectivamente). Apos esta
selecdo, adotou-se um planejamento fatorial 2%, por meio do qual foi determinada que a
melhor concentracdo de surfactante foi de 1,0% (Triton X-100 de 7185 U/mL e Tween 80 de
6882 U/mL). Para a pré-purificacdo enzimatica foram testadas diferentes concentracdes de
saturacdo de sulfato de amdnia, sendo que o maior fator de purificacdo (4 vezes) ocorreu para
a concentracdo de 80%, na fermentacdo contendo Triton X-100. A secagem da enzima foi
realizada utilizando radiacéo infravermelho com comprimento de onda curto, onde observou-
se 0 aumento da atividade especifica em temperaturas de secagem de 42° e 48°C (57633 U/g e
59276 U/g, respectivamente).

Palavras Chaves — enzima lipolitica, surfactantes, 6leo de coco, fermentagdo submersa.
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Abstract of Dissertation presented to the Process Engineering Graduate Program of
Universidade Tiradentes as a partial fulfillment of the requirements for the degree of Master
of Science (M.Sc.)

PRODUCTION OF ENZYMES LIPOLYTICS USING BACTERIUM ISOLATES FROM
SOIL WITH HISTORY OF CONTACT WITH OIL IN SUBMERGED FERMENTATION

Ingrid Cavalcanti Feitosa

One of the inconvenience of the economic point of view in enzymes use is their
commercial availability, although highly specific and shows high catalytic efficiency, are not
usually employed in large scale because they are highly sensitive to variations in the reaction
medium. It is necessary a research for new alternatives of substrates and microorganisms to
produce lipolytic enzymes with less cost. The objective of this study was the production of
lipolytic enzymes by bacteria in submerged fermentation. It was evaluated the effect of the
inducer concentration (palm oil), pH and temperature, type and concentration of surfactant
(Tween 80, Triton X-100 and PEG 1500), pre-purification and drying. In obtaining the
lipolytic enzyme the concentration of 4% (v / v) of palm oil promoted higher enzyme activity
(3455 U / mL), the influence of pH and temperature was observed using 22 factorial design
with 3 central points, being the pH range between 5.0 and 7.0 and temperatures between 30
and 37 C that promoted the highest lipolytic activity (4617 U / mL). Among the surfactants
used, Tween 80 and Triton X-100 were more effective in enzyme production (6882 U / mL
and 7185 U / mL, respectively). After this selection, a factorial design 2> was adopted for
determination to the best surfactant concentration, that was 1.0% (Triton X-100, 7185 U / mL
Tween 80, and 6882 U / mL). For the enzyme pre-purification were tested differents
saturation concentrations of ammonium sulfate, and the biggest factor purification (4 times)
occurred in the concentration of 80%, containing Triton X-100. The drying of the enzyme was
performed using infrared radiation (IV) with a wavelength of short, where was observed an
increase in the specific activity of drying temperatures of 42 °©and 48 ° C (57633 U / g and
59,276 U / g, respectively).

Key-Words: lipolytic enzymes; surfactants; coconut oil; submerged fermentation.
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1. INTRODUCAO

As enzimas lipoliticas provenientes de microrganismos constituem um grupo de valiosas
enzimas de aplicacdo biotecnoldgica, devido principalmente a versatilidade de suas
propriedades, no que se refere a atuacdo enzimatica e especificidade ao substrato, e facilidade
de producdo em massa, sendo um dos grupos mais utilizados no segmento industrial tais
como na inddastria de alimentos, téxtil, efluentes, detergentes, etc (HASAN et al., 2006). De
acordo com GHANDI (1997), mais de 95% dos processos enzimaticos empregados
atualmente utilizam hidrolases (proteases, carbohidrolases e lipases), sendo que 5 — 10% sé&o
devido ao uso de enzimas lipoliticas.

Uma maior aplicacdo industrial destes biocatalisadores, face as vantagens por estes
apresentadas, € o melhoramento dos processos de producédo e de purificacdo, os quais ainda
apresentam um custo elevado. A melhora na producéo pode ser feita a partir da descoberta de
novos microrganismos produtores; do melhoramento genético daqueles ja utilizados; de
modificagdes na composicdo e otimizacdo dos meios de cultivo, utilizando substratos de baixo
custo e de modificagdes no modo de conducdo da fermentacdo, como o pH, temperatura e
aeracdo que podem afetar a producdo de enzimas lipoliticas extracelular (CASTILHO et al,
2000; CORZO & REVAH, 1999).

Particularmente, as enzimas lipoliticas de origem microbiana sdo mais estaveis que as
extraidas de plantas e animais, tornando sua producdo mais conveniente e isenta de riscos.
Esta estabilidade ocorre devido a algumas caracteristicas peculiares destas enzimas, como sua
regioespecificidade e sua enantioseletividade, estabilidade a altas temperaturas e amplas
faixas de pH (MAIA et al 1999; PASTORE et al, 2003).

Com a finalidade de induzir a producdo de enzimas lipoliticas alguns compostos como
os acidos graxos, triglicerideos e surfactantes. tém sido muitas vezes utilizados. Destacando-
se entre 0s compostos os surfactantes Triton X, Tween e PEG que atuam de forma especifica
na producéo de enzimas lipoliticas, levando a uma estabilidade térmica durante o processo, a
reducdo do tempo durante a producdo e a geracdo de uma maior gquantidade de enzimas,
resultando assim numa maior atividade especifica.

No entanto para a aquisicdo de enzimas que possam obter uma atividade maxima é
necessario que haja enzimas especificas que possam potencializar essa atividade, para isso,
processos de purificacdo enziméticos sdo utilizados, entre os quais destaca-se 0 metodo de

separacao por precipitacdo de enzimas por salificagdo “salting out”, considerado um método
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acessivel e de baixo custo devido a utilizacdo de sais como reagente, 0s quais apresentam
algumas vantagens como: a ndo interferéncia na sedimentacdo da maioria das proteinas
durante a centrifugacdo e a ndo promocéo do aquecimento da solucéo.

Na busca por processos que conseguissem prolongar o tempo de meia vida de enzimas,
surgiram 0s processos de secagem de enzimas que tem como objetivo principal garantir a
preservacéo, a estabilidade e a manutencéo das propriedades originais das enzimas permitindo

que a atividade enzimatica especifica se mantenha intacta.
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2.OBJETIVOS

Objetivo Geral

Otimizar o processo de producéo, pré-purificar e fazer a secagem das enzimas lipoliticas
a partir de bactérias isoladas de solo com histérico de contato com petréleo, em fermentacéo

submersa.

Objetivos Especificos

» Avaliar o efeito da concentracdo de dleo de coco, como indutor na producéo de
enzimas lipoliticas;

» Selecionar por meio da metodologia de planejamento experimental a melhor
condicdo de pH e temperatura para a fermentacéo;

» Analisar o efeito da adicdo de surfactantes (Triton X-100, Tween 80 e PEG
1500) para a produgdo de enzimas lipoliticas;

» Estudar a pré-purificacdo das enzimas por meio da precipitacdo com sulfato de
amonio;

» Secar o extrato enzimatico pré-purificado utilizando radiacdo infravermelho.
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3.REVISAO DA LITERATURA

3.1. ENZIMAS

As enzimas sdo0 biocatalisadores de estrutura protéica globular terciaria ou
quaternéria, termol&beis e ndo dialisaveis, que aceleram a velocidade de uma reagdo
quimica, isto é, atuam reduzindo a barreira energeética destas reacdes. As enzimas ocorrem
em todos 0s organismos vivos, desde os mais simples como formas unicelulares até plantas
e animais. Elas efetuam processos metabolicos na célula viva (HARGER et al., 1982).

Como o mecanismo celular dos sistemas vivos, animais, vegetais e microrganismos
depende das enzimas, a fonte priméria destas sdo os tecidos animais (principalmente
glandulas), tecidos vegetais (sementes e frutas) e culturas de microrganismos, quer se
fazendo uso de cultivo total, quer extraindo enzimas do meio de cultura de bactérias,
fungos filamentosos e leveduras (KIELING, 2002).

As enzimas apresentam a capacidade de reagir com determinados constituintes das
células, os substratos, formando complexos: enzima-substrato, com subsequente formagéo
do produto, fato este denominado de cinética enzimatica. Esta cinética vai depender da
estrutura da proteina, isto é, do nimero de cadeias peptidicas e arranjo dessas cadeias na
molécula, da natureza do substrato e ainda, se existir, da natureza do grupo prostético. A
determinacdo da atividade enzimatica pode ser obtida a partir da enzima livre ou
imobilizada sob condic@es tais que permitam que a velocidade de reacdo seja maxima, o
que significa que o substrato [S] deve estar em concentracdo elevada, de modo a permitir
que toda a enzima [E] esteja transformada em um complexo ativado [ES]. Neste caso a
velocidade [V] da reacdo, proporcional a concentracdo enzimatica, serd também
proporcional ao complexo [ES] (KIELING, 2002).

De acordo com SCRIBAN (1998), a atividade das enzimas é funcdo direta da sua
estrutura terciaria e quaternaria. A conformacdo das propriedades da enzima, como:
aquecimento, modificacdo de pH e pressao, modificadas por tratamentos que resultem num
impedimento ou dificuldade de fixacdo do substrato na enzima ou causando propriedades
cataliticas, consequientemente em seu funcionamento. Consta numa maxima, esta variagdo
da atividade em funcédo da temperatura é determinada em condi¢fes 6timas de operacédo e
resulta de dois efeitos antagbnicos: a colisdo entre o substrato e a enzima causada pela
agitacdo das moléculas devido ao aumento da temperatura e a desnaturagdo da proteina,

que vai ocasionar uma mudanca da estrutura terciaria e quaternaria da proteina globular,
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fazendo com que a enzima passe de uma conformacdo ativa a uma conformagéo
desprovida de atividade. No entanto a desnaturagdo das enzimas pelo calor sé ocorrera
dependendo da duracdo e da intensidade do tratamento térmico.

Segundo FELLOWS (1994) a atividade enzimatica 6tima das enzimas microbianas
ocorre nas mesmas condicbes em que se produz o crescimento maximo dos
microrganismos. As enzimas microbianas podem ser extracelulares (enzimas eliminadas ao
meio) ou intracelulares (enzimas retidas no interior das células microbianas). A producao
de enzimas extracelulares é obtida na fase logaritmica de crescimento ou na fase
estaciondria, enquanto as enzimas intracelulares sdo produzidas durante o crescimento na
fase estacionéria e somente sdo liberadas ao meio pela lise celular que ocorre na fase
estacionaria ou na fase de declinio. Grande parte das enzimas utilizadas nas industrias sdo

enzimas extracelulares de origem microbiana.

3.1.1. Enzimas Lipoliticas

As enzimas lipoliticas sdo encontradas em fontes animais, vegetais e microbianas.
Sendo preferencialmente produzidas a partir de fontes microbianas devido ao aumento da
capacidade produtiva durante os processos fermentativos, facilidade de aquisicdo e
controle, além dos baixos custos de obtencdo. Segundo SOARES (2000), os
microrganismos mais utilizados para a producdo de enzimas lipoliticas sdo fungos dos
géneros Rhizopus, Aspergillus e Mucor, e leveduras do género Candida.

As enzimas lipoliticas sdo biocatalisadores responsaveis por catalisar reacGes de
hidrolise de ésteres de triglicerideos. Tais reacdes ocorrem por clivagem sequencial dos
grupos acila no glicerideo, contendo na mistura reacional agua, glicerol, acidos graxos
livres, monoacilglicerois e diacilglicerdis, (Figura 3.1).

Um elevado nimero de compostos de alta e baixa massa molecular também pode ser
substrato dessa enzima, tais como tioésteres, amidas, poliidroxiésteres/hidroxiacidos, etc.
Além da hidrolise, elas também sdo capazes de catalisar reacGes reversas, como
esterificacdo, transesterificacdo (interesterificacdo, alcdolises e aciddlises), aminolise
(sintese de amidas) e lactonizacdo, sendo que a atividade de agua do meio reacional € um
dos fatores determinantes para cada classe de reacdo (MENDES et al., 2005; PAQUES &
MACEDO, 2006).
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Figura 3.1. Hidrdlise sequencial dos grupos acila no glicerideo, catalisada por lipases
(MENDES et al., 2005).

A especificidade é uma caracteristica importante das lipases. De forma geral, quatro
tipos de especificidades podem ser definidas. A primeira € a especificidade em relagdo a
classe de lipidios. A enzima pode ser especifica em relacdo ao tipo de éster, como por
exemplo di-, tri-, ou monoglicerideo, colesterol éster, metil éster, etc. A segunda é a
regioespecificidade, que promove a seletividade da enzima pela posi¢cdo da ligagdo éster
numa molécula. O terceiro tipo é a especificidade com relagdo ao residuo de &cido graxo,
na qual a enzima lipolitca é especifica em relacdo ao comprimento da cadeia ou em relacao
a presenca de dupla ligacdo nesta cadeia. Finalmente, merece referéncia a
estereoespecificidade, ou seja, algumas destas enzimas catalisam apenas a hidrélise ou a
esterificacdo de um ou dois estéreoisdbmeros (COSTA & AMORIM, 1999; SOARES,
2000).

Devido a sua alta especificidade, estas enzimas sdo importantes na area de
biotecnologia, principalmente nos setores oleoquimico e em sintese organica, na
preparacdo de compostos enantiosseletivos. Estas enzimas sdo uma categoria que
apresentam muitas vantagens em processos de biotransformacdes, em funcdo de sua grande
afinidade por um largo espectro de substratos, versatilidade quanto as caracteristicas do
meio reacional (aquoso, organico ou supercritico), atividade elevada em meio reacional
livre de solventes e disponibilidade comercial (PANDEY et al., 1999). Segundo HASAN
et al. (2006), as enzimas lipoliticas estdo atualmente atraindo uma grande atencéo devido
as suas potencialidades biotecnoldgicas, pois constituem o mais importante grupo de

biocatalisadores para aplicacdes neste campo.
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Nos ultimos anos, grande atencdo € voltada para os mecanismos que controlam a
acessibilidade do substrato ao sitio ativo das enzimas. O grande numero de estruturas
tridimensionais das enzimas lipoliticas e de complexos enzima-inibidor foi responsavel
pelo melhor entendimento de como funcionam estes biocatalisadores em nivel molecular.
Contudo, muito pouco é conhecido sobre a dindmica das interagdes destas enzimas, com a
interface e com o substrato, sob a influéncia de um determinado solvente. A importancia
do emprego de métodos tedricos reside no fato de que é possivel, pela observacdo de
trajetorias de microssegundos, “ver” a dindmica da regido do sitio ativo em diferentes
solventes. Por outro lado, muitos outros dados experimentais e estruturais ainda sé&o
necessarios para a melhoria do entendimento sobre a especificidade das enzimas lipoliticas
(COSTA & AMORIM, 1999).

A diferenga mais importante entre as “verdadeiras” enzimas lipoliticas e outras
hidrolases, como as esterases, sdo as interag@es fisico-quimicas com seus substratos. Em
contraste com as esterases, que seguem a cinética tipo Michaelis-Menten normal, ou seja, a
atividade da esterase aumenta conforme a concentracdo do substrato [S] aumenta, até um
limite por saturacdo, as enzimas ndo apresentam atividade enquanto seus substratos estdo
presentes na solugdo em estado monomérico. Contudo, quando a concentragdo do substrato
estd proxima ou ultrapassa o seu limite de solubilidade, ocorre um répido aumento na
atividade da enzimas lipoliticas. A razdo pela qual uma enzima lipolitica ndo hidroliza
substratos que estejam abaixo de uma concentracdo minima (a concentracdo micelar
critica, CMC), porém somente em concentracdo acima desta, é chamada de ativacdo
interfacial, sendo este mecanismo associado a mudancas conformacionais na enzima
(COSTA & AMORIM, 1999).

3.1.2. Vantagens das Enzimas Lipoliticas

As enzimas lipoliticas oferecem beneficios particulares como sua especificidade,
condicdes rapidas de reacdo e reducdo dos residuos gerados, sendo possivel escolher a
enzima especifica para o controle do produto que esta sendo produzido evitando reagdes
secundarias indesejadas. As plantas industriais que utilizam rea¢fes enzimaticas podem ser
construidas e operadas com um custo de capital e energia muito menor se comparadas aos

processos que ndo utilizam enzimas (HASAN et al., 2006).
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De acordo com PANDEY & BENJAMIN (2000) as enzimas lipoliticas s&o muito
utilizadas como biocatalisador na sintese de compostos quirais, oferecendo grande
potencial na producdo de compostos farmacéuticos de interesse.

A utilizacdo de enzimas lipoliticas pelas inddstrias apresenta vantagens como:
estabilidade a altas temperaturas e amplas faixas de pH, facilidade de separacdo dos
produtos e, quando imobilizadas, podem ser submetidas as condi¢es industriais tipicas,
com reatores a temperaturas superiores a 70°C por longos periodos de tempo (HASAN et
al., 2006).

De acordo com a literatura, muitos estudos estdo sendo realizados com o intuito de
desenvolver novas tecnologias para a otimizagdo dos processos de modificacdo de dleos e
gorduras catalisados por enzimas lipoliticas. Destacando entre eles, a imobilizacdo da
enzima utilizando diferentes tipos de suporte, estudos cinéticos e de estabilidade
enzimatica; modificagBes quimicas, desenvolvimento de biorreatores, estudo da resolucéo
cinética de enantidmeros em sintese organica, etc. (MENDES et al., 2005; SOARES, 2000;
DALLA-VECHIA et al., 2004; COSTA & AMORIM, 1999).

3.1.3. Enzimas Lipoliticas de Origem Microbiana

As enzimas lipoliticas sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e
podem ser produzidas por fermentacdo submersa (FSm) ou fermentacdo em estado sélido
(FES) usando varias espécies de microrganismos (Tabela 3.1), tais como os fungos
Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp, por leveduras de Tulopis sp e
Candida sp e bactérias como Pseudomonas sp, Achromobacter sp e Staphylococcus sp
(DALLA-VECCHIA et al., 2004). De acordo com SHARMA et al. (2001), a maioria das
enzimas lipoliticas microbianas industriais sdo derivadas de fungos e bactérias. As enzimas
lipoliticas microbianas sdo amplamente diversificadas nas suas propriedades enzimaticas,
substrato e especificidade, o que as tornam muito atraentes para aplicacGes industriais
(HASAN et al., 2006).
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Tabela 3.1. Microrganismos produtores de enzimas lipoliticas.

