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Resumo

Lipases (EC 3.1.1.3) sdo um grupo de enzimas que atuam na interface organico-aquosa,
catalisando a hidrdlise de ligacdes éster-carboxilicas e liberando 4cidos e dlcoois organicos. Este
trabalho objetivou a prospec¢do de fungos filamentosos produtores de lipases, o estudo da
producgdo de lipases em fermentagdo submersa (FSm) e em estado sélido (FES) e a purificacio,
imobilizacdo e caracterizacdo dessas enzimas. Das amostras de solo e serragem coletadas no
deposito de 6leos da FFCLRP-USP, foram isolados 36 fungos, dos quais vérios apresentaram
potencial como produtores de lipases. Dos fungos analisados Beauveria brongniartii foi o que
apresentou maior producdo lipolitica, tanto intra como extracelular, quando incubado a 25° e
30°C. O melhor meio de cultivo em FSm para a producdo de lipases foi o meio Khanna,
adicionado de dleo de canola 1% (v/v), sob agitacdo (100rpm), por 72 horas. A adi¢cdo de D-
glucose 0,5% (m/v) a este meio aumentou a producdo de lipase em 110%. Tanto extrato de
levedura como peptona foram fontes de nitrogénio que incrementaram o crescimento e a produgdo
de lipases do fungo. Estudos com delineamentos experimentais mostraram que a D-glucose e a
peptona interferem negativamente na producdo de lipases, sendo necessdria a utilizacdo de
concentracdes mais baixas desses componentes, de 0,25% e 0,05% (m/v), respectivamente. Além
disso, 6leo de canola interfere de modo positivo nessa producdo, podendo-se utilizar
concentragdes de 3,5% (v/v) deste. A produgdo de lipases em FES foi mdxima em meios com
farelo de trigo umedecido com dgua deionizada, por 7 dias. A adi¢do de 6leo nim 10% (v/v)
aumentou os niveis enzimaticos de lipase em 60%, em contraste ao observado com a adi¢@o de
fontes extras de nitrogé€nio. Planejamento fatorial mostrou que o farelo de trigo interfe
negativamente na producdo de lipases, enquanto a dgua interfere de forma positiva, ficando
padronizado para FES o meio contendo 4g de farelo de trigo, 9 mL de dgua e 0,4 mL de 6leo nim.
O extrato produzido por FES possui maior atividade lipolitica que o filtrado da FSm, entretanto
este dltimo possui atividade especifica muito maior que o outro, sendo mais interessante para
estudos de purificacdo. Quanto a caracterizagdo, as lipases intra e extracelulares produzidas por
FSm e as produzidas por FES apresentam temperatura 6tima de 60°, 70° e 60°C, respectivamente.
As intra e extracelulares sdo termoestaveis até 70°C por 180 min, enquanto que as produzidas por
FES sdo estaveis até 60°C por 180 min. O pH 6timo de atividade abrange uma faixa entre 4,5 e
6,5 para todos os extratos. As lipases intracelulares sdo estdveis em pHs de 2,5 a 7,5, as
extracelulares de 5 a 7,5 e as de FES de 2,5 a 8,0. As lipases produzidas em FSm sdo mais estaveis
a solventes orginicos que aquelas produzidas por FES. O extrato produzido por FES apresentou
maior atividade lipolitica contra substratos naturais do que o filtrado produzido por FSm,
hidrolisando melhor o 6leo de girassol e de oliva, enquanto que o filtrado de FSm hidrolisou
melhor trioleina e 6leo de soja. O filtrado da FSm foi parcialmente purificado por cromatografia
em DEAE-Celulose e Octyl-Sepharose, isolando uma lipase de 46,85 kDa, com recuperagdo de
15,67% e fator de purificagdo de 5,12. Essa enzima possui pH e temperatura 6timo, determinados
por planejamento fatorial, de 5,5 e 45°C, respectivamente. Essa enzima é termoestavel a 70°C por
180 min e é parcialmente inibida por CoCl,, NaH,PO, e HgCl. Ky e V4« ficaram em torno de
2,05-3,2 umol e 185-227 U/mg de proteina, respectivamente. Um segundo tipo de lipase presente
no filtrado foi purificado e imobilizado em um tnico passo em DEAE-Celulose. Essa lipase, com
massa molecular estimada de 22,12 kDa, teve taxa de retencdo no suporte de 51,04 e fator de
purificacdo de 5,2. Essa enzima possui pH e temperatura 6timo, determinados por planejamento
fatorial, de 5,5 e 55°C, respectivamente; é termoestdvel a 70°C por 240 min e foi mais
termoestdvel a 75°C que na forma livre (Tso de 15 min), com Ts, de 25 min. A adi¢do de glicerol
20% (v/v) aumentou a estabilidade da enzima imobilizada nessa temperatura, tendo Ts, de 110
min. MgCl,, Zn(NO3),, NaCl e HgCl inibiram parcialmente a atividade dessa enzima. Ky; € Vs«
ficaram em torno de 1,12-1,26 pumol e 90 U/mg de proteina, respectivamente.
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Abstract