Fonte Tipo de Fermentacao Referénciais
Fusarium solani FS1 FSm MAIA et al. (1999)
Rhizopus homothallicus FSM/FES DIAZ et al. (2006)
Penicillium restrictum FSM/FES CASTILHO et al. (2000)
Rhizopus sp FSm PASTORE et al.(2003)
Aspergillus niger FSm KAMINI et al. (1998)
Candida rugosa FSm DALMAU et al. (2000)
Candida rugosa FSm FADILOGLU et al.(2002)
Candida rugosa FSm RODRIGUES (1996)
Aspergillus niger FSm MAHADIK et al. (2004)

Devido a sua grande versatilidade e aplicabilidade hd uma crescente procura de novas
fontes de enzimas lipoliticas microbianas. Sendo o solo um grande reservatorio de
populacdo microbiana diversificada, alguns pesquisadores como KO et al. (2005) e LIN et
al., 1995, vem utilizando desta inesgotavel fonte de microrganismos para a selecdo de
microrganismos capazes de produzir enzimas lipoliticas microbianas. No seu estudo para
deteccdo de microrganismos lipoliticos em solos, KO et al. (2005), utilizando solo de uma
fazenda localizada em Taiwa, observaram que a maior parte dos microrganismos
produtores de enzimas lipoliticas foram as bactérias e os fungos, e que estes
microrganismos manifestaram boa atividade enzimatica.

As enzimas microbianas sdo muitas vezes mais Uteis do que as enzimas derivadas de
plantas ou animais devido a sua grande variedade de atividades cataliticas disponiveis, 0s
possiveis rendimentos elevados, a facilidade na manipulacdo genética e o rapido
crescimento microbiano em um meio de baixo custo (HASAN et al., 2006).

Os microrganismos apesar da sua versatilidade sdo bastante sensiveis as condi¢fes do
ambiente ao qual estdo sendo submetidos. Na producéo de enzimas lipoliticas microbianas,
fatores como composi¢do do meio, temperatura, pH, aeracdo e a presenca de compostos
inibidores influenciam no processo, afetando a atividade enziméatica. Uma grande

variedade de microrganismos tem habilidade de produzir essas enzimas, sendo funcéo de
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alguns parametros reacionais e apresentando diferentes especificidades, massa molecular,
sensibilidade a temperatura e pH (BURKERT, 2003).

Segundo HASAN et al. (2006), apenas 2% dos microrganismos do mundo sdo fontes
de pesquisas. Entre as fontes de enzimas lipoliticas microbianas as bactérias séo
amplamente utilizadas nas aplicacBes biotecnoldgicas por oferecerem alta atividade
comparada as leveduras, por possuirem boas condi¢Ges operacionais e de armazenamento,
além de tenderem ao pH neutro ou alcalino, sendo muitas vezes termoestaveis. As
manipulacdes genéticas ou ambientais tendem ao aumento do rendimento das células que
por conseqliéncia acarreta num aumento da atividade enzimatica, tornando a enzima de
interesse constitutivo, ou seja, induzindo-a a produzir enzimas alteradas que possam ser
facilmente empregadas, devido as suas relativamente simples necessidades nutricionais
(JAEGER et al., 1999).

O custo de producdo das enzimas lipoliticas microbianas é determinado pela
quantidade de enzima produzida, pelo processo de separagdo empregado e pela
estabilidade enzimatica. Dentre os varios fatores que influenciam a producdo destas
enzimas microbianas durante a fermentacdo, o substrato utilizado como fonte de carbono e
0 tipo de indutor tem uma relevancia significativa. 1sso acontece porque as enzimas
lipoliticas tém como funcdo quebrar os substratos lipidicos insollveis para poderem ser
mais facilmente absorvidos, j& que a maioria das enzimas microbianas sdo produzidas
extracelularmente (SAXENA et al., 1999 apud KANWAR et al., 2002).

3.1.4. Classificacdo de Enzimas Lipoliticas

De acordo com PAQUES & MACEDO (2006) e BURKERT (2003), as enzimas

lipoliticas sdo divididas conforme a especificidade da enzima, da seguinte forma:

I. Regiosseletivas (Figura 3.2):

> lipases ndo-especificas — catalisam a hidrolise de triglicerideos em &cidos graxos,
que divide-se em: primarios ou secundarios, liberando &cidos graxos na posicéo
1(3) ou 2 e glicerol em qualquer posi¢do da estrutura do grupo acil. Como
exemplo, as lipases produzidas por: Candida rugosa, Staphylococcus aureus,

Chromobacterium viscosum e Pseudomonas sp;
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> lipases 1,3-especificas - hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos primarios, isto
é, na posicdo 1,3 do triacilglicerol; 2-monoglicerideos e 1-2 ou 2-4 diglicerideos,
ambos quimicamente instaveis, ocorrendo migracdo do grupo acil produzindo 1,3-
diglicerideos, ou 1- ou 3- monocerideos. Como exemplo, as lipases produzidas
por: Aspergillus niger, Mucor javanicus, Humicola lanuginosa, Rhizopus delemar,
Rhizopus oryzae, Candida lipolytica, Rhizopus niveus e Penicillium roquefortii.

Il. Tipo-seletivas com relacdo ao tamanho da cadeia carbdnica e/ou ao nimero de
insaturacdo do grupo acila.

I11. Enantiosseletivas. Ex: lipases produzidas por Candida rugosa.

0
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Figura 3.2. Reacdes catalisadas por lipases do tipo ndo-especifica e 1,3 especifica
(PAQUES & MACEDO, 2006).

3.1.5. Aplicacbes das Enzimas Lipoliticas

As enzimas lipoliticas sdo amplamente utilizadas no processamento de alimentos,
produtos farmacéuticos, sintese de produtos quimicos, no tratamento de 6leos e gorduras,
na fabricacdo de detergentes, papel, produtos cosméticos, entre outros (GULATI et al.,
2005; KADER et al., 2007; SHARMA et al., 2001; MAHADIK et al., 2004 e HASAN et
al. 2006).

Dentre os processos bioquimicos reportados na literatura, as enzimas lipoliticas
representam cerca de 10% entre as enzimas empregadas. No entanto, mesmo com uma
vasta variedade de enzimas lipoliticas microbianas, o uso dessas enzimas em escala
industrial (Tabela 3.2 e 3.3) ainda é escasso, devido aos elevados custos de producédo
(GHANDI, 1997).
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Na Tabela 3.2, apresentam-se diferentes fornecedores para as diversas fontes

microbianas para a producdo de enzimas lipoliticas.

Tabela 3.2. Fontes microbianas e seus respectivos fornecedores.

Microrganismos produtores de

lipase

Fornecedor

Achromobacter sp.
Aspergillus niger
Aspergillus sp.
Candida antartica A
Candida antartica B
Candida cylindracea
Candida rugosa
Chomobacterium viscosum
Geotrichum candidum
Mucor javanicus
Mucor miehei
Penicillium roqueforti
Pseudomonas sp.

Rhizopus arrizhus
Rhizopus oryzae

Meyto, Sangyo

Aldrich Amano, Biocatalysts
Fluka, Novozymes, Rohm

Novozymes
Boehringer, Fluka, Novoenzymes
Fluka, Novoenzymes, Boehringer

Meito
Aldrich, Altus, Amano
Amano, Biocatalysts, Fluka
Meito Sangyo, Roche, Sigma
Asahi
Amano, Biocatalysts
Amano
Amano, Biocatalysts, Boehringer
Fluka, Novoenzymes

Amano, Biocatalysts, Fluka

Boehringer, Fluka, Amano
Mitsubishi, Rohm, Sigma

Biocatalysts, Boehringer, Fluka, Sigma

Amano, Sigma

Fonte: PAQUES & MACEDO, 2006
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Na Tabela 3.3, apresentam-se alguns exemplos de aplicagdes industriais de enzimas

lipoliticas.

Tabela 3.3. Exemplos de aplica¢Ges industriais de enzimas lipoliticas.

Area Aplicacéo Produto
Quimica
Detergentes Remocdo de manchas de Oleos e Detergentes para limpeza
gorduras
Farmacéutico Sintese de ésteres Esteres e emulsificantes
Cosméticos Sintese de ésteres Fragréncia para perfumes
Curtume Remocéo de gorduras das peles dos Produtos de couro
animais
Médica
Exames Ensaios de triglicerideos no sangue Kits de diagnosticos
Alimentacéo
Laticinios Hidrdlise de gordura do leite Aromas para produtos
lacteos
Bebidas Melhoramento do aroma e Bebidas alcodlicas, ex:

aceleracdo da fermentagdo, por saque, vinho e outras
remocao de lipideos

Transesterificacdo de 6leos naturais. Oleos e gorduras
Processamento de ¢ g

Oleos e gorduras  Hidrolise de o6leos (&cido graxos, modificadas (substitutos
diglicerideos e monoglicerideos) e da manteiga de cacau)
gorduras

Atualmente o maior empecilho ao uso de enzimas lipoliticas em processos industriais
estd relacionado ao alto custo deste catalisador, entretanto 0s recentes avangos na
tecnologia de engenharia genética e de modificacdo, e imobilizacdo de enzimas lipoliticas
tém grande possibilidade de mudar este quadro num futuro préximo (SAXENA et al.,
2003).

Segundo AKOH et al. (2007), no futuro as enzimas lipoliticas serdo utilizadas como
biocatalisadores para a conversdo de 6leos vegetais e gorduras para a producdo de
biodiesel comercial, uma vez que é mais eficiente e altamente seletiva, implicando em
menor consumo energetico, ja que as reagdes podem ser efetuadas em condicGes suaves e
produz menos produtos secundarios (residuos), sendo com isso favoravel ao meio

ambiente.
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A seguir serdo apresentados alguns exemplos de aplicagdes industriais das enzimas
lipoliticas.

Tratamento de Efluentes

As enzimas lipoliticas apresentam uma importancia particular, pelo fato de
hidrolisarem especificamente 6leos e gorduras, sendo de grande interesse no tratamento de
efluentes com alto teor de gordura (MENDES et al., 2005). Séo utilizadas nos residuos de
lodo ativado e outros processos aerdbios, onde finas camadas de gordura devem ser
continuamente removidas da superficie dos tanques para permitir a entrada de oxigénio
(mantendo assim as condicdes de vida da biomassa). Esta camada rica em gordura é
digerida, por exemplo, por lipases de Candida rugosa. Uma efetiva quebra dos sélidos e
uma limpeza e prevencdo da formagéo de novas camadas no sistema séo importantes para
muitas operacBes industriais, como exemplo, podem ser citados: degradacdo do lixo
organico (uma mistura comercial de lipase, celulase, proteases, amilases, nutrientes
inorganicos, sementes de trigo, entre outros sdo empregados para este fim); tratamento de

esgoto; limpeza dos tanques; fossas sépticas, etc.

Industria Oleoquimica e de Gordura

O uso de enzimas lipoliticas para a hidrolise de gorduras em ambito industrial
proporciona vantagens como a diminuicdo de gastos com energia e a minimizacdo da
degradacdo térmica durante a alcoolise, aciddlise, hidrolise e glicerolise. Estas sdo
provavelmente as principais atracGes que levam a substituicdo das tecnologias quimicas
atuais pelas biolégicas. Devido ao seu valor nutritivo, a ndo degradacdo de acidos graxos
poliinsaturados pode ser importante para a preservacgdo de aditivos de alimentos tais como
mono e dialcilgliceréis, sendo estes Gltimos, os componentes principais dos novos 6leos
para cozimento, que tem a proposta de retardar o aumento de trigliceridios e colesterol no
sangue (HASAN et al., 2006; SHARMA et al., 2001).

Em &mbito mundial a aplicacdo das enzimas lipoliticas na indUstria oleoquimica esta
crescendo exponencialmente. Gorduras e Oleos sdo produzidos em todo mundo,
aproximadamente, 60 milhGes de ton/ano, sendo que uma parte substancial deste (mais que
2 milhdes de ton/ano) consome alta energia em processos como a hidrélise, glicerdlise e
alcodlise (HASAN et al., 2006).
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Industria de Papel e Celulose

De acordo com SHARMA et al. (2001) os componentes da madeira, principalmente
triglicerideos e ceras, causam graves problemas na fabricacdo de celulose e papel. As
enzimas lipoliticas sdo utilizadas para a remogdo do “pitch” da polpa de celulose no
processamento industrial do papel. Para o controle de “pitch” foi desenvolvido no Japao
um método que utiliza a lipase fungica de Candida rugosa para hidrolisar mais que 90%

dos triglicerideos presentes na madeira.
Industria de Alimentos

De acordo com HASAN et al. (2006) nos dias atuais a modificacdo de Oleos e
gorduras € uma das primeiras areas na industria de processamento de alimento que
demanda valores econdmicos e tecnologias verdes. Oleos vegetais com estrutura de
triacilglicerol adaptadas nutricionalmente e com as propriedades alteradas fisico-
quimicamente tem um potencial enorme no mercado futuro. Oleos de baixo valor
econémico podem sofrer beneficiamento para agregar valores nutricionais na estrutura do
triacilglicerol como os substitutos da manteiga de cacau, que tem triacilglicerol de baixa
caloria e &cido oléico enriquecido com 6leos. A manteiga de cacau possui um alto teor de
gordura, contém 4&cido palmitico e estearico possuindo um ponto de fusdo de
aproximadamente 37°C. A fusdo da manteiga de cacau na boca produz uma sensacao
refrescante igual aos produtos como o chocolate (SHARMA et al., 2001).

Lipases e proteases sdo responsaveis pelo desenvolvimento de aromas em queijos e
derivados, bebidas alcodlicas, achocolatados e sobremesas, pela hidrolise seletiva de
triacilglicerdis e liberacdo de &cidos graxos, que atuam como flavorizantes ou como
precursores destes (JAEGER et al., 1999).

Em consequéncia dos efeitos do seu metabolismo os acidos graxos polinsaturados
(PUFAS) sdo cada vez mais utilizados como produtos farmacéuticos e aditivos alimentares.
A maioria dos PUFAs sdo essenciais para a sintese de membranas lipidicas e
prostaglandinas. As enzimas lipoliticas microbianas séo usadas para a obtencdo de PUFAS
de lipideos animais, como 0 Oleo de atum e de plantas como o 6leo de borage (erva
originaria da Siria) (SHARMA et al., 2001).
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Industria Téxtil

As enzimas lipoliticas sdo utilizadas na indastria téxtil para a remocdo de
lubrificantes, a fim de proporcionar um tecido mais absorvente para um melhor tingimento.
Algumas vantagens podem ser atribuidas as enzimas lipoliticas no processamento de
tecidos sintéticos, dentre elas, a alta resisténcia a manchas, enrugamentos, abrasdo e
suavidade. Fibras sintéticas como, por exemplo, o poliéster, foram modificadas

enzimaticamente a producéo de fios, tecidos, tapetes entre outros (HASAN et al., 2006).

Industria de Detergentes

Devido a sua capacidade de hidrolizar gorduras as enzimas lipoliticas sdo largamente
utilizadas como aditivos na indastria e como detergentes domésticos. Os detergentes que
contém este tipo de enzima sdo especialmente selecionados para atender aos seguintes
requisitos: baixa especificidade do substrato, ou seja, capacidade de hidrolizar gorduras de
diversas composicOes; resisténcia a lavagem em condicGes relativamente duras com pH
entre 10 e 11 e temperatura de 30°C a 60°C, e resisténcia aos danos causados pelas enzimas
tensioativas (proteases, muito utilizadas na formulacdo de detergentes) (HASAN et al.,
2006; SHARMA et al., 2001).

De acordo com HASAN et al. (2006) a maioria dos detergentes contém ingredientes
similares e sdo baseados em semelhantes mecanismos de acdo. Para a otimizacdo dos
detergentes modernos foram adicionadas uma ou mais enzimas, tais como, proteases,
amilases, celulases e lipases.

A utilizacdo de enzimas acarreta numa reducdo da carga ambiental, uma vez que
reduz o consumo de energia, pois permite uma lavagem com temperatura mais baixa; a
quantidade de produtos quimicos utilizados é reduzida; sdo biodegradaveis, ndo deixando
residuos nocivos; ndo causam impactos negativos do ponto de vista dos processos de
tratamento de esgoto e ndo representam risco para a vida aquética, flora e fauna (HASAN
et al., 2006).

Industria de Cosmeéticos

Retindides (vitamina A e derivados) sdo largamente empregados na industria de

produtos cosméticos e farmacéuticos como produtos de cuidados com a pele. Como
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exemplo, podem ser citados derivados de retinol solivel em agua que sdo preparados por
reacOes cataliticas de lipases imobilizadas (HASAN et al., 2006).

3.2. PROCESSOS FERMENTATIVOS

Os processos fermentativos constituem um dos métodos mais antigos e extremamente
utilizados para a producdo de enzimas pelo o qual os microrganismos, geralmente
bactérias, fungos e leveduras, retiram do meio em que estdo acondicionados, 0 material
necessario para a sua subsisténcia, a0 mesmo tempo em que as enzimas catalisam
substancias que serdo empregadas em processos industriais. Dentre 0S processos
fermentativos utilizados, tém-se a fermentacdo submersa, onde o meio no qual se
desenvolve o microrganismo é liquido e a fermentacdo em estado solido onde o meio

utilizado, é solido.

3.2.1. Fermentacdo Submersa

A fermentacdo submersa designa-se como um processo pelo qual utiliza-se um meio
fermentativo liquido onde as fontes de nutrientes utilizadas séo sollveis.Este processo é o
mais empregado para a producdo de enzimas lipoliticas devido a facilidade dos
microrganismos de crescerem em condicGes controladas de pH e temperatura.

A producdo de enzimas lipoliticas pode ser realizada em diferentes sistemas, como
em escala laboratorial em frascos agitados (como exemplo, erlenmeyers) e agitadores de
bancada, como em escala industrial, em fermentadores industriais. (ELLAIAH et al., 2004;
KANWAR et al., 2002; MAHADIK, 2004; MAIA, 2001).

Os tipos de fermentadores podem ser operados de forma continua, semi-continua ou
descontinua. De acordo com PINHEIRO (2006), no regime continuo ha uma constancia na
entrada de substrato conforme as necessidades do microrganismo e na saida do meio
fermentado. Segundo, KOUTINAS et al. (2003); SHU et al. (2006); LI et al. (2001), os
processos descontinuos podem ser conduzidos na forma de batelada, isto é, quando
guantidades Unicas de substrato sdo fornecidas ao microrganismo no inicio do
experimento. Este processo € muito utilizado na producdo de enzimas lipoliticas, devido ao
seu baixo custo, porém necessita de uma maior vigilancia operacional para assegurar a

reprodutibilidade e constancia das propriedades do produto.
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Muitos estudos tém sido empreendidos para definir as necessidades nutricionais e de
cultura ideal para a producdo de enzimas lipolitcas em fermentacdo submersa (HASAN et
al., 2006). Segundo SANROMAN & COUTO (2006), o processo de fermentagdo
submersa possui relativa facilidade de cultivo em grande escala, j& que garante
homogeneidade do meio e facilidade no controle dos parametros como pH, temperatura,
aeracdo, umidade e concentracdo de oxigénio dissolvido no processo, principalmente se
monitorados por sensores adequados.

No seu estudo para a producdo de lipase extracelular pelo fungo Fusarium solani FS1
em fermentagdo submersa, MAIA et al. (1999), utilizaram como meio basal: 1,0 g/L de
KH,POy4; 7 g/L de MgSO4.7H,0; 3 g/L de NaNO; e 30 g/L de peptona, sendo
suplementado com diferentes fontes de carbono (glicose, 6leo de oliva e peptona). O fungo
produziu 10.500 U/L de lipase ap6s 72h de incubacdo a 25°C e agitacdo de 120 rpm em
meio contendo 3% (m/v) de peptona e 0,5% (v/v) de dleo de oliva. Ja a glicose (1% m/v)
inibiu o efeito estimulador do 6leo de oliva.

DIAZ et al. (2006), obtiveram uma atividade especifica de 203 U/g, no seu estudo de
producdo de lipase pelo fungo termotolerante Rhizopus homothallicus em fermentacao
submersa com condicdes iniciais: 40° C, agitacdo de 170 rpm, pH de 6,5 e utilizando como
meio de cultura: 40 g/L da agua de maceracdo do milho; 10 g/L de peptona; 14 g/L de
KH,POy; 2,4 g/L de K,HPOy4; 0,4 g/L de MgSO,,

Uma das desvantagens da fermentacdo submersa em relacéo a fermentacdo no estado
solido é o fator econémico, devido aos meios utilizados no preparo da fermentagdo
submersa apresentarem alto custo. SOCCOL et al. (2000; 2003), observaram que a
fermentacdo em estado semi-solido tem como principal vantagem a utilizacdo de meios
extremamente baratos, como a possibilidade de uso de residuos agroindustriais como
substrato e a produtividade que este processo apresenta, reduzindo assim o custo de
obtengdo da enzima. No entanto faltam ainda os mecanismos de controle sofisticados
existentes na fermentacdo submersa, pois na literatura ainda s&o poucos os modelos de
biorreatores disponiveis para fermentacdo no estado sélido que consigam o controle de
pardmetros como pH, temperatura, aeracdo, umidade e transferéncia de oxigénio.
(SANROMAN & COUTO, 2006).

Com base nos resultados dos experimentos preliminares obtidos por CARVALHO
et al. (2008) observou-se que a producgdo de enzimas lipoliticas utilizando diferentes 6leos

vegetais apresentou maior atividade lipolitica na presencga de dleo de coco. NOOR et al.
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(2003), entre outros pesquisadores, afirmam que a composicdo destes ésteres metilicos,

6leos vegetais, interferem na afinidade da reacdo enzimatica.

3.2.2. Fermentacdo em Estado Semi-Solido

O processo de fermentacao no estado semi-solido (FES) pode ser definido como uma
técnica de crescimento de microrganismos sobre e no interior de particulas porosas Umidas
(suporte ou matriz sélida), onde o conteldo de liquido contido nesta matriz deve ser
mantido a um nivel correspondente a atividade de dgua. Assim, é assegurado o conveniente
crescimento do metabolismo celular que ndo exceda a capacidade maxima de retencéo de
agua na matriz. O suporte sélido pode ser constituido por um substrato naturalmente imido
ou por uma matriz inerte capaz de absorver os nutrientes que se encontram em solugéo
reproduzindo as condi¢des de baixa atividade de agua e alta transferéncia de oxigénio
(PANDEY, 1999).

A fermentacgdo no estado semi-sélido apresenta as seguintes vantagens: simplicidade
de meio de cultura; reducdo dos efluentes liquidos a tratar; reducdo das contaminagdes
resultantes da baixa umidade do meio fermentativo; condicGes de cultura préximas ao dos
meios naturais e para as fermentacGes tradicionais, a microflora do suporte serve como
indculo; facil aeracdo devido a porosidade do material; utilizacdo direta dos solidos
fermentados; extracdo facilitada pela alta concentracdo de produtos; volume do
fermentador menor do que o da cultura liquida; baixa demanda de energia (SPIER, 2005).

Entretanto a FES também apresenta algumas desvantagens tais como: risco de
elevacdo excessiva de temperatura (problemas de transferéncia de calor e de perda de
umidade para as fermentacGes mais longas); dificil regulacdo dos pardmetros de cultura
(pH e umidade); pré-tratamento dos suportes (umidificacdo, homogeneizacao, dispersdo,
tratamento térmico e enzimatico); alta taxa de inoculacdo, quando ndo se utiliza a
microflora natural; estimacdo precisa de biomassa; papel essencial da umidade e da
atividade de agua (SPIER, 2005).

SOCCOL, et al. (2000), no estudo da sintese de acido citrico por Aspergillus niger,
utilizaram como substrato bagaco de cana; casca de café e bagago de mandioca numa
temperatura de 26°C durante 120 horas, chegando a uma produ¢do méxima de &cido citrico
de 88,1 g/kg.
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3.3. INFLUENCIA DO MEIO NA PRODUCAO DE ENZIMAS

As numerosas variaveis que envolvem o processo de obtencéo da enzima vao desde a
composicdo do meio (fonte de carbono, fonte de nitrogénio, sais e indutores) até as
condicdes operacionais como pH, temperatura, agitacdo e aeracdo (BURKERT et al.,
2003). Isto ocorre, segundo BORZANI et al. (2001), devido a estrutura e a forma do sitio
ativo da enzima e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes de provocar mudangas

conformacionais na estrutura protéica.
3.3.1.pH

Entre os parametros fisicos-quimicos, o pH do meio de crescimento desempenha uma
funcdo importante por induzir mudangas morfoldgicas no organismo e também para a
secrecdo enzimatica. A mudanca de pH observada durante o crescimento de um organismo
também afeta a estabilidade do produto no meio. Em processos com fungos, a capacidade
tamponante de alguns constituintes do meio, em certos casos, elimina a necessidade de
controle do pH (GUPTA et al., 2004).

De acordo com PINHEIRO (2006), cada microrganismo apresenta um valor de pH
Otimo para o crescimento que muitas vezes, ndo € o mesmo para a producdo de lipases.
Entretanto, é possivel que ocorram varia¢6es nos valores de pH durante o cultivo, os quais
podem ser influenciados tanto pelo microrganismo e pela composi¢cdo do meio, quanto
pelos demais parametros da fermentacao.

PASTORE et al.(2003), em seu estudo para purificacdo parcial e caracterizacdo
bioquimica de lipase extracelular produzida por nova linhagem de Rhizopus sp, testaram
para o efeito do pH na atividade enzimatica, diferentes solugdes tampdes com variadas
faixas de pH: tampdo acetato de sddio: pH= 3,6; 4,0; 4,5; 5,0 e 5,6; tampdo fosfato de
sodio: pH=6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 e tampao Tris-HCI: pH=8.0; 8,5 e 9,0. Apds analises do
extrato bruto contendo os trés tampdes diferentes, chegaram a conclusdo que a maior

atividade enzimatica estava presente na faixa de pH entre 6,0 e 6,5.

3.3.2. Temperatura

A influéncia da temperatura na cinética da reacdo enzimética deve ser entendida em

duas fases distintas: em principio, aumentos de temperatura levam a aumentos de
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velocidade de reacdo, por aumentar a energia cinética das moléculas dos componentes do
sistema, aumentando a probabilidade de choques efetivos entre elas. Esse efeito €
observado em um intervalo de temperatura compativel com a manutencdo da estrutura
espacial da enzima.

Temperaturas mais altas levam a desnaturacdo da enzima, um dos motivos para a
elevacdo da temperatura é a agitacdo mecanica, etc. Temperaturas elevadas causam a perda
da estrutura nativa das enzimas por alterarem as ligagdes quimicas que mantém sua
estrutura tridimensional. A desnaturacdo é causada pelo rompimento das ligacdes de
hidrogénio, que sdo bastante termolabeis, desencadeando uma cascata de alteragdes
estruturais, levando a enzima a uma nova conformagdo ou a um estado sem estrutura
definida; a enzima é dita, desnaturada. A temperatura que provoca a desnaturagdo
naturalmente varia para a cadeia proteica, mas, geralmente, estd pouco acima da sua
temperatura 6tima (BORZANI et al., 2001).

Os efeitos da temperatura na atividade enzimatica foram testados por KAMINI et al.
(1998), em seu estudo para a producéo de lipase por Aspergillus niger, em fermentacdo no
estado sélido utilizando bagaco de gengibre. As temperaturas utilizadas foram de 25 a
60°C. Os resultados apresentaram uma produtividade 6tima da enzima a temperatura de
37°C. J& CASTILHO et al. (2003), estudaram a purificacdo parcial e caracterizacdo
bioquimica de lipase extracelular produzida por nova linhagem de Rhizopus sp, as
temperaturas foram de 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 e 70°C. Chegaram a conclusdo que a
temperatura 6tima para a lipase bruta é de 40° C, mantendo 50% ou mais de sua atividade
entre 40 e 55°C.

3.3.3. Fonte de carbono

Numerosas fontes de carbono podem ser citadas para o cultivo de microrganismos
para a producdo de enzimas, dentre elas, fontes sintéticas (glicose, xilose, maltose, lactose,
sacarose, avicel, carboximetilcelulose, xilano de aveia, pectina de citrus, glicerol e glicose)
e fontes naturais (bagaco de cana, bagaco de laranja, farelo de aveia, farelo de trigo, éleo
de soja, 0leo de pescado, borra de 6leo de soja) (KNOB et al., 2007).

Para a producdo de lipase por Penicillium restrictum GOMBERT et al. (1999)
observaram que pequenas variacdes nos niveis de nutrientes (fontes de carbono e
nitrogénio) exercem grande influéncia na quantidade de enzima obtida e que, o meio basal,

ao ser enriquecido diferentemente, pode proporcionar a producéo de diferentes enzimas.
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DALMAU et al. (2000), analisando os efeitos das fontes de carbono na producédo de
lipase por Candida rugosa utilizaram um meio basal composto por 15 g/L de KH2POy4, 5,5
g/L de K;HPO,, 5 g/L de Mg SO4.H,0, 0,1 ¢g/L de NaCl, 0,1 g/L de CaCl,. As fontes de
carbono utilizadas para uma concentracdo de 2 g/L foram: &cido oléico, &cido palmitico,
Tween 80 e trioleina. Apos os testes verificaram que o acido palmitico foi o melhor indutor
para a produgéo da enzima nas condi¢des de 30°C, 150 rpm em 48 horas de fermentagéo,
gerando cerca de 5,3 U/mL.

As fontes de carbono parecem ser essenciais para a obtencdo de um alto rendimento
de lipases, no entanto alguns autores alcangaram bons rendimentos na auséncia de gorduras

e Gleos, sendo estes substituidos por glicose e acido oléico (SHARMA, 2001).

3.3.4. Fonte de nitrogénio

Segundo BECKER et al.(1997), as fontes de nitrogénio ja presentes no meio de
cultura (depende dos compostos inseridos no meio) contém algumas, sendo todas as
vitaminas necessarias para 0 metabolismo do microrganismo. Porém, existem casos onde
alguma vitamina ou uma suplementacdo é necessaria para o crescimento celular.

FADILOGLU et al (2002), no estudo dos efeitos das fontes de carbono e nitrogénio
na produgédo de lipase por Candida rugosa, utilizaram como fonte de carbono, glicose e
frutose e como fonte de nitrogénio, extrato de levedura, triptona, e protease-peptona. A
fermentacdo foi monitorada por 72 horas e foram avaliados os efeitos do material lipidico
na producdo de lipase com e sem azeite de oliva, em diferentes composicdes das fontes de
carbono e nitrogénio. A maior atividade da lipase foi observada no meio que continha o
azeite de oliva como indutor e extrato de levedura e protease-peptona como fonte de
nitrogénio. Os autores chegaram a conclusdo que os melhores resultados foram com o meio
contendo o 6leo de oliva como fonte de carbono, na presenca de fontes de nitrogénio,

como extrato de levedura, tritona e a protease-peptona.

3.3.5. Agitacao

Com base na literatura, muitos estudos demonstram que a agitacdo e a aeragéo sao

parametros que influenciam diretamente na producéo de enzimas lipoliticas.
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DIAZ et al. (2006), na producdo de lipase do fungo termotolerante de Rhizopus
homothallicus em fermentacdo submersa utilizaram pH 6,5, temperatura de 40° C e uma
velocidade de agitacdo de 170 rpm obtendo uma atividade lipolitica maxima de 50 U/mL.
Por sua vez SHU et al. (2006), obtiveram uma atividade lipolitica maxima de 26 U/mL
utilizando lipase de A. cinnamomea a uma velocidade de agitacdo de 150 rpm, temperatura
de 28° C e pH 4,0.

Na producdo de lipases acidas pelo microrganismo mutante de Aspergillus niger
NCIM 1207 em fermentacdo submersa, MAHADIK et al. (2004), utilizaram uma
velocidade de agitacdo que variou entre 150 e 180 rpm, a 30°C e pH 5,5, atingindo uma
atividade lipolitica maxima de 25,8 U/mL. TUMANG & COSTA et al. (2006),
empregando fermentacdo submersa para a producdo de uma lipase de Yarrowia lipolytica
com uma agitacdo de 160 rpm, numa temperatura de 30° C e pH 6,0 obtiveram uma
atividade lipolitica de 1200 U/L.

3.4. INFLUENCIA DA ADICAO DE SURFACTANTES NA FERMENTACAO
PARA PRODUZIR ENZIMAS LIPOLITICAS

Os surfactantes possuem como principal caracteristica diminuir a tenséo interfacial
entre o meio de cultura e o 6leo (indutor). Isto €, como as particulas do 6leo com a adi¢édo
de surfactantes tornam-se menores, fica mais facil para o microrganismo digeri-lo.

A adicédo de surfactantes no meio de cultura tem sido amplamente utilizada para que
possam ocasionar alteragdes na permeabilidade da parede celular ou efeitos na estrutura da
enzima (SAXENA et al., 1999 e CORZO & REVAH, 1999).

3.4.1. Triton X

De acordo com ROCHA (1999), o surfatante Triton X-100 é um agente tensioativo,
ndo ibnico, com a porc¢do hidrofilica constituida por uma cadeia de polioxietileno com um
numero médio de 10 unidades de 6xido de etileno, e com a por¢édo hidrofobica formada
pelo grupo p-t-octilfenil. Os atomos de oxigénio da porcao hidrofilica (poliéter) tornam-na
solivel em &gua devido a possibilidade de formacao de ligacdes de hidrogénio.

A influéncia efetiva do Triton na producdo de enzima pode estar relacionada com a

sua polimerizacdo e sua estrutura fracionada indicando que o Triton desempenha um papel
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especifico (LIN et al., 1995). No estudo do efeito do Triton X-100 na produgdo de lipase
alcalina por Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111, foram adicionados na preparacéo do
meio de cultura, 4% de 0Oleo de oliva, 1% de substrato de soja, 1,5% de peptona, 0,5% de
extrato de levedura, 0,3% de K;HPO,, 0,04% de MgSQO4.H,0, 1% de NaCOs, a uma
temperatura de 30°C e velocidade de 200 rpm. Diferentes concentra¢Ges de Triton X-100
foram testadas, chegando a uma de atividade lipolitica maxima de 95 U/mL com adig&o de
0,2% de Triton X-100. Nas outras concentragdes (0,1; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9;
1,0%) a atividade ficou entre os valores de 60 U/mL em 0,3% até chegar a 0% com a
adicdo de 1% de Triton X-100. Neste caso, o autor concluiu que a adicdo de pequenas
concentragdes de Triton X-100 é mais eficaz par a producdo de enzimas lipoliticas. Outros
tipos de Triton X foram testados entre eles 0: X-15; X-45; X-200; X-305, sendo que a
atividade enzimatica foi muito inferior ou nenhuma em comparacdo com o X-100.

DIAZ et al. (2006), detectaram diferencas, tais como a atividade especifica;
estabilidade térmica e especificidade dos acidos graxos na producdo de lipases. Segundo 0s
autores essas diferencas podem ter acontecido devido a presenca de algumas moléculas de
Triton X-100 que foi utilizado no processo de recuperacdo de lipases produzidas por
fermentacdo no estado solido.

FUCINOS et al. (2005), utilizaram o Triton X-100 para a lavagem de enzimas
utilizando o método de renaturalizacdo em SDS-gel, que consiste na lavagem por 20
minutos a uma temperatura de 65°C numa solucdo contendo 20 mM de uma solucdo
tampéo de Tris-HCL (pH 80), contendo 0,5% (m/v) de Triton X-100.

GESSESSE et al. (2003), apresentaram um método de extracdo de lipases e proteases
a partir de lamas ativadas usando o detergente ndo ionico Triton X-100, 0 EDTA, e a resina
de troca cationica (CER), de forma isolada ou combinada. Demonstraram que a maior
atividade lipolitica foi alcancada com a adicdo de 0,1% de Triton X-100, sendo que a
atividade foi diminuindo gradativamente. Ja para as proteases, a maior atividade foi obtida
na presenca de 0,5% de Triton X-100 e ndo observaram nenhum decréscimo na atividade.

3.4.2. Tween

O Tween 80 (polioxietileno sorbitano monooleate) é geralmente considerado como
um surfatante que pode ser utilizado como substrato para a producao de lipases e esterases.

Em trabalhos recentes o Tween 80 demonstra ser uma poderosa fonte de carbono para a
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producdo de lipases microbianas, podendo também diminuir significativamente o tempo da
fermentacdo (DALMAU et al., 2000; LI et al., 2001).

Para a producdo da lipase de Acinetobacter radioresistens tendo como fonte de
carbono o Tween 80, LI et al. (2001), utilizaram como meio de cultura: 10g de triptona; 59
de extrato de levedura; 10g de NaCl; 1g de NH4Cl e com a variagdo das concentracdes de
Tween 80: 0,1%, 0,2%, 0,3% e 0,4% (v/v). Como condi¢Oes de fermentagédo: pH 7,0;
temperatura de 30°C e agitacdo de 400 rpm, obtendo uma atividade lipolitica maxima de 25
U/mL em 6 horas de fermentacdo com 0,3% de Tween. Concluindo que grandes
concentracdes de Tween 80 podem reprimir a sintese da lipase.

O Tween também pode ser utilizado para a identificacdo da producdo de enzima.
Segundo SHARMA et al. (2001), em seu estudo para a producdo, purificagéo,
caracterizacéo e aplicacao de lipases, perceberam que a presenca de Tween 80 forma zonas
opacas ao redor das colénias, o que é um indicativo da producdo de lipase por organismos
e gque presente no meio de cultura altera relativamente a abundéncia das véarias formas de

lipase no meio comparadas quando o surfatante nao é usado.