Lipases (EC 3.1.1.3) are a group of enzymes that act on the oil-water interface, which catalyzes
the hydrolysis of the ester-carboxylic bounds releasing fat acids and organic alcohols as products.
The aim of this work was to promote a prospect of filamentous fungi for lipase producers, the
study of lipase production in submerged fermentation (SmF) and in solid state (SSF), as well as
the purification, immobilization and characterization of these enzymes. Soil and sawdust were
collected in the oil warehouse at FFCLRP-USP. From these samples, 36 fungi were isolated of
which various showed a potential lipase production. All fungi were analyzed and Beauveria
brongniartii had the highest intracellular and extracellular lipolytic production when it was
incubated in temperatures varying from 25 to 30°C. The best lipase production in SmF was
obtained with Khanna medium with 1% canola oil, under agitation (100 rpm), for 72 h. When this
medium was supplemented with 0.5% D-glucose, lipase production increased 110%. Yeast extract
as well as peptone used as nitrogen sources improved fungus growth and lipase production.
Experimental design studies showed that D-glucose and peptone negatively interfere in lipase
production, so it is necessary to use lower concentrations of these components, 0.25% and 0.05%
respectively. However, canola oil positively interferes in such production, being possible to use
3.5% of it. The maximum lipase production in SSF was achieved with wheat bran humidified with
distilled water, for 7 days. The addition of 10% (v/v) neem oil increased the lipase enzymatic
levels by 60% opposed to what was observed with the extra nitrogen sources added. Factorial
planning resulted that wheat bran negatively interfered in lipase production, while water interfered
positively, so it was standardized SSF medium with wheat bran 4g, water 9 mL, and 0.4 mL of
neem oil. The extract produced by SSF has a higher lipolytic activity than SmF, however, the
latter presents a much higher specific activity, so that it is more interesting for purification studies.
Regarding lipase characterization, the intra- and extracellular enzymes produced by SmF and
those produced by SSF showed optimal temperature of 60, 70 and 60°C, respectively. Intracellular
enzymes as well as extracellular ones are thermostable up to 70 °C for 180 min while, those
produced by SSF are stable up to 60°C for 180 min. The optimum pH activity comprises a range
between 4.5 and 6.5 for all tested extracts. Intracellular lipases are stable in a pH range varying
between 2.5 to 7.5, extracellular vary in a range between 5 to 7.5 and SSF between 2.5 to 8.0.
Lipases produced by SmF are more stable in the presence of organic solvents than those produced
by SSF. The extract produced by SSF presented higher lipolytic activity against natural substrates
than the filtrate produced by SmF. SSF hydrolyzed sunflower oil and olive oil better, while the
SmF extracellular lipases hydrolyzed triolein oil and soil oil better. The SmF filtrate was partially
purified by successive steps in DEAE-Cellulose and Octyl-Sepharose chromatographies, which
isolated a 46.85 kDa lipase, resulting in 15.67% recovering and a purification factor of 5.12-fold.
This enzyme had an optimum pH and temperature determined by factorial design of 5.5 and 45°C,
respectively. This was a thermostable enzyme at 70°C for 180 min and it was partially inhibited
by CoCl,, NaH,PO, and HgCl. It also presented Ky and V,,,x around 2.05-3.2 pumol and 185-227
U/mg of protein, respectively. A second lipase type present in the filtrate was purified and
immobilized after only one step in DEAE-Cellulose. This lipase presented an estimated molecular
mass of 22.12 kDa. It had a retention rate of 51.04 and a purification factor of 5.2-fold. It had an
optimum pH and temperature determined by factorial design of 5.5 and 55°C, respectively. It was
thermostable at 70°C for 240 min and it was more stable at 70°C than in its free form (Ts, of 15
min), with Tsy of 25 min. At this temperature, the addition of 20% glycerol enhanced the
immobilized enzyme stability, having a Tsy of 110 min. MgCl,, Zn(NOs),, NaCl and HgCl
partially inhibited the immobilized enzyme activity. Ky and V,,x were around 1.12-1.26 pmol and
90 U/mg of protein, respectively.
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Introdugdo

A tecnologia enzimdtica é um dos campos mais promissores para O
desenvolvimento de produtos de alto valor agregado e com menor agressio ao meio
ambiente. Contudo, essa ndo é uma tecnologia nova, pois os homens fizeram uso das
enzimas por milhares de anos sem que a0 menos conhecessem sua natureza (Said; Pietro,
2004; Bon et al., 2008). A maior parte da histéria da bioquimica esta associada a histéria
das pesquisas com enzimas. Ao final do século XVIII, a catélise bioldgica foi reconhecida
e descrita pela primeira vez, em estudos da digestdo da carne pelas secrecdes do
estomago. Em 1800 as pesquisas continuaram com o estudo da conversao do amido em
acucares pela saliva e extratos de plantas (Nelson; Cox, 2006; Bon et al., 2008). A
importancia das enzimas foi reconhecida apenas em meados do século XIX (Jaeger et al.,
1994; Bon et al., 2008). Em 1897, Eduard Biichner descobriu que extratos de levedura
poderiam fermentar agtiicar em dlcool, provando que a fermentacdo era promovida por
moléculas que continuavam sua fun¢do quando removidas das células. Wilheln Frederick
Kiihne chamou essas moléculas de enzimas (Nelson; Cox, 2006).

A tecnologia enzimdtica e a biocatélise sdo ferramentas promissoras para sintese
de compostos de alto valor agregado. Na indistria o interesse por enzimas vem
aumentando consideravelmente devido a enorme variedade de aplicagdes nos diversos
setores (Jaeger et al., 1994), como o uso de amilases para diminuir a turbidez e clarificar
sucos de frutas ou producdo de edulcorantes para refrigerantes, a partir do amido. Na
industria téxtil, celulases removem restos de celulose do tecido para conferir maciez e
também diminuem a viscosidade de sucos. Na industria papeleira, as xilanases sao usadas
para clarear a polpa de celulose (Polizeli et al., 2005; Polizeli, 2009).

Até 2001 eram conhecidas cerca de 4000 enzimas, destas, aproximadamente 200
apresentavam interesse comercial (Sharma; Chisti; Banerjee, 2001). Embora alguns
biocatalisadores sejam extraidos de tecidos animais e vegetais, a grande maioria das
enzimas industriais € obtida de microrganismos (bactérias e fungos) (Bon et al., 2008).
Assim sendo, a procura de fontes mais ricas de enzimas tem sido de grande valor para o
ramo da biotecnologia. Os microrganismos sdo dotados de um imenso potencial de
degradacdo de material organico, produzindo um pool de enzimas o qual tem sido
explorado comercialmente ao longo dos anos (Sharma; Chisti; Banerjee, 2001; Bon et al.,
2008 ). Desse modo, hé necessidade de se explorar a microbiota de ambientes variados a
fim de se encontrar novas fontes de enzimas de interesse industrial. Nesse contexto, a
bioprospeccao pode ser definida e entendida como o método ou forma de localizar,

avaliar e explorar sistemdtica e legalmente a diversidade de vida existente em um
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determinado local com objetivo principal da busca de recursos genéticos e bioquimicos
com finalidades de exploracdo comercial (Santos, 2002; Bentes-Gama, 2002; Azevedo,
2003).

Um grupo de enzimas que apresenta importante potencial biotecnoldgico em
diversos setores industriais € o grupo das lipases, com ampla gama de aplicacdes na
indudstria alimenticia, bioquimica, de detergentes, de couro, oleoquimica, polpa de
celulose, farmacéutica e cosméticos. Seu elevado potencial de aplicacdo se deve ao fato
das lipases apresentarem capacidade de catalisar reacdes tanto em meio aquoso como em
meio organico, onde o teor de dgua € restrito. Além disso, atua sobre uma ampla gama de
substratos, tem grande estabilidade a temperatura, pH e solventes orginicos e possui
quimio- regio- e enantioseletividade (Krieger et al., 2004; Hasan; Shah; Hameed , 2006).
Portanto, devido ao crescente interesse por lipases e ao surgimento de novos mercados, a
descoberta de novas fontes, assim como, o aprimoramento das ji existentes é um
elemento chave para a biotecnologia (Gupta et al., 2003) e, deste modo, um campo de

investigacao promissor.