3.4.3. PEG (Polietileno-Glicol)

As modificagdes quimicas causadas pelos derivados de polietilenoglicol (PEG) nas
enzimas e outras moléculas bioativas podem eliminar alguns incovenientes das
biomoléculas ou dar novas func¢des nos processos biotecnoldgicos. O surfatante PEG torna-
se sollvel e ativo em solventes organicos a fim de que as reacdes reversas de hidrélise
procedam de forma eficaz, ndo s6 em meio organico, mas também em qualquer solvente,
incluindo a sintese de ésteres (MATSUSHIMA, 1996).

NOEL & COMBES (2003), estudaram o efeito do polietileno-glicol (PEG) sobre a
estabilidade da lipase de Rhizomucor miehei, detectando por meio de um escaner de
varredura a existéncia de dois mecanismos exclusivos do PEG, que levam a estabilizacédo e
a desestabilizacdo da lipase de Rhizomucor miehei.

CARPENTER et al. (1993), constataram que o uso do PEG durante a liofilizacéo
protege plenamente as enzimas dos processos de congelamento e desidratacdo. No estudo,
o0s autores chegaram a conclusdo que solucgdes de até 1-10% (m/v) de PEG protegeram as
enzimas dehidrogenase e fosfofrutoquinase durante os processos de congelamento e

descongelamento.
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3.5. PURIFICACAO ENZIMATICA

De acordo com FEDATTO (2004), o objetivo da purificacdo de enzimas é o
isolamento das enzimas especificas a partir de um extrato bruto de células contendo muitos
outros componentes, de forma a se obter o maximo de atividade especifica (unidade
enzimética por mg de proteina) com a melhor recuperacao possivel da atividade inicial.

O éxito da otimizagédo das enzimas depende geralmente do desenvolvimento eficiente
dos métodos de separacdo e purificacdo. Diferentes técnicas tém sido utilizadas para a
purificacdo de lipases e outras enzimas, entre elas destaca-se a técnica de precipitacdo onde
é aplicado o sulfato de amonia, devido ao seu baixo custo, alta solubilidade e pela sua
protecdo natural das enzimas. No entanto, algumas outras técnicas como extragdo do
micélio utilizando surfactantes e cromatografia de troca i6nica, ganham importancia nos
ultimos anos (KANWAR et al., 2002). De acordo com DIAZ et al. (2006), 0os progressos
nos estudos sobre as propriedades moleculares da lipase tém sido limitados devido a falta
de procedimentos experimentais adequados para a obtencdo de uma enzima altamente
purificada.

Existem diversos métodos utilizados para a separacao de proteinas. LEHNINGER

(1993) classifica os métodos da seguinte forma:

a) Processos de separacdo baseados em massa molecular: diélise e ultrafitracdo;
centrifugacdo em gradiente de densidade; cromatografia de exclusdo molecular;

b) Processos de separagdo baseados nas diferencas de solubilidade: precipitacdo isoelétrica;
solubilizacdo e/ou precipitagdo das proteinas por salificacdo (salting-in e salting-out);
fracionamento por solventes;

c) Processos de separacdo baseados na carga elétrica da molécula;

d) Separacdo de proteinas por adsorcdo seletiva;

e) SeparacOes baseadas na especificidade de ligantes: cromatografia por afinidade.

O método de separacdo por precipitacdo de enzimas por salificacdo (salting-out) é
um metodo acessivel e de baixo custo. Em concentragdes reduzidas, os sais aumentam a
solubilidade de muitas enzimas (proteinas), um fendmeno denominado solubiliza¢do por
salificagdo (salting-in). Isso ocorre devido aos ions ficarem em volta das proteinas (ions de
carga oposta), resultando numa diminuicdo da energia eletrostatica e num aumento da

atividade do solvente, que por sua vez, leva ao aumento da solubilidade do solvente USA
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(2008a; 2008b). Por outro lado, & medida que a forca idnica é aumentada, isto é, a
quantidade de ions de sal aumenta, a solubilidade do solvente diminui causando a reducdo
gradativa da proteina. Com forcas i6nicas suficientemente elevadas, uma proteina pode ser
quase completamente precipitada de sua solucdo, um efeito denominado precipitacao por
salificacéo (salting-out) (LEHNINGER, 1993; USA, 2008a).

A técnica de precipitacdo por sulfato de amonio é a mais utilizada em salting out de
proteinas, devido a algumas vantagens apresentadas além das que ja foram citadas por
KANWAR et al. (2006), como:

- A precipitacdo da maioria das proteinas ocorre em uma molaridade suficientemente
alta;

- N&o promove o aquecimento da soluc¢éo;

- A solucdo saturada (4,04 M a 20°C) apresenta uma densidade (1,235 g/cm®) que ndo
interfere na sedimentacdo da maioria das proteinas durante a centrifugacéo;

A precipitacdo faz com que as proteinas sejam separadas pela conversdo de proteinas
soltveis para um estado insolivel. O que se busca com a precipitacdo é a remocdo de
contaminantes ndo protéicos e a remoc¢do de proteinas que ndo sejam as de interesse. O
sulfato de aménio, por reduzir o volume, acaba concentrando mais as proteinas
(FEDATTO, 2004).

ABBAS et al (2002), com a finalidade de estudar o isolamento e a caracterizagdo de
uma lipase extracelular de uma cepa isolada de Mucor sp de palma de frutas, utilizaram
para a precipitacdo da proteina 75% de sulfato de amonio (m/v) a 0° C, obtendo uma
atividade lipolitica especifica de 129 U/g e um rendimento total de 99%. Uma atividade
especifica semelhante foi verificada no estudo de CASTILHO et al (2003) para a
purificacdo parcial e caracterizacdo bioguimica de lipase extracelular produzida por nova
linhagem de Rhizopus sp, onde utilizaram o sulfato de amonio a 70% para a precipitacéo e
obtiveram uma atividade especifica de 103 U/g.

DIAZ et al. (2006), para o procedimento de purificacdo de lipase do fungo Rhizopus
homothallicus, adicionaram ao meio de cultura uma concentracdo de 1 M de sulfato de
amonio, sendo o pH do meio ajustado para 8,0. O meio de cultura foi centrifugado a
10,000 x g por 25 minutos com temperatura de 4° C. O sobrenadante foi aplicado numa
coluna de butil-sepharose (2,5cm x 30cm) equilibrada com 20 mM de tampéo tris-HCL

(pH 8,0) contendo 1 M de sulfato de aménio (tampédo A). A coluna foi lavada 10 vezes
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com a solucdo tampdo A para remover qualquer material que ndo fosse proteina. As lipases
foram diluidas num gradiente de concentracdo de sulfato de aménio que varioude 1a0 M
em 20 mM do tampéo tris-HCL (pH 8,0) ao longo de colunas sendo 10 mL das fragdes
coletados numa taxa de 2 mL/min. As fracGes da amostra contendo atividade lipasica
passaram finalmente por um cromatografo contendo uma solu¢do 10 mM de tris-HCL (pH
8,0) e 150 mM NaCL, a 1 mL/min. Todos os passos da purificagdo ocorreram a 4°C, sendo
as fracbes que continham atividade lipasica foram armazenadas a -20°C. A atividade
lipolitica aumentou com a biomassa, atingindo 0 méximo no final da fase exponencial de
crescimento, decrescendo em seguida, atingindo o valor méximo de 50 U/mL em 22 horas
de fermentacéo, o que corresponde a cerca de 6 mg/L de enzima pura.

Estudando uma nova técnica de precipitacdo por sulfato de aménio tendo como
agente biologico produtor de lipase a espécie Pseudomonas G6 e como substrato o n-
alcano, KANWAR et al. (2006), adicionaram ao sobrenadante do meio de cultura silicone
21 (uma emulsdo composta por 30% de 4gua e 0,979g d4*°) com uma concentragéo final de
0,1% (m/v) e centrifugado por 30 min. O pH do sobrenadante foi ajustado para 6,0 onde
adicionaram sulfato de amoénio com 60% de saturacdo a 4°C. Concluiram que a pré-
purificacdo utilizando o silicone 21 com a concentracdo de 0,1% (m/v) antes da adicdo do
sulfato de amoénio melhorou em 24% a recuperacdo de lipases em comparacdo com as
amostras sem o silicone 21. Alcancaram uma atividade especifica de 20,10 U/g, resultado
similar ao método sem silicone. Segundo o autor, o silicone 21 é basicamente um
surfatante que tem por funcdo levar a proteina precipitada para o topo da fase aquosa pela
solubilizagdo micelar, sem a necessidade de uma nova centrifugagdo para uma melhor

separacéo.

3.6. SECAGEM DE ENZIMAS

A secagem é um processo amplamente empregado na transformacdo de materiais
bioativos, como: géneros alimenticios, laticinios, remédios, suspensGes quimicas e
bioquimicas que contém enzimas, proteinas, anticorpos e vitaminas. Pode ser considerada
como uma tecnica que tem por objetivo garantir em longo prazo a preservagédo, a
estabilidade e as propriedades originais dos produtos bioldgicos (CHEN et al., 2007;
ABDELWAHED, 2006). Segundo FRANKS (1998), uma série de reagdes quimicas em
solugdes aquosas podem ocorrer com algumas substancias como peptideos, proteinas e

moléculas organicas com complexos sintéticos, muitas das quais sdo completamente
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inaceitaveis em termos de seguranca e desempenho do produto, ja que reduz a atividade
especifica da enzima e causa oxidacao.

Um dos métodos mais utilizados para a secagem de enzimas € o metodo conhecido
como freeze drying, no qual a secagem é feita por meio da liofilizacdo. E considerado um
processo pelo qual o solvente (dgua ou solugdes) é removido de um material ou solugao
congelada por sublimacdo ou dessor¢do do solvente, ocorrendo geralmente sob pressdo
reduzida. Este processo envolve as seguintes fases: congelamento, secagem primaria e
secagem secundaria, Figura 3.3 (BOSS, 2004b).

Congelamento Secagem Primaria Secagem Secundaria Produto

Figura 3.3: Etapas do processo de secagem enzimatica.

O processo de secagem de enzimas possui algumas vantagens em comparagdo com
0S processos de secagem convencionais, como: a estrutura do material permanece intacta; a
umidade é removida a baixa temperatura; a estabilidade do produto durante o
armazenamento € mantida; e a rapida transi¢cdo do produto de um estado fisico para outro
minimiza a degradacédo da enzima (BOSS, 2004).

De acordo com CARPENTER et al. (1990; 1993), hd uma grande variedade de
solutos que podem proteger as proteinas durante o processo de congelamento e
descongelamento. Estes produtos sdo solucBes quimicas como, agucares, aminoacidos,
metilaminas, polidis, etc. Isso se deve porque os produtos fazem com que as proteinas nao
entrem em contato com a solugdo aquosa. No entanto outros aspectos devem ser levados
em consideracdo ja que a qualidade e a aparéncia do produto ird depender também da
composicdo, da concentracdo, do volume da solucdo que sera feita a secagem, da
geometria do recipiente, de varios equipamentos do processo e dos parametros como:

temperatura e transferéncia de massa (FRANKS, 1998).

3.6.1. Liofilizacdo

A liofilizacdo consiste basicamente num processo de separacdo por sublimacdo, isto
é, a agua ou o substrato aquoso, que deve estar na fase solida, é removida na forma de
vapor da substancia congelada, ou seja, passa da fase solida direto para a fase vapor. Para

que isto se torne possivel é necessario que a zona da temperatura de sublimacdo esteja
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abaixo do ponto triplo demonstrado na Figura 3.4. O ponto triplo da agua ocorre a uma
temperatura de 273,15 K e a uma pressdo de 639,95 Pa. Grande parte dos liofilizadores

trabalham a -10°C ou a uma pressdo absoluta de aproximadamente 266,65 Pa.

Pressio
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Figura 3.4: Diagrama de fases da 4gua. (BOSS, 2004a)

O método de liofilizacdo tem como objetivo preservar a qualidade do produto,
deixando o soluto ou o substrato em sua forma anidra ou quase anidra, mas para que isso
ocorra é fundamental que a estrutura onde ocorra a sublimacdo esteja rigida pelo
congelamento da superficie do material. Esta rigidez é importante para prevenir colapsos
da matriz sélida apds a secagem. (BOSS, 2004a e FRANKS, 1998).

Mecanismo do Liofilizador

Basicamente num liofilizador encontram-se trés componentes essenciais: a bomba de
vacuo (para remover o ar e o vapor d’ agua), um condensador (para repor o calor latente
perdido) e a cdmara de vacuo. De acordo com JAYARAMAN (1995), podem ocorrer num

sistema de “freeze drying”:

- transferéncia de calor e massa através do mesmo caminho, em dire¢fes opostas;
- transferéncia de calor que ocorre através da camada congelada e a transferéncia de massa

que ocorre através da camada de secagem;
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- a geracdo do calor ocorre dentro do gelo (por microondas) e a transferéncia de massa
através da camada de secagem.

Segundo BOSS (2004), a cinética do processo de liofilizacdo é determinada pelo
transporte interno de calor do material secado e umidade sublimada na forma de vapor e
também pelo transporte de vapor na superficie do material. Se a agua for colocada numa
camara de vacuo, conectada a uma bomba de grande capacidade e a concentracdo de
moléculas acima da superficie do liquido for reduzida por bombeamento, a chance das
moléculas que deixaram a superficie do liquido retornarem é muito pequena. Isto pode ser
percebido a partir do fato de que se uma molécula ndo retorna, seu calor latente de
vaporizacao se perde e a temperatura do liquido cai.

No seu estudo de investigacdo da estabilizacdo da secagem enzimaética de lisozimas e
formulacdo das suas propriedades fisicas, LIAO et al. (2004), utilizaram para o preparo da
secagem enzimatica solucdo tampédo de fosfato de sodio (10 mM, pH 6,3) e a solucdo de
lisozima (10,0 mg/mL) que foi misturada com um volume igual da solucdo tampdo. As
amostras foram congeladas a - 80°C, transferidas para o liofilizador e processadas, isto é,
passou pela secagem primaria a uma temperatura de - 30°C, pressao de 20 Pa, durante 40
horas e pela secagem secundaria a uma temperatura de - 20°C, pressdo de 10 Pa, durante
20 horas. A temperatura do produto foi monitorada utilizando termopares que foram
posicionados na parte inferior dos frascos. Chegando a conclusdo que a lisozima
permaneceu com o seu estado inicial inalterado, isto é, ficou estdvel mesmo depois da
secagem enzimatica.

YASUDA et al. (2001), com objetivo de verificar a acdo de diferentes aditivos que
pudessem reforcar a atividade de transesterificacdo na secagem da enzima lipase,
utilizaram na etapa de secagem de enzimas uma solucdo tampdo de fosfato de potéssio
contendo 10mM (pH 5,5), contendo 3,5 mg de lipase. A solucdo foi misturada com um
agitador magnético, congelada e liofilizada. O p6 resultante pos-liofilizacdo foi analisado
obtendo uma atividade de transesterificacdo maxima de 0,405 KU/g.lipase para o uso do
aditivo Triton X-100.

TSINONTIDES et al. (2004), apresentaram no seu estudo de principios e praticas
para 0 sucesso da secagem de enzimas em inddstria, 0os parametros utilizados para a
otimizagdo do processo de secagem de enzimas, o qual utilizaram na etapa primaria,
temperaturas de -20°C, -21°C e -22°C e pressdes de 9,5 Pa, 11 Pa e 12,5 Pa. Ja na etapa
secundaria foram utilizadas temperaturas de 39° a 51°C, 40° a 60°C e 41° a 61°C e pressoes
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de 3,5 Pa, 5,0 Pa e 6,4 Pa. Chegando a conclusdo que o monitoramento da temperatura do
produto dentro dos liofilizadores durante o processo € uma metodologia para assegurar o
éxito. Sendo que a definicdo dos pontos de pressdo e temperatura podem se apresentar
ineficientes uma vez que diferentes unidades industriais poderdo ter diferentes
temperaturas, independente da sua dimenséo, produzindo assim, taxas de transferéncia de

calor para o produto diferenciadas.

3.6.2. Secagem Infravermelho

A literatura reporta que a secagem de enzimas por infravermelho é um método pouco
pesquisado pelos autores. Sendo necessario 0 emprego de mais pesquisas na area para um
melhor embasamento tedrico do método.

A secagem por infravermelho é baseada na radiagdo de ondas de infravermelho, a
partir de uma fonte, que interage com a estrutura interna da amostra, aumentando assim a
sua temperatura e favorecendo a evaporacdo do teor de umidade. Além disso, a energia do
infravermelho é transferida do elemento aquecido para a amostra do produto sem
circulagdo de ar. Assim, a temperatura radiante das camadas da amostra é mais elevada do
que o ar que a rodeia. Como resultado, a secagem da amostra ¢é feita tanto no interior
quanto no exterior da amostra, por meio dos fenbmenos térmicos da radiacdo e da
conveccao, levando a uma alta taxa de calor comparado a secagem convencional (CELMA
et al., 2008).

GLOUANNEC et al. (2002) define o infravermelho como um modo superficial de
aquecimento, que permite uma imediata e significativa fonte de energia para o produto,
otimizando o processo com a reducdo do tempo de secagem e dos custos.

Em seu estudo experimental da secagem por infravermelho-convectivo de sulfato
ferroso hidratado, GLOUANNEC et al. (2002) afirmam que uma alta poténcia do
infravermelho torna possivel aumentar consideravelmente a perda de massa no menor
tempo possivel. Isto pode envolver importantes gradientes de umidade no produto, com a
formacdo de uma crosta sobre a superficie da dgua o que impede a migracdo no interior
deste produto. A secagem realizada com infravermelho de baixa poténcia permite uma
melhor homogeneidade do produto, contudo ha um aumenta do tempo de secagem. Para
melhorar a qualidade da secagem, o produto deve possuir uma camada fina ou a variagao
da poténcia do infravermelho durante a secagem pode ser uma solucdo para encurtar o

tempo desta.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos empregados no desenvolvimento
do estudo de producdo de enzimas lipoliticas utilizando bactéria isolada de solo com histérico
de contato com petréleo, por meio de fermentacdo submersa. Os experimentos foram
realizados no Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos (LEB), no Instituto de Tecnologia e
Pesquisa (ITP), da Universidade Tiradentes (UNIT).

4.1. MATERIAIS
4.1.1. Microrganismo

A bactéria Biopetro 4 (Figura 4.1), empregada no presente trabalho, pertence ao
Laboratério de Engenharia de Bioprocessos e foi isolado de um solo contaminado por
petréleo na regido do campo de exploracdo de petroleo de Carmopdlis no Estado de Sergipe.
Esta bactéria foi pré-selecionado a partir de estudos, feitos anteriormente pelo grupo de
pesquisa de Engenharia de Bioprocessos do ITP, nos quais detectou-se que a bactéria
Biopetro 4 apresentava o maior potencial produtor de enzimas lipoliticas dentre as estudadas.
O microrganismo foi preservado em tubos com agar nutriente inclinado e estocados a 4°C, no
Laboratdrio de Engenharia de Bioprocessos (LEB) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa
(ITP).