1.1 Microrganismo selecionado

Os fungos sdo organismos eucariotas, grupo-irmao dos animais. Mais de 70 mil
espécies ja foram descritas, entretanto estima-se que o nimero total chegue préoximo de
1,5 milhdes (Hawksworth, 1991; Hawksworth et al., 1995). Os organismos desse reino
sdo considerados biodegradadores naturais, sendo capazes de exportar enzimas
hidroliticas que quebram macromoléculas constituintes do meio em que crescem (Carlile;
Watkinson, 1994; Gow; Gadd, 1995). Os fungos filamentosos, em virtude de sua
diversidade metabdlica estdo presentes em vdarios ecossistemas e habitats, apresentam
crescimento rapido, meios de cultura com relativa simplicidade de composi¢ao, sdo faceis
de manusear, as condicdes de cultivo sdo facilmente controladas (Trevisan, 2004),
ocupam pouco espago e crescem onde ha fonte de carbono associada a calor e umidade.
Assim, a prospec¢do de enzimas de interesse industrial em fungos de solo brasileiro e
residuos ainda é um tema pouco explorado e de potencial interesse biotecnoldgico.

O fungo filamentoso Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch 1926 (anamorfico de
Cordyceps brongniartii Shimazu 1989), selecionado nesse estudo, ¢ uma espécie de fungo
mesofilo pertencente a divisdo Ascomycota. Os ascomicotas sao fungos com micélio bem

desenvolvido, tipicamente septado, com células uninucleadas, reproduzindo-se
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sexualmente por esporos endégenos (ascOsporos), que se originam no interior dos ascos e
agamicamente por esporos exogenos (conidios) (Silveira, 1995).

Beauveria brongniartii (Figura 1) ¢ um fungo entomopatogénico pertencente a
ordem Hypocreales e familia Clavicipitaceae, que tem sido extensivamente usado como
bioinseticida em lavouras organicas (Kessler et al., 2004) . No Brasil esse género inclui
cerca de 50 das 300 espécies conhecidas (Silveira, 1995). Esse fungo forma uma colonia
branca, as vezes amarelo claro. O micélio recobre todo o hospedeiro (Figura 2). O lado
reverso da coldnia, onde a colonia fica em contato com o substrato, pode se apresentar
amarelo ou rosa. As células conidiogénicas se apresentam solitdrias ou em pequenos
grupos (http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx; Sasaki et al., 2007). Os conidios se
arranjam de forma simpodial (Figura 3.1-J) sendo caracterizados por sua forma elipsoidal

ou oval (Figura 1 Figura le Figura 3.J) (Rehner; Buckley, 2005; Sasaki et al., 2007).
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Figura 1. Conidioéforos de Beauveria brongniartii. (A) e (B) Fotomicrografia do fungo cultivado em
meio s6lido Khanna, a 30° C, por trés dias. Aumento 400x. As setas indicam conidios. Foto: A.C. Vici.

Figura 2. Psacothea hilaris contaminado por Beauveria brongniartii. Foto: F. Thara
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Figura 3. Beauveria brongniartii (Cordyceps brongniartii). (A) Estroma protuberante a camada da
serapilheira. (B) Estroma crescendo sobre uma larva de Coleoptera. (C) Peritécio. (D) Asco com a cabega
semiesférica. (E)-(H) Partesporos. (I) Estruturas conidiogénicas. (J) Conidios. Barras: (B) 10mm; (C)
50um; (D) Spm; (E)-(H) Spm; (I) 40pum; (J) Spm (Sasaki ez al., 2007).

Em sua fase teleomorfica as espécies do género Cordyceps possuem ascOsporos
filiformes multisseptados que se fragmentam em pequenos segmentos no interior dos
ascos, enquanto sofrem o processo de maturacdo  (Silveira, 1995;
http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx). Os ascos sdo cilindricos, hialinos, com uma
cabeca semi-esférica (Figura 3.D). Os ascdsporos sdo filiformes multisseptados e os
partesporos sdo cilindricos (Figura 3.E-H) (http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx;
Sasaki et al., 2007).

1.2 Lipases
1.2.1 Fontes de obtencao

A produgdo de lipases por bactérias foi primeiro relatada por C. Eijkmann no
inicio do século XX (Jaeger; Eggert, 2002) e a partir de entdo iniciaram-se os estudos
sobre a producdo de lipases utilizando-se diversos microrganismos como bactérias,
leveduras e bolores. Na década de 1980, foi comprovado que muitas lipases permaneciam
ativas em solventes organicos. A partir dai intensificaram-se os estudos dessas enzimas,

que se tornaram uma ferramenta ideal para a quimica organica (Trevisan, 2004).
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Atualmente se conhece um grande nimero de microrganismos produtores de
lipases. Entretanto, este numero de microrganismos conhecidos atinge apenas um
percentual muito baixo da biodiversidade estimada dos microrganismos que
potencialmente podem ser produtores de enzimas em geral e que ainda nao foram
caracterizados: de 0,2-0,6% para bactérias e de 5% para fungos. Esta abundancia de
microrganismos existentes na natureza torna importante o screening € o isolamento de
novas cepas produtoras de enzimas com caracteristicas desejdveis em biocatdlise
(Wubbolts; Bucke; Bieleki, 2000 apud Fernandes, 2007).

Lipases diferem com respeito a origem (bacteriana, fingica, vegetal, animal) e
propriedades cinéticas. Numa perspectiva econdmica e industrial, as lipases obtidas de
microrganismos sio as mais utilizadas, devido a facilidade de manutencio e abundancia
de microrganismos capazes de sintetiza-las, e a facilidade de produ¢ao e obtencao dessas
enzimas (Jaeger et al., 1994; Sharma; Chisti; Banerjee, 2001). Além disso, as
propriedades e especificidade ao substrato das lipases microbianas sao de grande interesse
industrial (Bancerz; Ginalska, 2007).

Fungos que produzem lipases secretam-na para o meio onde ela promove a
hidrélise de lipidios a glicerol e dcidos graxos, os quais podem ser assimilados por esses
microrganismos (Carlile; Watkinson, 1994). Estes sdo especialmente valorizados porque
as enzimas por eles produzidas normalmente sdo extracelulares, o que facilita a sua
recuperagao do meio de fermentacdo e também porque a maioria dos fungos nao € nociva
a sadde humana, sendo reconhecidos como GRAS (Generally Regarded as Save) (Jaeger
etal.,, 1994).

Lipases produzidas por bolores e leveduras ja foram estudadas em algumas
espécies dos géneros Aspergillus sp., Candida sp., Geotrichum sp., Neurospora sp.,
Penicillium sp., Pseudomonas sp., Rhizomucor sp., Rhizopus sp., Saccharomycopsis sp.,
Saccharomyces sp., dentre outros, como revisto por Pandey et al. (1999). Lipases de
diversas origens sdo comercializadas atualmente como as lipases de Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Rhizopus niveus, Rhizopus oryzae, Penicillium camembertii,
Penicillium roquefortii e da levedura Candida rugosa que sao comercializadas pela
Amano (Amano Europe Enzyme Ltd., UK) para o processamento de 6leos, gorduras e
queijos, para uso farmacéutico, como aditivo em preparacdes digestivas e para a sintese

quiral (Tabela 1) (http://www.amano-enzyme.co.jp/).
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Tabela 1. Lipases fiingicas comercializadas pela Amano (Amano Europe Enzyme Ltd., UK)

Aplicacdo Produtos

Sintese quiral Lipase AS "Amano" (Aspergillus niger)
Lipase AYS "Amano" (Candida rugosa)

Processamento de alimentos Lipase A "Amano" 12 (Aspergillus niger)
Lipase AY "Amano" 30 (Candida rugosa)
Lipase G "Amano" 50 (Penicillium camembertii)
Lipase R "Amano" (Penicillium roqueforti)
Newlase F (Rhizopus niveus)

Uso farmacéutico Lipase AP6 (Aspergillus niger)
Lipase AP12 (Aspergillus niger)

Suplemento Lipase DS (Aspergillus niger)

Lipase DF-DS (Rhizopus oryzae)

Fonte: http:// www.amano-enzyme.co.jp/ (2010)

1.2.2 Definicao

As lipases ou triacilglicerol hidrolases (EC 3.1.1.3) sdo um grupo de enzimas que
apresentam quimioseletividade, regioseletividade e estereoseletividade (Kim et al., 1997;
Karadzic et al., 2006), tendo grande importancia para a quimica moderna e para a
industria farmacéutica (Wang et al., 2002; Freire; Castilho, 2008). Essas enzimas atuam
na interface organico-aquosa, catalisando a hidrolise de ligacdes éster-carboxilicas e
liberando &cidos e dlcoois organicos (Jaeger; Reetz, 1998; Wang et al., 2002; Bancerz;
Ginalska, 2007; Freire; Castilho, 2008). Pottevin (1906 apud Freire; Castilho, 2008)
mostrou que em meios aquo-restritos, a rea¢ao inversa (esterificacdo) ou diversas reagdes
de transesterificacdo podem ocorrer (Figura 4) (Freire; Castilho, 2008). Portanto, lipases,
em adicdo a sua atividade de hidrélise, catalisam a esterificacdo, interesterificacao,
aciddlise, alcodlise e amindlise em triglicerideos, quando a quantidade de dgua do sistema
em que estdo presentes € suficientemente baixa a ponto de deslocar o equilibrio
termodinamico no sentido da sintese (Krishna; Karanth, 2001; Gotor, 2002; Fernandes,

2007; Hasan; Shah; Hameed, 2009).
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Hidrélise e esterificagio
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Figura 4. Reacdes catalisadas por lipases (Almeida, 2001 apud Freire; Castilho, 2008).