Figura 4.1. Fotografia do microrganismo, com objetiva de 100 X (Biopetro 4).
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4.1.2. Reagentes

Os principais reagentes utilizados foram: Acetona (Quimex, Brasil); Acido Cloridrico
(F. Maia, Brasil); Acido Sulfurico (Quemis, Brasil); Albumina Bovina (Inlab, Brasil); Azeite
de Oliva (Carbonel, Brasil); Biftalato de Potassio (Synth, USA); Carbonato de Sdédio
(Dindmica, Brasil); Fenolftaleina (Dindmica, Brasil); Folin Ciocalteau (Haloquimica, Brasil);
Goma Arébica (Cromoline, Brasil); Hidroxido de Sodio (Nuclear, Brasil); lodeto de Potassio
(Incasa S/A); lodo (Synth, USA); Oleo de Palma (Mercado local); PEG (Synth, USA);
Sulfato de Cobre (Quimex, Brasil); Sulfato de Amonio (Synth, USA); Tartarato Duplo de
Sédio e Potéssio (Neon, Brasil); TRITON-X (Fisher Scientific, USA); TWEN 80 (Synth,
USA);.

4.1.3. Equipamentos

Principais equipamentos utilizados durante a execucdo do estudo: Agitador (Marconi);
Agitador Magnético (Quimis); Autoclave (Marconi); Balanca Analitica (Mettler Toledo);
Bomba a Vacuo (Marconi); Capela (Marconi); Centrifuga (Quimis); Dessecador (Marconi);
Espectrofotdmetro (Hach); Estufa para Secagem (Quimis); Liquidificador (Astro Predileta);
Liofilizador (Freezone 4.5); pHametro (Marconi); Shaker em Banho Termostatico (Nova
Etica); Shaker (Marconi).

4.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

O procedimento experimental para a producdo de enzimas lipoliticas utilizando a
bactéria Biopetro 4 desde a obtencdo do indculo a secagem séo apresentados nesta secdo. O
esquema apresentado na Figura 4.2, representa as etapas envolvidas na producao das enzimas:
selecdo da melhor concentracdo do indutor dleo de palma; planejamento de experimentos para
a determinacdo das condigfes 6timas de pH e temperatura; verificacdo do melhor surfatante a
ser utilizado com a analise da melhor atividade lipolitica encontrada; método de purificacdo
utilizando salting-out com a utilizacdo da melhor concentragcdo da solugéo de sulfato de
amonio e por fim o método de secagem de enzimas para a verificagdo da melhor temperatura

e pressao.
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Bactéria: Biopetro 4

I

Selecdo da melhor
concentracdo de indutor dleo
de palma (1,2,3 e 4%)

l

Planejamento de
Experimentos
(Condicdes otimas de pH e T)

l ,, l

PEG TRITON-X TWEEN

l

Planejamento de Experimentos
Surfactantes
(Concentracdo Otima dos Surfactantes)

l

Pré-Purificacdo

l

Secagem de Enzimas

Figura 4.2. Fluxograma do processo de obtenc¢do de enzimas lipoliticas.
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4.2.1. Fermentacdo submersa

A fermentacdo foi conduzida em frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 125 mL de
meio de cultura (Tabela 4.1) e diferentes concentracdes de 6leo de coco como indutor
acrescido apos 48h de fermentacdo. Os frascos foram agitados a 170 rpm e temperaturas de
24°C, 30°C e 37°C, em agitador orbital tipo shaker durante 144 horas. Em alguns
experimentos foram adicionados surfactantes (PEG 1500, Tween 80 ou Triton X-100) e os
valores iniciais de pH da fermentacdo foram 3,0; 5,0 e 7,0. O meio foi esterilizado em
autoclave a 1 atm e 121°C por 15 minutos. Os frascos foram inoculados com 10% de volume

de inéculo com 48 h de idade.

Tabela 4.1. Meio de Cultura

Meio de Cultura Composicao (%, m/v)
Amido (Synth, USA) 10
Extrato de Levedura (Himedia, india) 3,0
KH,PO, (Synth, USA) 0,5
NaNOj3 (Dinamica, Brasil) 1,5
MgS0O,.7H,0 (Synth, USA) 0,25
Peptona Bacterioldgica (Himedia, india) 0,65

4.2.2. Influéncia da Concentracéo do Indutor Oleo de Coco

Para avaliar a influéncia da concentracdo do 6leo de coco como indutor na producdo das
enzimas lipoliticas pela bactéria Biopetro 4, foram realizadas fermentacdes com
concentracdes de 6leo de coco entre 1 e 4% (v/v).

4.2.3. Influéncia do pH e da Temperatura

Para avaliar a influéncia do pH e da temperatura na produgdo das enzimas lipoliticas
pelo microrganismo selecionado, foi adotada a metodologia do planejamento de experimentos

empregando uma matriz 22 com trés pontos centrais (Tabela 4.2). Em todo o planejamento foi
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utilizado o mesmo meio de cultura, contendo 4% de 6leo de coco, como indutor, acrescido

apos 48 horas de fermentagdo. Os experimentos foram feitos em triplicata.

Tabela 4.2. Matriz do planejamento fatorial 22 empregado no estudo da influéncia da
temperatura e do pH.

Niveis Codificados das Valores Reais das Variaveis
Variaveis
Ensaio X1 X5 pH T (°C)
1 -1 -1 3,0 24
2 +1 -1 7,0 24
3 -1 +1 3,0 37
4 +1 +1 7,0 37
5 0 0 5,0 30
6 0 0 5,0 30
7 0 0 5,0 30

X1: Valores codificados para o pH.
X,: Valores codificados para a Temperatura.

4.2.4. Influéncia da Adicao de Surfactantes

Para um melhor desempenho da producdo de enzimas lipoliticas foram testados os
surfactantes PEG 1500, Triton X-100 e Tween 80 na proporcdo de 1% em relacdo a
guantidade do meio de cultura. O pH do meio e a temperatura utilizadas neste experimento
foram os que conduziram aos melhores resultados no item 4.2.3. Apo6s a sele¢do dos melhores
surfactantes, realizou-se um planejamento de experimentos para a verificagdo da melhor
concentracdo dos surfactantes selecionados Triton X-100 e Tween 80, empregando uma

matriz 2% com trés pontos centrais (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Matriz do planejamento fatorial 22 empregado no estudo da influéncia da
concentracéo e do surfatante.

Niveis Codificados das VVariaveis Valores Reais das Variaveis

Ensaio X1 X2 Surfactantes Concentracéao

(%)
1 -1 -1 Triton X-100 0,2
2 +1 -1 Tween 80 0,2
3 -1 +1 Triton X-100 1,0
4 +1 +1 Tween 80 1,0
5 -1 0 Triton X-100 0,6
6 +1 0 Tween 80 0,6
7 -1 0 Triton X-100 0,6
8 +1 0 Tween 80 0,6

Xi..valores codificados para 0s
Xj- valores codificados para concentracdo do surfatante
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Em todo o planejamento foi utilizado o mesmo meio de cultura, variando a concentragao
do surfatante, contendo 4% de indutor 6leo de coco acrescido ap6s 48 horas de fermentacéao
com uma rotacdo de 170 rpm. As outras etapas do experimento seguiram conforme as

fermentacdes anteriores.

4.2.5. Pré-Purificacdo Enzimatica

Para a obtencdo da enzima pré-purificada foi utilizado o método de precipitagdo por
salting out. O caldo fermentado por 144 h foi centrifugado para a eliminacdo das células
bacterianas e do 0leo de coco residual. Neste caldo livre de célula e 6leo foi acrescido sulfato
de amonia em percentuais de saturacdo de 40%, 50%, 60%, 70% e 80%. O meio precipitado
foi novamente centrifugado por 20 min a 1200 rpm e separado 0 meio sobrenadante do
precipitado. Anélises de concentracdo de proteinas e atividade lipolitica foram realizada nas
fases separadas.

O extrato pré-purificado utilizado foi composto pelo meio de cultura cuja formulacéo

encontra-se apresentada na Tabela 4.2 com a adi¢&o do surfatante Triton X-100.

4.2.6. Secagem Enzimatica

A secagem das enzimas lipoliticas foi realizada por meio de um secador infravermelho
de ondas curtas (0,7 a 1,3 um). Os experimentos foram conduzidos com temperaturas da fonte
de aquecimento infravermelho (IV) de: 40°, 65° e 80°C.

A operacdo de secagem foi feita em duas etapas: uma etapa de secagem propriamente
dita precedida por uma etapa inicial de estabilizacdo do sistema térmico, na qual o
equipamento era ligado e o sistema de aquecimento infravermelho regulado para que atingisse
a temperatura de operacdo desejada. Apds a estabilizacdo da temperatura, uma placa de Petri
contendo 10 mL do material foi exposta a radiacéo, tendo assim inicio o processo de secagem.

Para a obtencdo das curvas de secagem pesagens do material foram feitas em intervalos
de tempo pré-determinados. Ao final de cada experimento a massa de solido seco foi
determinada pelo metodo da estufa a 105°C, até peso constante.

A partir dos resultados de umidade e tempos obtidos ao longo de cada experimento
foram tragadas as curvas de secagem de unidade adimensional em funcgdo do tempo, a partir
das quais foi feita uma andlise da influéncia da temperatura sobre a cinética de secagem do

material.
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Outra forma utilizada para caracterizar o comportamento de secagem da enzima
lipolitica foi pelas curvas de taxa de secagem em funcéo da umidade do material. Os valores
de taxa de secagem foram obtidos por derivacdo numerica utilizando o software Origin®8.0.

A viabilidade da secagem das enzimas lipoliticas foi avaliada pelo efeito imediato do
processo sobre a atividade lipolitica, a qual foi determinada de acordo com a metodologia
apresentada no item 4.3.3.

Para a determinacdo da atividade lipolitica, durante o processo de secagem, uma
aliquota (1ImL enquanto a amostra estava liquida e 0,5 g da amostra ja solida) foi retirada a

cada hora do processo de secagem.

4.3. METODOLOGIA ANALITICA

As andlises do substrato fermentado foram conduzidas retirando-se 8 mL da amostra,
centrifugando-as a 3000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a
determinacdo do pH, da dosagem de amido, dosagem de proteina e dosagem da atividade

lipolitica.

4.3.1. Concentracdo de Proteinas

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método colorimétrico de LOWRY et al.

(1951), utilizando albumina bovina como padréo e leitura a 750 nm.

4.3.2. Concentragdo de Amido

O teor de amido foi dosado utilizando o método colorimétrico de SOCCOL (1992) .
Amido foi utilizado como padrédo e a densidade 6tica foi lida a 620 nm. Para a obtencdo da

curva de calibracéo foi utilizado amido.

4.3.3. Atividade Lipolitica

Foi determinada pelo método descrito por SOARES et al. (1999). O substrato é
composto de oOleo de oliva emulsionado com agua destilada e goma arabica (7%) na
proporcao de 50:50. A reacdo enzimatica é formada por 5mL de substrato, 2mL de solucéo

tampdo fosfato de sédio (0,1M, pH 7,0) e 1mL de solucdo enzimatica. A temperatura da
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reacdo foi mantida a 37°C em banho termostatico por 5 min sob agitacdo constante (82 rpm).
A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 2 mL de uma solucdo de acetona, etanol e &gua
(1:1:1). Os éacidos graxos liberados foram titulados com solucéo padronizada de KOH 0,04 N,
utilizando fenolftaleina como indicador.

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera em
1umol de acido graxo por min de reacdo, nas condi¢cdes do ensaio. As atividades foram

expressas em (LU/mL=1umoles/mL.min). Equacao (4.1).

v, =V, <N <1000
txV,. (41)

Atividade lipolitica (U/mL) =

onde:

AE ¢ a atividade lipolitica (U/mL);

V, € 0 volume da amostra titulada (mL);

V), é 0 volume do branco titulado (mL);

V. é 0 volume da amostra utilizada na reacdo (mL);
N é a normalidade da solu¢do de KOH (mol/L);

t é o tempo de reacdo em minutos.
4.3.4. Concentragéo de Massa Celular Seca (X)
Para a determinacdo de massa seca foram utilizados os precipitados dispostos nos tubos

de ensaios apds os 15 minutos de centrifugacdo. Estes foram secos em estufa a 105° C até

peso constante.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente capitulo sdo apresentados e analisados os resultados obtidos no
decorrer do trabalho. Para uma melhor compreensdo das atividades desenvolvidas, a
Tabela 5.1, guia o leitor sobre a sequéncia de apresentacdo dos resultados obtidos e a
metodologia aplicada.

Tabela 5.1. Apresentacdo Geral dos Ensaios Realizados

Ensaios Realizados Resultados Metodologia
e Discussdo
INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO DO OLEO 5.1 43.1;432;433;434;435

DE COCO COMO INDUTOR

Influéncia do pH no estudo de produgdo de enzimas
lipoliticas 511 4.3.6

ESTUDO DA  PRODUGAO _ DE ENZIMAS 52 422,431;43.2;433,434
LIPOLITICAS POR FERMENTAGAO SUBMERSA

Avaliacdo dos efeitos do pH e da temperatura na 521 4.3.6
fermentacdo submersa

Estudo cinéticos dos componentes da fermentagao 5211 43.1;43.2;433;434
submersa
4.3.6
Perfil do pH e da Temperatura 5212
Efeito do pH e da Temperatura na producao de enzimas 4.3.6
lipoliticas por meio de planejamento de experimentos 5.2.1.3
ESTUDO COMPARATIVO DE AVALIACAO DOS 5.3 437
SURFACTANTES TRITON X-100; TWEEN 80 E PEG
Producdo de Biomassa 5.3.1 4.34
AVALIAQAO DOS EFEITOS DA CONCENTRA(;/:\O 5.4 438

DOS SURFACTANTES TRITON X-100 E TWEEN 80
NA PRODUGAO DE ENZIMAS LIPOLITICAS

Estudo cinético dos componentes da fermentagéo 541 422;43;431;43.2;433;
submersa com surfactantes 434

Efeito da concentracdo dos surfactantes Tween 80 e

Triton X-100 na producdo de Enzimas lipoliticas por 5.4.2 4.3.8
meio do planejamento de experimentos
PRE - PURIFICACAO 5.5 42.2;43.1;433;4.34,4.39

SECAGEM DE ENZIMAS 5.6 4.2.2;4.3.1,4.3.3;4.3.4,4.3.10
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5.1. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DO OLEO DE COCO COMO
INDUTOR

Observa-se por meio das Figuras 5.1; 5.2; 5.3 e 5.4 que para todas as concentracfes
de Oleo de coco como indutor as atividades enzimaticas permaneceram praticamente
constante apds a adicdo do Oleo. A massa celular seca foi timidamente formada com
concentracdo de 1% de indutor, com 2% sé é observada uma fase exponencial de
crescimento microbiano e com 3% verifica-se que a fase exponencial prolonga-se até 80 h
e a fase de morte microbiana é registrada a partir de 100 h. Com a utilizacdo de 4% apenas
é observada uma fase estacionaria, porem timida como a do experimento com 2% de
indutor. A concentragcdo de amido diminui vertiginosamente nas primeiras 28 h, a partir
desse ponto o microrganismo passa a ter contato com o 6leo e possivelmente a produzir
enzimas lipoliticas para poder quebra-lo em residuos menores e assim consumi-lo como
fonte de carbono.

Pode-se observar, por meio da Figura 5.1, que utilizando 1% de indutor (v/v) a
30°C e pH 5,0, a atividade lipolitica maxima foi de 577 U/mL em 72 horas de fermentacéo,
apresentando apds esse periodo um declinio da sua producdo, demonstrando com esse
resultado, valor superior ao de alguns autores como YANG et al. (2005), que empregaram
Rhizopus arrhizus para a producéo de lipase por fermentacdo submersa e observaram que
em 96 horas de fermentacdo a 26,58°C, pH 7,18 e concentracdo de 6leo de amendoim a
1%, obtiveram um valor maximo de atividade lipolitica de 315 U/mL. KANWAR et al.
(2002), estudando a producdo de lipase por Pseudomonas num substrato de n-alcano,
obtiveram uma atividade lipolitica de 4,5 U/mL, utilizando 1% (v/v) de 6leo de palma
produzindo uma biomassa de 1,6 g/L, esta em comparacdo ao presente estudo mostrou-se
superior ja que a biomassa maxima obtida a 1% de indutor foi de 1,48 mg/mL.

Na curva de crescimento microbiano representada na Figura 5.1, observa-se que nas
primeiras 24 horas de fermentacdo houve o crescimento microbiano de forma exponencial,
apo6s esse periodo até a fase final da fermentacdo pode-se notar a fase estacionaria.
Enquanto a concentragdo do amido nas primeiras 48 horas de fermentagdo mostrou-se
elevada com aproximadamente 15 g/L, apresentando uma queda apds esse periodo,
principalmente depois da insercdo do indutor dleo de coco. Isto demonstra que a
produtividade enzimatica esta, provavelmente, associada com o consumo do substrato e

ndo com o crescimento microbiano (BORZANI et al.,2005).
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Figura 5.1. Perfil da atividade lipolitica, da biomassa e do amido, utilizando o 6leo de
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nas mesmas condicbes de fermentacdo variando somente a

concentracdo de 1 para 2% (v/v) do indutor verificou-se que a atividade lipolitica maxima
alcancada foi de 1675 U/mL em 120 horas de fermentacdo (Figura 5.2). GULATI et al.

(2005) estudaram a producdo de lipase por Fusarium globulosum em fermentacao

submersa, na qual a maior producdo de enzima foi de 3,85 U/mL, a 30°C e pH 6.2, na

concentracdo de 6leo de palma a 2%.
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Figura 5.2. Perfil da atividade lipolitica, da biomassa e do amido, utilizando o éleo de
coco como indutor a 2%.
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No perfil da curva de crescimento microbiano, Figura 5.2, nota-se nas primeiras 24
horas a existéncia da fase de laténcia, que segundo BORZANI et al. (2005), representa o
periodo de adaptagdo, para em seguida entrar no periodo de transi¢do. Apos a insercdo do
indutor a curva entra na fase exponencial (log) até as 120 horas de fermentacao, na qual
alcanca uma produtividade maxima de 7,537 mg/mL. A curva da dosagem de amido
apresenta no inicio da fermentacdo uma concentracdo elevada de 6,69 ¢g/L que vai
declinando até o periodo de 48 horas, sendo que logo ap0s a insercdo do indutor ocorre a
elevacdo da concentracdo de amido, demonstrando a adaptacdo do microrganismo ao
indutor oleoso. Apos este periodo, houve um declinio da concentracdo de amido até a fase
final da fermentac&o. Portanto, com base nos resultados obtidos, deve-se considerar que a
produtividade enzimatica, possivelmente depende da concentragdo microbiana e do
consumo do substrato, 0 amido e o 6leo de coco.