Dois critérios tém sido usados para classificar uma enzima lipolitica como lipase
verdadeira: (1) ela deve ser ativa na interface orginico-aquosa (Jaeger et al., 1999;
Sharma; Chisti; Banerjee, 2001; Bancerz; Ginalska, 2007; Hasan; Shah; Hameed, 2009);
e (2) deve conter uma “tampa”, que € um loop formado na superficie da proteina que
cobre o sitio ativo da enzima e quando em contato com a interface esse loop se afasta,
expondo o sitio ativo (Jaeger; Dijstra; Reetz, 1999). Essas duas conformacdes estdo
ilustradas na estrutura de superficie da lipase de Candida rugosa (Figura 5) (Cygler;
Schrag, 1999). Entretanto, diversas lipases que ndo possuem essas duas caracteristicas
tém sido descritas (Jaeger; Dijstra; Reetz, 1999). Portanto, lipases tém sido definidas
como carboxilesterases que hidrolisam acilglicerdis de cadeia longa, na interface dgua-
lipidio. Nao existe uma classificagdo que defina qual o nimero minimo de carbonos de
um acilglicerol de cadeia longa, contudo, alguns autores consideram que triacilglicerdis
de cadeia longa sdo aqueles que apresentam 4cidos graxos com mais de 10 dtomos de
carbono. Enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar apenas acilglicerdis de

cadeia com menos de 10 carbonos sido reconhecidas como esterases-carboxil éster
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hidrolases (E.C. 3.1.1.1) (Jaeger et al., 1994; Jaeger; Dijstra; Reetz, 1999; Sharma; Chisti;
Banerjee, 2001; Nini er al, 2001; Jaeger; Eggert, 2002).

Figura 5. Caracteristicas da superficie de uma lipase de Candida rugosa. (A) Estado fechado e (B) estado
aberto. Esquema de cores: vermelho escuro — oxigénios carregados; magenta — oxigénios polares; azul
escuro — nitrogénios carregados; azul claro — nitrogénios polares; amarelo- enxofres. (Cygler; Schrag,
1999).

1.2.3 Aspectos estruturais de lipases e ativacao interfacial

Estruturas tridimensionais de vérias lipases foram determinadas e através destes
dados observou-se que a estrutura tercidria das lipases descritas, incluindo lipases de
eucarioto e procarioto, exibem uma dobra padrdo, do tipo o/p hidrolase, encontrado em
muitas outras enzimas, como muitas esterases e peptidases (Figura 6) (Schrag; Cygler,
1997; Pouderoyen et al., 2001; Freire; Castilho, 2008). As o/ hidrolases apresentam seu
nidcleo central composto por até oito fitas [ paralelas rodeado por até seis a-hélices

(Schrag; Cygler, 1997; Holmquist, 2000).

nucledfilo acido histidina

\ \

Al A A A A
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Figura 6. Modelo estrutural de o/p hidrolase. Modificado a partir de Pouderoyen et al. (2001).



Introdugdo

Lipases contém um sitio catalitico (Figura 7) composto por uma triade catalitica
constituida pelos aminodcidos serina, acido aspdrtico ou glutamico e histidina (G-X1-S-
X2-G, onde G= glicina; S= Serina; X1= histidina e X2= 4cido glutdmico ou aspartico),
semelhante a observada primeiramente em serina-proteases (Jaeger; Reetz, 1998). O sitio
catalitico estd localizado especificamente no lado C-terminal das fitas . O nucledfilo
catalitico, a serina, estd localizado especificamente no C-terminal da fita Bs em um
pentapeptidio altamente conservado GXSXG, que forma um angulo nucleofilico com 3
em torno de a, conhecido como cavidade nucleofilica (Jaeger et al., 1994; Schrag; Cygler,
1997; Jaeger; Dijstra; Reetz, 1999).

Conforme mencionado anteriormente, muitas das lipases apresentam um /loop
recobrindo o sitio catalitico, chamado de “tampa”, do termo em inglés “lid”. Nestas
lipases, a cadeia na qual a histidina da triade catalitica estd inserida prolonga-se sobre o
sitio catalitico, cobrindo-o como uma tampa e tornando-o inacessivel ao substrato (Jaeger
et al., 1994; Jaeger; Dijstra; Reetz, 1999; Schrag; Cygler, 1997; Freire; Castilho, 2008).
As estruturas tridimensionais de lipases conhecidas mostram que o grau de mobilidade da
“tampa” varia fortemente, encontrando-se casos em que aparentemente ha dois estados, o
aberto e o fechado, com niveis de energia significativamente inferiores aos estados de
transicao; e casos com “tampa” muito mével, com vdrios estados intermedidrios com
nivel de energia compardvel (Louwrier; Drtins; Klibanov, 1996; Gonzilez-Navarro;

Bafio; Abad, 2001 apud Freire; Castilho, 2008).

ay | g—
Figura 7. Estrutura de uma lipase de Rhizomucor mihei evidenciando o sitio catalitico (Fonte: Protein
Data Bank).
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Estruturas tridimensionais de algumas lipases foram determinadas e encontram-se
depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information
- www.ncbi.nlm.nih.gov/) e outros bancos de dados como o LED (The Lipase
Engineering Database) (http://www.led.uni-stuttgart.de/). Entre elas, diversas estruturas
de lipases de bactérias, como a de Bukholderia cepacia, de fungos filamentosos, como a
de Aspergillus awamori, e de leveduras, como a de Candida rugosa (Figura 8) estdo

depositas nesses bancos.

Candida rugosa lipase

Tampa fechada 5

Figura 8. Estrutura tridimensional da lipase de Candida rugosa, mostrando de forma sobreposta a
“tampa” na conformacao aberta e fechada (Grochulski et al., 1994).

Nem todas as lipases apresentam a ‘“tampa”, mas as que possuem foram
cristalizadas com a “tampa” fechada — sobre o sitio catalitico, impedindo a catélise — e
com a “‘tampa” aberta — com o sitio catalitico exposto ou ocupado. Nesse tltimo caso a
“tampa” pode estar estabilizada por ligacdes covalentes ou com uma molécula de
detergente ligado ao sitio ativo, ou pode ndo estar estabilizada (Brzozowski et al., 2000).
A superficie da lipase que possui “tampa” € basicamente hidrofilica quando a “tampa’
estd fechada, mas quando esta se encontra aberta, a mudancga conformacional da “tampa”
expoe uma grande superficie hidrofébica, permitindo acesso ao sitio ativo. (Cygler;
Schrag, 1997; Gonzélez-Navarro; Bafio; Abad, 2001 apud Freire; Castilho, 2008; Miled
et al., 2003).

11
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Devido ao fato de se observar lipases nas conformacdes aberta e fechada nao
apenas dentro de uma familia homdloga, mas também em diferentes familias de lipases, e
ao carater hidrofébico e a posi¢do da “tampa” sobre o sitio ativo sugere-se que estes
estados — conformacdo aberta e fechada — estariam envolvidos no mecanismo de catdlise
das lipases (Cygler; Schrag, 1997; Lima 2004; Freire; Castilho, 2008). A baixa atividade
de lipases na auséncia de interfaces indica que em meio aquosos as conformagdes
fechadas predominam, mas estruturas abertas também existem, ao menos em uma forma
transiente. Na presen¢a de uma interface dgua-lipidio a “tampa” poderia interagir com a
interface, sofrer uma alteracdo conformacional, abrindo-se e tornando o sitio ativo
exposto (Jaeger et al., 1994; Schrag; Cygler, 1997; Jaeger; Reetz, 1998; Lima 2004;
Freire; Castilho, 2008).

A ativacdo interfacial foi descrita por Holwerda, Verkade e Willingen (1936 apud
Lima 2004) e Schgnheyder e Volqvartz (1945 apud Lima 2004), medindo a atividade da
lipase pancredtica frente a tricaproina. Nesses experimentos os autores observaram que a
hidrélise aumentava quando a concentragao do substrato excedia o limite de solubilidade
sendo esse fendmeno chamado de ativacdo interfacial (Lima, 2004). As esterases, por
outro lado, atuam somente sobre substratos soliveis em dgua (Sarda; Desnuelle, 1958
apud Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi, 2004). Desta forma, o fendmeno da ativacao
interfacial seria uma caracteristica das lipases que as distinguiria de outras esterases
(Lima, 2004).