Na Figura 5.3 observa-se que a adi¢do de 3% (v/v) do indutor 6leo de coco
conduziu a uma atividade lipolitica méxima no valor de 3051 U/mL em 96 horas de
fermentacdo. Resultado superior ao encontrado por TAN et al. (2003), em seu estudo
utilizando Candida sp. em fermentacdo submersa, com condicGes similares ao presente
trabalho, tendo como fonte de carbono o 6leo de palma com concentracdo de 2,5%,
temperatura de 30°C, pH 5,0 em 96 horas de fermentacdo, chegando a uma producéo de
2200 U/mL.
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Figura 5.3. Perfil da atividade lipolitica, da biomassa e do amido, utilizando o 6leo de
coco como indutor a 3%.
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Na curva da dosagem de amido pode-se observar, Figura 5.3, que ha um
decréscimo da concentracdo no periodo em que é inserido o indutor dleo de coco, levando
a concluir que o microrganismo consumiu uma maior quantidade de amido quando estava
em processo de adaptacdo ao indutor, sendo que logo apos esse periodo o microrganismo
adquiriu uma maior afinidade com o indutor oleoso, elevando com isso a concentracdo da
biomassa, que no periodo de 24 horas até as 72 horas apresentou a fase log, passando logo
apos a insercdo do indutor para a fase estacionaria (entre 72 e 96 horas de fermentacéo),
alcancando neste ponto a maxima concentracdo microbiana de 5,77 mg/mL em 96 horas de
fermentagdo, juntamente com a méxima atividade lipolitica alcancada. A partir dos
resultados pode-se concluir, que o crescimento celular e o consumo do substrato, tanto o
o6leo de coco quanto o amido estdo associados, possivelmente, a produtividade enzimatica.

Dentre as concentracdes testadas (1 a 4%), a atividade lipolitica maxima obtida foi
de 3455 U/mL em 120 horas de fermentacdo utilizando o indutor a 4% (v/v) de

concentragéo, de acordo com a Figura 5.4.
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Figura 5.4. Perfil da atividade lipolitica, da biomassa e do amido, utilizando o 6leo de
coco como indutor a 4%.

Ao contrério do Biopetro 4 que quanto maior a insercdo do indutor 6leo de coco
maior a producdo de enzimas lipoliticas, autores como MAHADIK et al. (2004),
consideraram a concentracdo de 1% de indutor azeite de oliva como alta para a producao
de lipases acidas pelo microrganismo mutante de Aspergillus niger NCIM 1207 em

fermentagdo submersa nas seguintes condigdes: pH 5,5, a 30°C e agitagdo que variou entre
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150 e 180 rpm. De acordo com os autores o aumento da quantidade de indutor no meio de
cultura ndo é associado a producdo de lipase a partir do microrganismo mutante de
Aspergillus Niger, nos quais testaram concentracdes variadas de indutor (1,0%, 2,5% e
5,0%) e obtiveram como resultado as atividades lipoliticas de 25,6 U/mL, 25,6 U/mL e
25,8U/mL, respectivamente.

No perfil da curva de crescimento microbiano, Figura 5.4, observa-se praticamente
a fase estacionaria do inicio ao final da fermentacdo, chegando ao apice do crescimento
celular nas primeiras horas de fermentagdo com uma concentracdo de 2,56 mg/mL. No
caso da curva da dosagem do amido, apresenta inicialmente elevada concentragéo de 13,77
g/L, entrando em declinio no decorrer da fermentacdo, chegando a 0,62 g/L, o qual pode
ser explicado pela adaptacdo do microrganismo tanto ao indutor oleoso quanto ao substrato
(amido), demonstrando com isso que a produtividade enzimatica, neste caso, esta associada
possivelmente ao consumo do substrato.

O estudo utilizando diferentes concentracBes de 6leo de coco mostra que a
especificidade das enzimas lipoliticas afeta a composicdo dos produtos da hidrélise de
lipideos (acidos graxos, mono e diacilglicerdis) e provavelmente o perfil do crescimento
microbiano.

A fermentagdo submersa mostrou ser um processo bastante eficaz para a produgéo
de enzimas lipoliticas e, neste estudo (Tabela 5.2), promoveu resultados superiores a
literatura (KANWAR et al.,2002; MAHADIK et al.,2004; GULATI et al., 2005).

Tabela 5.2. Atividade enzimatica em funcgdo da concentracdo de indutor 6leo de coco.

Atividade Massa Celular
Concentragao de Enzimética Seca Tempo (h)
Oleo Maxima (U/mL) (mg/mL)
1% 650 1,48 144
2% 1675 7,53 120
3% 3051 573 144
4% 3455 2,55 120

A producdo das enzimas lipoliticas foi analisada concomitantemente com o perfil do
pH. Os resultados estdo representados na Figura 5.5, na qual se pode observar o aumento
do pH durante as fermentagdes para todas as concentracfes de indutor. PASTORE et al.
(2003) verificaram maior estabilidade para a producdo da lipase de Rhizopus sp. na faixa
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de 5 a 8, similarmente ao observado nesse estudo. A literatura reporta que pH neutro €
geralmente definido como 6timo para a atividade lipolitica, como pode ser verificado nos
trabalhos de TAN et al. (2003), ABBAS et al. (2002), BURKERT (2003), KAMINI et al.
(1998) e FADILOGLU et al. (2002).

10

I
o
4 4
—m— 1%
—— 2%
—2— 3%
2 —v—4%

0 T T T T T T T T T

L T
0 24 48 72 96 120 144 168

Tempo (h)

Figura 5.5. Perfil do pH com as concentracdes de 1%, 2%, 3% e 4% de 6leo de coco
como indutor, com temperatura de 30°C e pH 5,0.

5.2. INFLUENCIA DO pH E DA TEMPERATURA

Neste item s&o apresentados e discutidos os resultados provenientes da avaliagcdo
dos efeitos do pH e da temperatura na fermentacdo submersa para a producéo de lipase por
meio de planejamento fatorial (Tabela 5.3). Foi utilizado um planejamento fatorial
completo com pontos axiais para a verificacdo dos efeitos, onde para uma melhor
compreensdo, serdo apresentados anteriormente, o estudo cinético dos componentes da
fermentacgdo: concentracdo da biomassa, determinacdo da atividade lipolitica e a dosagem
de amido (item 5.2.1).
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Tabela 5.3. Resultado do planejamento de experimentos para averiguacao do efeito do pH
e temperatura na producdo de enzimas lipoliticas

Niveis Codificados das Valores Reais das
Variaveis Variaveis
Ensaio X1 X pH T (°C)  Atividade Lipolitica
(U/mL)
1 -1 -1 3,0 24 3891
2 +1 -1 7,0 24 3749
3 -1 +1 3,0 37 2453
4 +1 +1 7,0 37 4617
5 0 0 5,0 30 3958
6 0 0 5,0 30 4161
7 0 0 5,0 30 4012

5.2.1. Estudo Cinético da Fermentacao Submersa

Na Figura 5.6 sdo apresentados os perfis cinéticos de producdo de lipase na
temperatura de 24°C.

Observa-se a alta producdo de atividade enzimatica e a manutencdo desta durante e
apos a adicao do indutor, no experimento em pH 3,0 (Ensaio 1) a maxima atividade 3891
U/mL foi atingida a 96 h de fermentacdo, ja em pH 7,0 (Ensaio 2) o maior valor foi
observado (3749 U/mL) em 24h. Sendo os resultados alcangados, superiores aos
encontrado por alguns autores como TAN et al.(2003), que estudando a producéo de lipase
por Candida sp. em fermentacdo submersa, observaram que utilizando o éleo de soja como
indutor a 2,5%, uma temperatura de 30°C, pH 3,0 e mesmo tempo de fermentacao,
obtiveram uma atividade lipolitica de 300 U/mL.

Os resultados do crescimento microbiano para pH 3,0 revelam um periodo de
ascensdo no inicio da fermentacdo, fase exponencial, chegando ao valor méximo de 5,07
mg/mL, havendo logo apds a inser¢do do indutor um declinio, provavelmente ocasionado

pela ndo adaptacdo do microrganismo a esta nova fonte de carbono.
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Figura 5.6. Resultados da fermentacdo para a producdo de enzima lipolitica a
temperatura de 24°C e pH 3,0 (Ensaio 1) e pH 7,0 (Ensaio 2).

Verifica-se que a maxima atividade lipolitica alcangada apresenta-se logo apods a
concentracdo de massa celular seca entrar em fase de morte, o que pode ser explicado, de
acordo com TUMANG & COSTA (2006) e BORZANI et al. (2005), pelo mecanismo de
producdo da biomassa e enzima. No inicio da fermentacdo predominam transformacGes

produtoras de energia com formacdo de biomassa, a enzima s6 é formada quando o
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metabolismo oxidativo encontra-se atenuado. Em pH 7,0, a curva de crescimento
microbiano permaneceu praticamente na fase estacionaria do inicio até as 72 horas de
fermentacdo, onde atingiu a concentragdo maxima de 2,24 mg/mL, apresentando logo apds
esse periodo o fendbmeno de diauxia, este fato promoveu uma segunda fase exponencial e
estaciondria, caracterizando a metabolizacdo do segundo substrato, isto € o indutor oleoso.

O consumo de amido na fermentagdo em pH 3,0 foi lento em comparagédo com o
consumo desta fonte de carbono em pH 7,0. Estes resultados sugerem que a producéo de
enzimas lipoliticas ndo esta associada a concentracdo microbiana no meio, porém a
presenca e capacidade de utilizacdo do indutor como fonte de carbono.

Os resultados das fermentagGes conduzidas a 37°C e pH 3,0 (ensaio 3) e 7,0 (ensaio
4) sdo apresentados na Figura 5.7. O valor maximo da atividade lipolitica, 2453 U/mL foi
observado em 72 horas de fermentacdo em pH 3,0 e de 4617 U/mL a 120 h. BURKERT
(2003), em condicGes similares de pH e temperatura, no seu estudo para a otimizacéo das
condigdes de producdo da lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y552, testando
diferentes faixas de temperaturas (27° a 50°C) e pH (2,0 a 9,0), chegou a conclusdo que
temperaturas de 37°C e pH 7,0 apresentaram melhores resultados, obtendo uma atividade
de 26,4 U/mL. Enquanto GULATI et al. (2005), utilizando uma lipase de Fusarium
globulosum em fermentacdo submersa a 37°C, pH 10,0 e dleo de neem como indutor,
obtiveram uma atividade lipolitica de 4,01 U/mL. Ja KANWAR et al. (2002), alcancaram
uma atividade lipolitica de 25 U/mL, utilizando como fonte de enzimas lipoliticas, em
fermentacdo submersa a 34°C e pH 8,0, as bactérias Pseudomonas G6, isoladas de solo
contaminado com petréleo.

O crescimento microbiano (Figura 5.7) foi mais pronunciado em pH 3,0 (10,93
mg/mL a 96 h) quando comparado com a fermentacdo em pH 7,0 (2,05 mg/mL a 72 h);
esta observacdo também foi verificada quando a fermentacdo foi conduzida a 24°C.
Segundo GINALSKA et al. (2007), o efeito das condicGes de cultura no crescimento e
producdo de lipase, atestaram que o crescimento microbiano é afetado principalmente pela
temperatura e pelo tempo de incubacdo, onde foram testadas temperaturas de 30 a 40° e 0
periodo de incubacdo foi de seis dias, resultando numa produtividade maxima (atividade
lipolitica: 150 U/mL e massa celular seca: 1.04 g/L, ) em dois dias de fermentacéo a 30°C.

Na curva da dosagem de amido nota-se que o maior consumo do amido ocorre na
fermentagdo em pH 7,0 rapidamente até a adi¢do do indutor (46%) e chega a quase a 59%
do valor inicial, denotando que ap06s a adi¢do do indutor a bactéria Biopetro 4 passa a

produzir enzimas para consumir o 6leo como fonte de carbono.
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Figura 5.7. Resultados da fermentacdo para a producdo de enzima lipolitica a temperatura
de 37°C e pH 3,0 (Ensaio 3) e pH 7,0 (Ensaio 4).

Na Figura 5.8 apresenta-se os resultados da fermentagdo para a produgéo de lipase a

30°C e pH 5,0 (Ensaios 5,6 e 7), correspondendo aos pontos centrais do planejamento de

experimentos.
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Figura 5.8. Perfil da atividade lipolitica, da biomassa e do amido, utilizando pH 5,0 e
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T=30°C, (Ensaios 5, 6 € 7).
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A atividade lipolitica méaxima alcancada foi em 120 horas de fermentacdo com o0s
valores de 3958 U/mL, 4161 U/mL e 4012 U/mL, em média 4043,7 U/mL. Este valor é
maior que os encontrados por MAIA et al. (2001), no seu estudo para determinar o efeito
das condicOes de cultivo para a producao de lipase por Fusarium solani em fermentagédo
submersa, a 28°C e pH 5,5, onde a atividade lipolitica méxima alcancada foi 0,371 U/mL
em 120 de horas de fermentagdo, utilizando como indutor o 6leo de palma de babassu. Os
encontrado por BURKERT (2003), que utilizando uma lipase de Geotrichum candidum
NRRL-Y552 em fermentacdo submersa atingiram uma atividade lipolitica de 15,57 U/mL
em 48 horas de fermentacéo, a 30° C e pH 7,0.

A curva de crescimento microbiano mostra que had um estado estacionario nas
fermentacGes com maxima producdo de massa celular seca de 2,16 mg/mL, 2,88 mg/mL e
3,3 mg/mL sendo todas conseguidas a 120 h de fermentacdo. O consumo de amido em
duas das trés fermentagdes (Ensaios 6 e 7) foi quase que completo.

A variacdo do pH em todos os ensaios é apresentada na Figura 5.9, observa-se que

ndo ha grandes variagdes entre os valores iniciais e finais.

—B-pH.3.0.T.24
5 —@—pH.7.0.T.24
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Figura 5.9. Perfil do pH com relagéo ao tempo.

5.2.2. Resultados do Planejamento de Experimentos

Apos a selecdo da melhor concentracdo (4%), foi adotada a metodologia do
planejamento de experimentos (Tabela 5.3) para verificar os efeitos causados pelo pH e

temperatura na produgdo das enzimas lipoliticas, para isso foi empregada uma matriz 2°
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com trés pontos centrais. A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o
programa STATISTICA (verséo 5.0). Em todo o planejamento foi utilizado o0 mesmo meio
de cultura, contendo 4% de indutor 6leo de coco acrescido apds 48 horas de fermentagédo
com uma rotacdo de 170 rpm. Os experimentos foram realizados em triplicata.

A anélise dos efeitos principais das varidveis estudadas e as suas respectivas
interacOes sdo apresentadas na Tabela 5.4 e 5.5 e Figura 5.10. Mostra-se na Tabela 5.4, 0s
dados da analise das estimativas de efeito, os erros padrdes e o valor de p. Observa-se
dentro da regido analisada que o pH modelo linear (L) apresentou um erro padréo de +
299,18. Para a temperatura o erro padrdo apresentado foi de + 299,18. Observando os
valores de p, nota-se que o pH (X;) e a interacdo entre 0 pH e a temperatura (X;X>)
apresentaram influéncia significativa, no entanto a temperatura (X;) ndo apresentou

influéncia significativa ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 5.4. Estimativas de Efeito calculadas no estudo de avaliacdo da temperatura e pH
Otimos para a producao de enzimas lipoliticas.

Variavel Estimativa de Erro padrao p

Independente Efeito
Média Global 3834,40 + 109,53 0,000051*
Xy pH (L) 1011,00 + 289,80 0,39808*
Xz: Temperatura - 285,00 + 289,80 0,39791
X1 X3 1153,00 + 289,80 0,28405*
* = Influéncia significativa
R*=0,90

(L) = Modelo Linear

A validade do planejamento também foi verificada pelos resultados apresentados na
Tabela 5.5 da analise de variancia (ANOVA), por meio da qual se observou que o pH e a
interacdo da temperatura com o pH apresentaram influéncia significativa ao nivel de 95%
de confianca, ja que os valores de p sdo menores que 0,05. No entanto a temperatura ndo
apresentou influéncia significativa.

A superficie de resposta e a curva de nivel sdo apresentadas na Figura 5.10, elas
apresentam a relacdo entre os efeitos estudados. De acordo com a superficie de resposta,
pode-se afirmar que a regido otimizada para a atividade lipolitica encontra-se numa faixa
entre pH 5,0 e 7,0 e temperaturas na faixa entre 30°C e 37°C, obtendo-se uma atividade
lipolitica méaxima de 4617 U/mL a 37°C e pH 7,0 (Tabela 5.3).
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Tabela 5.5. Analise de variancia para o estudo de avaliacdo da temperatura e pH para
a producdo de enzimas lipoliticas.

Efeitos Soma Graus de Média p**
Quadratica Liberdade Quadratica
Xi:pH (L) 1022121,0 1 1022121,0 0,39808*
X T 81225,0 1 81225,0 0,397912
X1 X 1329409,0 1 1329409,0  0,028405*
Erro total 251957,0 3

89512,0

Total (corrigido) = 2684712,0
R*=0,90

**p: Teste estatistico para estimativa do intervalo de confianca do modelo.

E500
5000 |

| T SRR
g

Figura 5.10. Superficie de Resposta para o estudo de avaliagdo da
temperatura e pH 6timos para a produgédo de enzimas lipoliticas.

O modelo estatistico determinado para a resposta estudada foi obtido considerando

os coeficientes significativos a p < 0,05 para 0 modelo com as variaveis codificadas, sendo
expresso pela equacgéo (5.1):

Y =3744,4 + 505,5 X1+ 576,5 X1 X3 (5.1)

onde X; e X, representam os valores codificados para 0 pH e a temperatura,
respectivamente.
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A partir da analise dos resultados obtidos, observou-se que dentre os parametros
reacionais testados, o pH (7,0) foi o fator que demonstrou maior efeito na variavel resposta
(atividade lipolitica), bem como a interacdo entre o pH e a temperatura. No entanto
somente a temperatura ndo apresentou influéncia significativa na producdo das enzimas
lipoliticas. Resultados semelhantes foram encontrados por KADER et al. (2007) no estudo
da otimizagdo da producdo de lipase por Rhizopus MR 12 em fermentacdo submersa,
chegaram a conclusdo que o pH na faixa entre 6,0-7,0 produzia a maxima atividade
enzimatica. PINHEIRO (2006), no seu estudo para a producdo de lipase por fermentacao
submersa utilizando Penicillium verrucosum como microrganismo, determinou pelo
planejamento de experimentos que pH 7,0 promoveu uma maior atividade lipolitica.

GINALSKA et al. (2007) notaram que as condi¢bes Otimas para a producdo de
enzimas lipoliticas por Geotrichum-like R59 em fermentacdo submersa eram 30°C e pH
6,0. Em seu outro estudo do efeito das condic¢des de cultivo para o crescimento e producao
celular por Geotrichum-like R59 em fermentacdo submersa, 0s autores reportaram que a
faixa de pH entre 3,0 e 9,5 favoreceu o crescimento celular. No entanto a producédo caiu
drasticamente quando o pH utilizado foi 9,5, ndo obtendo nenhuma atividade com pH
acima desse valor. Por outro lado PINHEIRO (2006), no seu estudo para a producdo de
lipase por fermentagdo submersa empregando Penicillium verrucosum como
microrganismo, afirma que temperaturas na faixa de 29°C e 45°C e valores de pH entre 7,0
e 8,5 representam as condicdes o6timas de atividade lipolitica. No entanto, BURKERT
(2003), demonstra que temperatura de 37°C e pH 7,0 foram definidas como 6timas para a
producdo de enzimas lipoliticas por Geotrichum candidum NRRL-Y552, no seu estudo
para a otimizacdo da producéo de lipases.

Com o objetivo de estudar o efeito do pH sobre a producdo de lipases, GULATI et al.
(2005), variaram o pH do meio na faixa entre 3,0-10,0, onde os resultados obtidos
demonstraram que a méaxima atividade lipolitica foi produzida em pH 7,0, embora o
microrganismo fosse capaz de crescer nas outras faixas de pH.

Apoés a realizacdo de uma andlise estatistica e do estudo cinético dos componentes da
fermentacdo submersa, a partir da qual foi detectada a regido otimizada para a produgéo
méaxima de enzimas lipoliticas sera apresentado no seguinte capitulo o estudo comparativo
de avaliacdo dos surfactantes Triton X-100, Tween 80 e PEG. Sendo este realizado, com o

intuito de aumentar a producéo de enzimas lipoliticas.
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5.3. INFLUENCIA DA ADICAO DE SURFACTANTES AO MEIO DE CULTURA

A adicédo de surfactantes ao meio de cultura tem sido amplamente utilizada para
aumentar a secre¢do das enzimas lipoliticas por diversos tipos de microrganismos, devido a
ocorréncia de mudancas na permeabilidade da parede celular ou ao efeito dos tensioativos
sobre a célula enzimatica (COSTAS et al., 2004).

Surfactantes como Tween 80, Triton X-100 e PEG sdo amplamente utilizados em
pesquisas para 0 aumento da atividade extracelular de lipases de Thermus thermophilus
HB27 (FUCINOS et al., 2005), Candida rugosa (HERNAIZ et al., 1999), Acinetobacter
radioresistens (LI et al., 2001), Rhizomucor miehei (NOEL et al., 2003), entre outros.

5.3.1. Perfil Cinético da Producéo de Enzimas Lipoliticas na Presenca de Surfactantes

O estudo da adicdo de PEG 1500, Triton X-100 e Tween 80 foi realizado com o
intuito de otimizar o processo de producdo de enzimas lipoliticas. Em todo o estudo foi
utilizado o mesmo meio de cultura, com o acréscimo de 1% de surfatante, contendo 4% de
indutor 6leo de coco acrescido ap6s 48 horas de fermentacdo com uma rotagédo de 170 rpm,
na temperatura de 37°C e pH 7,0. Os resultados sdo mostrados na Figura 5.11. e Tabela
5.6.

Observa-se por meio da Figura 5.11, que ha uma tendéncia a manutencdo da
atividade lipolitica apds 72h de fermentacdo para o experimento contendo Triton X-100
(Ensaio 1) e discreta reducdo para as fermentacdes com Tween 80 (Ensaio 2) e PEG 1500
(Ensaio 3).

Verificou-se que o Triton X-100 foi o surfatante que apresentou a maxima atividade
lipolitica com 7185 U/mL em 120 horas de fermentagdo. Comparativamente as
fermentacdes na auséncia de surfactantes, os valores da atividade enzimatica foram 56% e
49% maior para Triton X-100 e Tween 80, respectivamente, ao passo que a adi¢do de PEG
1500 néo possibilitou um incremento na atividade da enzima. ZHANG et al. (2003), no seu
estudo dos efeitos dos indutores para a producédo de lipase por Candida rugosa, utilizando

0 Tween 85 obtiveram uma produc¢édo 70,8% maior que na auséncia de surfactantes.
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Figura 5.11. Resultados da fermentacéo para a obtencao de enzimas lipoliticas em
presenca de 1% de Triton X (Ensaio 1), Tween 80 (Ensaio 2) e PEG (Ensaio 3).
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A massa celular seca aumentou com o tempo de fermentagdo. Em todos os
experimentos foi verificada uma fase estacionaria de crescimento celular até ao final da
fermentacdo, mesmo com Triton X-100, o elevado desvio na determinacdo da massa
celular seca ndo permite avaliar como oscilagcdo o fendmeno de diauxia. BORZANI et al.
(2005) e TUMANG & COSTA (2006), verificaram que quando a méaxima atividade
lipolitica ocorre logo ap6s a fase de morte celular, é devido a predominédncia de
transformacdes da geracdo de energia para 0 microrganismo e consequentemente geracdo
de massa microbiana, sendo a enzima produzida na fase de morte quando o metabolismo
oxidativo encontra-se atenuado, porém este fendbmeno nédo foi observado neste estudo. As
adicdes dos surfactantes na fermentacdo também proporcionaram o aumento da massa
celular seca, com excecdo da adicdo de PEG 1500, que promoveu a reducdo da
concentracdo microbiana. ZHANG et al. (2003), no seu estudo do efeito de indutores para
a producdo de lipase por Candida rugosa, encontraram valores inferiores aos obtidos no
presente estudo que foi de: 3,5 g/L™ para o Triton X-100 e 3,6 g/L™ para o Tween 80.

A concentracdo de amido diminuiu com o tempo de fermentacdo, sendo mais
pronunciado na fermentacdo com Tween 80. Os valores encontrados para Triton X-100
aumentados ao final da fermentacéo € atribuido a alguma interferéncia ocorrida, promovida

por metabdlitos durante o final da fermentacéo.

A Tabela 5.6. demonstra em termos comparativos os melhores resultados da

fermentacdo com a presenca e a auséncia de surfactantes.

Tabela 5.6. Melhores resultados da fermentacdo com e sem adi¢do de surfactantes para a
producdo de lipase a 37°C e pH 7,0.

Surfactante Massa Celular Seca  Atividade Lipolitica (U/mL)
Nenhum 2,05 4617

Triton X-100 5,72 7185
Tween 80 5,63 6882

PEG 1,85 4906
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5.3.2. Resultados do Planejamento de Experimentos para o Estudo da Influéncia de

Surfactantes na Fermentacéo para a Producgéo de Enzimas Lipoliticas.

De acordo com o item anterior, chegou-se a conclusdo que os surfactantes que
conduziram a uma maior atividade lipolitica foram o Triton X-100 e o Tween 80. Neste
caso, o0s valores qualitativos no planejamento de experimentos foram representados por: (-)
Triton X-100 e (+) Tween 80 (Tabela 5.7).

Tabela 5.7. Planejamento de experimentos com diferentes concentracdes de surfactantes.

Niveis Codificados das  Valores Reais das Variaveis

Variaveis
Ensaios X1 Xa Surfactantes Concentracao Atividade
(%) Lipolitica (U/mL)
1 -1 -1 Triton X-100 0,2 4697
2 +1 -1 Tween 80 0,2 3982
3 -1 +1 Triton X-100 1 7185
4 +1 +1 Tween 80 1 6882
5 -1 0 Triton X-100 0,6 6266
6 +1 0 Tween 80 0,6 5592
7 -1 0 Triton X-100 0,6 5544
8 +1 0 Tween 80 0,6 5698

Os perfis cinéticos dos experimentos do planejamento de experimento sdo
apresentados nas Figuras 5.12, 5.13 e 5.14.

Utilizando uma concentracdo de 0,2% de Triton X-100 (Figura 5.12, Ensaio 1),
verifica-que a atividade lipolitica maxima ocorreu em 144 horas de fermentacdo com o
valor de 4697 U/mL. Enquanto LIN (1996), em seu estudo de producdo por fermentacéao
submersa de lipase alcalina de Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111, em meio de cultura
contendo 0,2% de Triton X-100 como surfatante e 0,2% de 6leo de oliva como indutor a
30°C, obteve uma atividade maxima de 56 U/mL em 24 horas de fermentacdo. Em seu
outro estudo LIN et al. (1995), observaram os efeitos do Triton X-100 para a producdo de
lipase alcalina por Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 em fermentacdo submersa,
testando diferentes concentragcdes do surfatante Triton X-100, concluiram que com a
adicdo de pequenas quantidades, a atividade lipolitica aumenta significativamente,
atingindo a méxima atividade lipolitica de 95 U/mL, com a concentracdo de 0,2% do

surfatante.
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Figura 5.12.

Atividade da Lipase (U/mL)/Amido (g/L)

Atividade da Lipase (U/mL)/Amido (g/L)

Resultados da fermentacdo para a producéo de lipase utilizando 0,2% de

14000

12000
10000 4
8000 4
6000 4
4000 4
2000 4

40

30

20

T T T T T T T
—e— Amido (g/L)
—o— Atividade Lipolgtica (U/mL)
—]— Biomassa (mg/mL)

1 &
2 o——

3

AN}

f <3 <% <3 < =1 4
.Ho n/;\o
r —

— T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

160

180
Tempo (h)
(Ensaio 1)
14000 , , : : : . . .
1200094  —®— Amido (g/L)

10000 4
8000 4
6000 4
4000
2000 4

40+
30

204

L
=

—0O— Atividade Lipolitica (U/mL)
—A— Biomassa (mg/mL)

2 P
o a—F

o

0

0
T T T T T
20 40 60 80 100 120 140

Tempo (h)

(Ensaio 2)

/

§\

. &g/é
Y o—

T
160

180

(qw/Bw) essewolg

(qJw/bw) essewolg

Triton X-100. (Ensaio 1) e 0,2% de Tween 80. (Ensaio 2)

Utilizando 0,2% de Tween 80 (Figura 5.12, Ensaio 2), a atividade lipolitica méaxima
foi de 3982,17 U/mL em 144 horas de fermentacdo. No entanto LI et al. (2001),

apresentaram valor inferior para a producdo por fermentagdo submersa de lipase por

Acinetobacter radioresistens utilizando 0,3% de Tween 80 como fonte de carbono, tendo

obtido uma atividade lipolitica maxima de 25 U/mL em 6 horas de fermentacdo. Os autores

fizeram a comparacdo empregando uma fermentacdo na auséncia de surfactantes, com

azeite de oliva como fonte de carbono, e chegaram a um valor de 2,5 U/mL. Reforgando a
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hipotese de que a presenca de surfactantes no meio de cultura aumenta a atividade
enzimatica. De acordo com DALMAU et al. (2000), além do Tween 80 estimular a
biosintese da lipase ele aumenta a permeabilidade celular (principalmente de leveduras),
facilitando assim a exportacdo de diversos compostos em toda a célula através de sua
membrana.

Em relacdo a curva de crescimento microbiano pode ser observada a existéncia de
apenas uma fase estacionaria ao longo de todo o periodo da fermentacdo, variando o
minimo da concentragdo microbiana na fermentacdo com 0,2% de Triton X e 0,2% de
Tween 80. As maximas concentracdes de massa celular seca foram de 0,91 mg/mL e 3,0
mg/mL para Triton X-100 e Tween 80 respectivamente (Figura 5.12).

A curva da dosagem de amido no inicio da fermentacdo apresenta-se elevada, mas
logo apds entra em declinio, permanecendo com a concentracdo praticamente constante
apos a insercdo do indutor. Neste caso a produtividade enzimatica possivelmente dependeu
do consumo do indutor 6éleo de coco e do amido, ja que ndo houve praticamente nenhuma
alteracdo na curva de crescimento microbiano (Figura 5.12).

A Figura 5.13 apresenta os resultados para a fermenta¢do com Triton X-100 (Ensaio
3) e Tween 80 (Ensaio 4) na concentracao de 1%.

A méxima producdo de enzima lipolitica ocorreu as 120 horas de fermentacdo com o
valor de 7185,92 U/mL para Triton X-100, ja para Tween 80 esse valor foi de 6882,78
U/mL a 72 h. BURKERT (2003), testou diferentes meios de cultura para a producéo de
enzimas lipoliticas em fermentagdo submersa, dentre eles 0,7% de Tween 80, 1% de 6leo
de soja como indutor a 37°C e pH 7,0, alcancando uma atividade lipolitica
aproximadamente de 11 U/mL. Segundo o autor a presenca do surfatante Tween 80
praticamente ndo influenciou na produtividade enzimatica, ja que na auséncia do surfatante
a atividade lipolitica alcancada foi semelhante aquela com surfatante. Enquanto CORZO &
REVAH (1999), no seu estudo para a producdo e caracterizacdo da lipase de Yarrowia
lipolytica 681, utilizaram como fonte de carbono 0,5 mg/mL de Tween 80, a 34°C e pH
6,0, obtendo uma atividade lipolitica de 7,4 U/mL em 48 horas de fermentacao, produzindo
uma biomassa equivalente a 5,4 g/L. Os pesquisadores também utilizaram nas mesmas
condigdes o 6leo de palma como indutor, ndo havendo deteccéo de atividade.

A curva da dosagem de amido manteve-se praticamente constante ao longo da
fermentacdo, elevando a concentracdo apds 96 horas de fermentagdo. Podendo-se concluir
gue o alcance da méaxima produtividade enzimatica possivelmente dependeu do

crescimento celular, do consumo do substrato e do indutor 6leo de coco.
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Figura 5.13. Resultados da fermentacédo para a producdo de enzima lipolitica
utilizando 1,0% de Triton X-100. (Ensaio 3) e 1,0% de Tween 80. (Ensaio 4).

A curva de crescimento microbiano, Figura 5.13, apresentou fase de adaptacdo
extensa, ocorrendo até 48 e 24 horas para as fermentacdes com Triton X-100 e Tween 80.
Em seguida a curva de crescimento microbiano com Tween 80 apresentou fase
exponencial, estacionaria e morte. A maior concentragdo microbiana ocorreu as 72h com
Tween 80 e foi igual a 5,63 mg/mL, no mesmo tempo em que a atividade lipolitica atingiu

0 Seu maximo.
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Os resultados do ponto central do planejamento de experimentos podem ser
observados na Figura 5.14, para uma concentragcdo de 0,6% dos surfactantes Tween 80 e
Triton X-100. Pode-se notar uma semelhanca entre os perfis da atividade lipolitica, isto €,
as curvas da atividade alcancaram a maxima atividade lipolitica em 120 de horas de
fermentagdo com os valores 6266 U/mL, 5592 U/mL, 5544 U/mL e 5698 U/mL

respectivamente.
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Figura 5.14. Resultados da fermentacédo para a producdo de enzima lipolitica
utilizando 0,6% de de Triton X-100. (Ensaio 5 e 7) e de Tween 80. (Ensaio 6 e 8)

O perfil da curva de dosagem de amido, Figura 5.14, é semelhante para todos os
gréficos, isto €, a curva apresenta uma concentracdo maxima no inicio da fermentacéo,
sendo que no decorrer desta hd o consumo do substrato pelos microrganismos, havendo
com isso um decréscimo natural da concentracdo de amido.

Nas curvas de crescimento microbiano, Figura 5.14, em Triton X-100 (Ensaio 5 e 7),
pode-se observar a presenca da fase lag prolongada (48 h) e estacionaria estendendo-se até
o final da fermentagdo. A méxima concentracdo foi de 13,97 mg/mL e 6,49 mg/mL em
144h de fermentacdo. Utilizando o Tween 80 (Ensaio 6 e 8) verifica-se inicialmente a fase

exponencial em 24 e 72h, seguida da fase estacionaria. As maximas concentragcdes de
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massa celular seca foram de 10,40 mg/mL e 8,86 mg/mL em 144 horas de fermentagé&o.
Valores estes superiores aos encontrados por DALMAU et al. (2000), que no seu estudo
dos efeitos de diferentes fontes de carbono na producéo de lipase por Candida rugosa em
fermentacdo submersa, utilizaram 2g/L de Tween 80 em pH 6.2 e temperatura 30°C,
obtendo uma atividade de 0,4 U/mL com um crescimento celular de 0,75 g/L.

Para uma analise mais especifica dos dados, foram avaliados os efeitos principais das
variaveis estudadas (concentracdo e tipo de surfatante) e suas interacdes, Tabela 5.8 e 5.10
e a Figura 5.15.

Analisando a Tabela 5.8, onde estdo representados os dados da andlise das
estimativas de efeito, os erros padrdes e o valor de p, observa-se que o valor de p, para as
concentracdes (X;) apresentou influéncia significativa ao nivel de 95% de confianca. No
entanto a interacdo entre os surfactantes e as concentragfes (X3X;) ndo mostraram
influéncia significativa. Verifica-se ainda, dentro da regido analisada, que o surfatante (X3)
apresentou um erro padrdo de + 197,77, para a concentracdo de surfactante (modelo linear

- L) o erro padréo foi de + 279,69.

Tabela 5.8. Estimativas de Efeito calculadas no estudo de avaliagdo da concentracdo dos
surfactantes Tween e Triton X-100.

Variavel Independente Estimativa de Erro padrédo p
Efeito
Média Global 5730,7 + 98,88 0,000001*
X1: Surfactante - 384,5 +197,77 0,123791
X,: Concentracao (L) 2694,0 + 279,69 0,00065*
X1 X 206,0 + 279,69 0,502283

* = Influéncia significativa
R*=0,96
(L)'= Modelo Linear
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A partir da analise de variancia (ANOVA), Tabela 5.9, observou-se que o surfactante
e a sua concentragdo foram fatores importantes, pois os valores apresentaram influéncia

significativa ao nivel de 95% de confianca, isto é os valores de p sdo menores que 0,05.

Tabela 5.9. Andlise de variancia para o estudo de avaliacdo da concentracao dos
surfactantes Tween e Triton X-100.

Efeitos Soma Graus de Media p**
Quadratica Liberdade Quadratica

Xi: Surfactante 295681,0 1 295681,0 0,123791

X,: Concentracdo (L) 7257636,0 1 7257636,0  0,00065*

X1 Xs 42436,0 1 42436,0 0,502283

Erro total 312925,0 4 78231,0
Total (corrigido) = 79608678,0.
R*=0,96

(L)'= Modelo Linear
p**: Teste estatistico para estimativa do intervalo de confianca do modelo.

Analisando a superficie de resposta, a partir dos resultados obtidos (Figura 5.15),
observou-se que a regido otimizada para uma maxima producdo de enzimas lipoliticas
encontrou-se na faixa com as concentracdes mais elevadas entre 0,6% e 1% (Tabela 5.7).
O modelo estatistico utilizado para a resposta estudada foi obtido considerando os
coeficientes significativos a p < 0,05 para 0 modelo com as varidveis codificadas, sendo

expresso pela equacgéo (5.2):

Y =5730,75 — 192,25 X; + 1347,0 X, (5.2)

onde X; e X, representam os valores codificados para o surfatante e concentracao,
respectivamente.

Observando os resultados obtidos, verifica-se que dentre os parametros reacionais
testados, a concentragdo de 1% para ambos os surfactantes foi a que demonstrou maior
efeito na variavel resposta (atividade lipolitica), assim como o tipo do surfatante. Neste

caso, os dois surfactantes analisados apresentaram resultados similares. Entretanto, a
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interacdo entre o tipo de surfatante e a concentracdo nédo apresentou influéncia significativa

na producéo de enzimas lipoliticas.

L e

Figura 5.15. Superficie de Resposta para o estudo de
avaliacdo da concentracdo dos surfactantes Tween e Triton X-
100.

5.5. PRE-PURIFICACAO

Na etapa de pré-purificacdo realizada ap6s a andlise das concentracdes dos
surfactantes Triton X-100 e Tween 80 e seus efeitos na producdo de enzimas lipoliticas, no
qual se chegou a melhor concentracdo de 1% foram adicionadas diferentes concentragdes
de sulfato de amonio, como pode ser observado na Tabela 5.10. Para esta etapa foram
utilizados 0 mesmo meio de cultura descrito no item 4.2.1, contendo 1% de surfatante, 4%
de indutor 6leo de coco acrescido apds 48 horas de fermentacdo com uma rotacdo de 170
rpm, pH 7,0 e temperatura de 37°C.

Verifica-se que a atividade enzimatica foi maior na fase aquosa que no precipitado,
indicando que durante o processo as proteinas contaminantes precipitaram, enquanto as
enzimas permaneceram na fase aquosa. Este fato é surpreendente, haja vista que a

literatura reporta apenas a precipitagdo das enzimas, entretanto o presente resultado é
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promissor para a aplicagdo de outros processos de purificagdo. Com 0 aumento da
concentracdo de saturacdo do sulfato de amonia, percebeu-se que ocorreu 0 aumento do
fator de purificacdo, o qual foi maior quando se empregou o surfatante Triton X-100 (2,59
vezes).

Estudando a producdo, purificacdo e caracterizacdo de uma lipase extracelular de
Aureobasidium pullulans HN2.3 com potencial para aplicacdo na hidrolise de 6leos
comestiveis, LIU et al. (2008), conseguiram obter uma atividade especifica de 40,2 U/mg
com 80% de sulfato de amonio e um fator de pureza de 1,5 vezes.

KANWAR et al. (2002), para a produgéo e isolamento da lipase de Pseudomonas em
substrato de n-alcano utilizando a técnica de precipitacdo por sulfato de aménio, obtiveram
uma atividade especifica de 19,46 U/mg, com um fator de pureza de 1,41 vezes maior do
que no inicio do processo e um total de proteina de 758 mg, com uma adicao de 0,5 % de
sulfato de aménio (m/v). Enquanto RAJ et al. (2008), estudando a purificacéo e a
caracterizacdo bioquimica de uma metalolipase alcalina extra-celular de Bacillus
licheniformis MTCC 6824: utilizaram 70% de sulfato de amonio, obtendo uma atividade
especifica de 10,7 U/mg com um fator de pureza de 4,26.

Purificando e caracterizando uma lipase termoestavel alcalina de Aspergillus
carneus, SAXENA et al. (2003), atingiram uma atividade especifica de 54,43 U/mg, com
um fator de purificacdo de 2,41 vezes maior. ABBAS et al. (2002), na purificacdo da lipase
de Mucor sp., ndo adicionaram o6leo de palma no meio de cultura, devido a desvantagem
da presenca de lipideos durante a purificacdo enzimatica. Segundo os autores, a lipase
produzida por Mucor sp. é constitutiva e pode ser produzida na auséncia de lipidios. Para a
purificacdo da enzima os autores utilizaram 75% de sulfato de aménio obtendo um total de
proteinas de 916mg, uma atividade especifica de 129 U/mg, com um fator de pureza 20,48
vezes maior que no inicio do processo. No entanto, no caso do presente estudo, ocorreu
que em vez do 6leo de coco permanecer na fase aquosa como era de se esperar, 0 que
poderia prejudicar a pré-purificacdo, precipitou juntamente com as proteinas, formando

uma pasta espessa.
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Tabela 5.11. Pré-Purificacdo enzimatica do substrato fermentado utilizando Triton X-100 e Tween 80.

Surfactantes
Tween 80 Triton X-100
Fase Aquosa Fase Precipitada Fase Aquosa Fase Precipitada
(NH,),SO, AE Co AS FP AE Cp AS FP AE Cp AS FP AE Cp AS FP
Saturagéo (U/mL) (g/L) (U/mg) (U/mL) (g/L) (U/mg) (U/mL) (g/L) (U/mg) (U/mL) (g/L) (U/mg)
(%)
40 91353,8 4,96 18418 148 |80291,0 8,86 9062 0,72 | 1000435 7,36 13592 2,55 | 2782,7 24 2782 0,52
50 97812,0 549 17816 1,43 |645958 7,43 8693 0,69 | 105529,8 6,23 16938 3,18 | 2990,1 2525 2990 0,56

60 107244,8 5,34 20083 1,61 |74256,8 7,82 9495 0,76 | 108020,0 5,58 19358 3,63 | 2964,7 26,75 2964 0,55

70 1343950 515 26096 2,10 |77596,3 5,11 15185 1,22 |101529,8 5,12 19830 3,72 | 7162 1969 716 0,13

80 1251058 4,8 26063 2,09 |74066,8 9,97 7428 0,59 | 106610,9 4,92 21668 4,07 | 1321,7 259 1321 0,24

AE: Atividade Enzimética
Cp: Concentracéo de Proteina
AS: Atividade Especifica

FP: Fator de Purificacdo
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5.6. SECAGEM DE ENZIMAS

Os resultados da temperatura do produto em relacdo ao tempo, parametrizados nas
temperaturas da fonte de aquecimento do infravermelho (IV) séo apresentados na Figura
5.16,. Verifica-se que 0 processo ocorreu isotérmicamente, com o material atingindo quase

instantaneamente as temperaturas de 30°, 42°, 48°C.
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Figura 5.16. Variacdo da temperatura do produto durante a secagem em relagcdo ao tempo.

Na Figura 5.17 sdo apresentados os resultados tipicos da cinética de secagem da
amostra pré-purificada exposta a radiacdo IV, com temperatura da fonte de 80°C. E
possivel constatar a proximidade das réplicas, de modo que a diferenca entre os valores
experimentais de umidade sdo inferiores aos erros de medida. Isto confirma a
reprodutibilidade dos dados obtidos e, conseqlientemente, a validade da metodologia

experimental empregada.
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Figura 5.17. Teor de umidade adimensional em funcdo do tempo, para a temperatura da

fonte de 65°C

Na Figura 5.18 sdo apresentados os resultados tipicos do adimensional de umidade

em funcdo do tempo, parametrizados em diferentes temperaturas da fonte de aquecimento

infravermelho. Como esperado a temperatura exerce uma influéncia significativa sobre o

comportamento da secagem do material, com um aumento nos niveis empregados,

resultando em menores tempos do processo.
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Figura 5.18: Teor de umidade adimensional em funcéo do tempo, parametrizado nas

temperaturas da fonte de aquecimento.
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Com base nos resultados apresentados na Figura 5.18, pode ser constatada que a
temperatura da fonte de 40°C néo é recomendada para a secagem do material, pois ap6s 12
horas de processo tem-se um elevado teor de umidade do material, em torno de 50% b.u.
Assim, para se atingir um nivel considerado adequado para um armazenamento seguro, um
longo tempo de processo seria necessario.

A Figura 5.19 mostra a taxa de secagem em fungéo do teor de umidade em base seca,
parametrizada nas temperaturas da fonte de aquecimento IV. Verifica-se que a secagem
infravermelho ocorreu nos periodos de taxa constante e decrescente, indicando que tanto as
resisténcias externas como as internas a transferéncia de massa governam o processo de

secagem.
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Figura 5.19. Taxa de secagem em funcdo do teor de umidade em base seca, para
diferentes temperaturas.

No inicio do processo, Figura 5.19, pode-se observar que a migracdo interna de
umidade consegue suprir a taxa de evaporacdo na superficie, a qual é exposta a radiacao
eletromagnética, o que resulta no periodo a taxa constante. Comportamentos similares
foram obtidos sob toda a faixa operacional empregada. As taxas de secagem foram maiores
no inicio do processo, diminuindo gradualmente com a remocdo de umidade. Isto porque
uma maior quantidade de energia radiante é absorvida pela dgua localizada inicialmente na
superficie da amostra, resultando em maiores taxas. Mas com a secagem da superficie da
amostra, a penetragdo de calor através da camada seca diminui, reduzindo assim a taxa de

secagem. De acordo com PRADO (2006), esta reducdo pode ser explicada, pelo fato de,
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em condic¢des intensas de secagem, ndo ocorrer uma migracdo de umidade interna
uniforme, podendo induzir a uma impermeabilizagdo da superficie da amostra.

A atividade especifica da enzima lipolitica no inicio e fim dos experimentos de
secagem, assim como os dados do teor de proteina, percentual de desnaturacdo e a
atividade lipolitica sdo apresentadas na Tabela 5.11. Ao analisar os resultados, verifica-se
que a atividade especifica da enzima lipolitica aumentou apds o processo, sob todas as
condicdes operacionais empregadas. Alguns trabalhos da literatura (SAWALI et al., 2003;
KOHASHI et al., 1996) afirmam que algumas reacdes enzimaticas envolvendo lipases sdo
afetadas na faixa de temperatura de 30 a 40°C. Cabe ressaltar que, neste trabalho, tal

aumento ocorreu também para temperaturas maiores que 40°C.

Tabela 5.11. Atributos da qualidade do produto em diferentes condicGes de secagem.

Temperatura Tempo X, Concentracdo Fator Atividade Atividade Percentagem
(°C) (h) de Proteina de Lipolitica Especifica de
(9/9 ssido seco) Purificagdo  (U/mL)  (U/g proeina) Desnaturagéo
(%)
0 2,667 14,763 104155 21101
42 2,7 74
12 0,099 3,744 98181 57633
0 4,328 14,763 90508 26864
48 2,2 75
12 0,186 3,603 90049 59276

Este aumento significativo de atividade especifica pode ser explicado com base nos
valores de concentracdo de proteinas, que revelam uma desnaturagdo em torno de 75%
apo6s 12 horas de secagem IV. Com a desnaturacdo protéica ocorreu que o fator de
purificacdo tornou-se duas vezes maior do que o inicial j& pré-purificado.

Assim, para avaliar a viabilidade da aplicacdo da radiacdo infravermelho para a
secagem da enzima lipase, foram avaliados os resultados de atividade lipolitica (U/ g ssiido
seco) Obtidos, os quais indicam uma retencdo acima de 94% da atividade lipolitica. A

secagem infravermelho da enzima lipase mostrou-se, portanto promissora.
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6.0. CONCLUSAO

Baseado nas analises dos resultados pode-se concluir que a bactéria Biopetro 4
apresenta grande capacidade de producdo de enzimas lipoliticas em condi¢Ges adequadas
de concentracdo do indutor, pH, temperatura, concentracdo do surfatante pré-purificacéo e

secagem. Neste sentido conclui-se:

o A concentragdo de 4% (v/v) de 6leo de coco como indutor produz a maior atividade
enzimatica (3455 U/mL);

o As condicdes de fermentacdo pH 7,0 e temperatura de 37°C promovem a obtencéo
da maior atividade lipolitica (4617 U/mL);

o A adicdo de surfatante no caldo a ser fermentado aumentou a atividade enzimatica,
quando Triton X-100 e Tween 80 foram utilizados, rendendo 7185,92 U/mL e 6882,78
U/mL, respectivamente. A adicdo de PEG ndo representou em melhora do processo de
obtencdo de lipase. A melhor concentracdo de surfatante para a obtencdo da enzima é 1%,

para ambos o0s surfactantes.

o A utilizacdo de sulfato de aménia na pré-purificacdo da lipase produzida precipita
as proteinas contaminantes e ndo a enzima. A melhor concentracdo de saturacdo € 80%,
com fatores de purificacdo de 4,07 e 2,09 vezes, para fermentacGes contendo Triton X-100

e Tween 80, respectivamente.

o A aplicagdo da radiagdo infravermelho para a secagem de enzimas, mostrou-se
promissora, contribuindo para a retencdo da atividade lipolitica do material. Para as
temperaturas de 42° e 48°C, foram obtidas elevadas atividades especificas, iguais a 57633 e

59276 U/Q proteina, respectivamente.

Como conclusédo final, pode-se afirmar que o trabalho mostra que a producdo de
enzimas lipoliticas a partir do Biopetro 4 é uma alternativa promissora. No entanto,

necessita de estudos complementares para a otimizagdo do processo de producao.
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7.0. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

A producdo de enzimas lipoliticas demonstrou ser eficiente, utilizando fermentacéo
submersa, no entanto, vale ressaltar algumas consideracdes para trabalhos futuros visando a

melhorias na eficiéncia do processo, como por exemplo:

1) Estudar a pré-purificacdo com sistema aquoso bifasico no caldo fermentado;.

2) Determinar os parametros cinéeticos da enzima purificada;

3) Realizar novos experimentos com secagem de enzimas utilizando infravermelho em

outras faixas de temperatura;
4) Avaliar diferentes técnicas de secagem;

5) Realizar futuros trabalhos, utilizando técnicas de imobilizacdo de enzimas, utilizando-as

em reacdes de hidrolise e de transesterificagéo.
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9. ANEXOS

ANEXO 9.1

CURVA PADRAO DE PROTEINA

A seguir apresenta-se um exemplo de obtencdo da curva padréo para a determinacdo de
proteina pelo Método de LOWRY (1951), empregando-se como padrdo a ABS (albumina

bovina). Na Tabela 9.1 sdo apresentados os dados utilizados para a obtencao da curva padréo.

Tabela 9.1.Curva de Calibracdo para Determinacdo de Proteina pelo Método de LOWRY

(1951).

Tubo Conc. Proteina Abs. Abs. Média
n° (mg/mL) (média) (média) (Abs)
1 0 0 0 0,000
2 0,02 0,104 0,123 0,114
3 0,04 0,251 0,273 0,262
4 0,06 0,306 0,309 0,308
5 0,08 0,386 0,392 0,389
6 0,1 0,449 0,454 0,452
7 0,12 0,525 0,511 0,518
8 0,14 0,616 0,589 0,603
9 0,16 0,657 0,646 0,652
10 0,18 0,719 0,725 0,722
11 0,2 0,774 0,738 0,756

Curva de Calibracao

E
c 0.
S 0%
€ 0,5 -
5 o3 y = 3.5891x + 0,0738
3 032 R2 = 0,9759
< 01 -

0 . . . . |
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0,25

Concentragao mg/mL

Figura 9.1. Concentracdo de proteina em funcéo da absorvancia
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ANEXO 9.2

CURVA PADRAO DE AMIDO

Como exemplo para a obtencdo da curva padrdo para a determinacdo do amido pelo
Método de SOCCOL (1992), empregando-se como padrdo o amido, tém-se a Tabela 9.2, onde
séo apresentados os dados utilizados para a obtencgéo da curva padréo.

Tabela 9.2.Curva de Calibracdo para Determinacdo do amido pelo Método de
SOCCOL(1992).

Tubon® | Conc. Amido Abs. Abs. Média
(mg/mL) ( média) (media) (Abs)
0 0 0 0 0
1 0,1 0,181 0,199 0,192
2 0,2 0,364 0,396 0,362
3 0,3 0,562 0,563 0,553
4 0,4 0,729 0,746 0,74
5 0,5 0,956 0,947 0,908
1 -
0.9 4
0,8
0,7 4
]
s 06 -
F 05 -
5 0.4 -
2 03
< 02 y = 1,8214x +0,0038
01 R =0,9997
D T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracao (mg/mL)

Figura 9.2. Concentracdo de amido em funcdo da absorvéancia
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ANEXO 9.3

Lista de divulgacéo dos resultados

Esta dissertacdo de mestrado foi realizada ao longo de 24 meses de estudo, durante os quais

publicou-se os resultados em diferentes meios de divulgacdo, como a seguir listadas:

- Trabalhos completos em anais de eventos

1) FEITOSA, I. C.; BARBOSA, J.M.P. ; ORELLANA, S. C. ; SILVA, A. L. ; SOARES,
C.M.F. . Producéo de lipase através de microrganismos isolados de solos com histérico de
contato com petréleo. In: 1l WIMA - Workshop Internacional sobre Microbiologia Ambiental,
Aracaju, 2008.

2) LIMA, A.S.; MURATORI, I. G. ; FEITOSA, I. C. ; SOUZA, R.L. ; MOTA, W. S. ;
SOARES, C.M.F. . Producéo de lipase em fermentacdo submersa utilizando diferentes 6leos
vegetais. COBEQ, Recife, 2008.

- Resumos em anais de eventos

1) FEITOSA, I. C.; MURATORI, I. G.; SOARES, C.M.F.; PRADO, M. M.; SILVA,
A.L.; ZANIN, G.; CASTRO, H. F. Optimization of inductor concentration and fermentation
conditions for lipolytic enzyme production by isolated bacterium strain from petroleum
contamined soil. In: 30th Symposium on Biotechnology for Fuels and Chemicals, 2008, New
Orleans, Lousiana. v. 1. p. 146-146, 2008.

- Apresentacéo de trabalhos em congressos

1) LIMA, A.S.; MURATORI, I. G. ; FEITOSA, I. C. ; SOUZA, R.L. ; MOTA, W. S.;
SOARES, C.M.F. . Producéo de lipase em fermentacdo submersa utilizando diferentes 6leos
vegetais. COBEQ, Recife, 2008.

2) FEITOSA, I. C.; SOARES, C. M. F.; LIMA, A. S.; PRADO, M. M. ; BARBOSA,
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J.M.P. . Producéo de enzimas lipoliticas através de microrganismos isolados de solos com

historioco de contato com petréleo. WIMA, 2008.

3) BARBOSA, J.M.P. ; FEITOSA, I. C. ; LIMA, A. S. ; SOARES, C. M. F. . Otimizagdo
por planejamento experimental da producdo de lipase por microrganismos isolados de solos

com histérico de contato com petrleo. WIMA, 2008.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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