Na presenca de uma interface d4gua-lipidio a abertura da “tampa” e,
conseqiientemente, a ativacdo da lipase seriam favorecidas pela interacdo da “tampa”
hidrofébica com a interface formada por substratos hidrofébicos agregados ou formando
micelas. Portanto, a face onde estd a “tampa” € a face da superficie das lipases que é
direcionada para a camada lipidica. Alguns dados biofisicos, como experimentos com
monocamadas lipidicas, indicam que a lipase adsorve a interface e provavelmente penetra
parcialmente na camada lipidica (Freire; Castilho, 2008). Entretanto Ferrato et al. (1997)
mostraram que nem a presenca da “tampa’” nem a ativagdo interfacial sdo caracteristicas
de todas as lipases, como é o caso das cutinases, que sdo lipases que nao possuem
“tampa” e ndo precisam da ativacdo interfacial para sua atividade (Cygler; Schrag, 1997).
Contudo, os dados da literatura nos mostram que a maioria das lipases sofre profundas
mudancgas conformacionais durante a ativacdo interfacial, sendo que a “tampa” se move
deixando a enzima na forma ativa, com o sitio catalitico exposto e proporcionando uma

grande superficie hidrofébica de interacdo lipideo-proteina. Além disso, algumas lipases
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podem estar em equilibrio dindmico entre a forma aberta e fechada, quando em solugdo.
A abertura da “tampa” pode ser facilitada por solventes organicos, provavelmente por
diminui¢do da constante dielétrica do meio. E a interacdo lipideo-proteina € complexa,

nao podendo ser explicada por modelos cinéticos simples (Brzozowski et al., 2000).
1.2.4 Mecanismo de catalise

O mecanismo catalitico das lipases se assemelha ao das proteases devido a
semelhanca estrutural entre o sitio ativo destas enzimas. A hidrélise ocorre em quatro
etapas e segue o modelo proposto para a quimiotripsina, uma serina protease (Figura 9).
Evidéncias deste mecanismo t€m sido confirmadas por estudos de ligacdo de inibidores a
lipases e pela andlise estrutural destas proteinas (Jaeger; Dijstra; Reetz, 1999).

O aminodcido serina presente no sitio catalitico € o nucledfilo responsavel pela
catdlise e estd unido por pontes de hidrogénio a um residuo de histidina, este por sua vez
estd ligado a um residuo carboxilado, que pode ser um residuo de aspartato ou de
glutamato (Figura 7) (Jaeger et al., 1994; Schrag; Cygler, 1997; Jaeger; Reetz, 1998;
Eggert et al.,2001).

A hidrélise inicia-se com um ataque nucleofilico do oxigénio da hidroxila do
residuo serina ao carbono da carbonila da ligacdo éster do lipidio. E formado um
intermedidrio tetraédrico, onde o O € estabilizado pela interacdo com dois grupos
peptidicos -NH; o anel imidazdlico da histidina fica protonado e carregado positivamente,
sendo estabilizado pela carga negativa do residuo acido. Esse intermedidrio € estabilizado
por duas pontes de hidrogénio formadas com ligagdes amida dos residuos de
aminodcidos. A histidina doa um préton ao componente dlcool que estd deixando o
substrato. Permanece entdo um intermedidrio covalente, a enzima acilada, visto que o
componente dcido do substrato estd esterificado pelo residuo serina da enzima. Uma
molécula de dgua é ativada pelo residuo histidina das proximidades e o fon hidroxila
resultante realiza um ataque nucleofilico ao atomo de carbono da carbonila do
intermedidrio covalente. O residuo de histidina doa um préton ao dtomo de oxigénio do
residuo de serina ativo, a ligacao éster entre a serina e o substrato é quebrada, liberando o
produto acilado e regenerando a enzima (Jaeger et al., 1994; Bornscheuer; Kazlauskas,

1999; Bornscheuer, 2002).
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Figura 9. Mecanismo catalitico de lipases (Jaeger et al., 1994).

1.2.5 Cinética de lipases

As lipases exibem baixa atividade hidrolitica quando seus substratos estao
dissolvidos em meio aquoso e sdo mondmeros. Um aumento da atividade é pronunciado
quando a concentracdo do substrato atinge o limite de solubilidade, formando agregados
ou micelas (Holmquist, 2000). Essa caracteristica das lipases dificulta a determinag@o dos
parametros cinéticos, devido a complexidade dessas reagdes, que ocorrem em sistemas
heterogéneos como as emulsdes. (Jaeger et al., 1994; Martinelle; Hult, 1994). Como as
lipases s@o mais ativas em sistemas heterogéneos, o comportamento cinético das lipases
em meio aquoso ndo pode ser descrito pelo modelo de Michaelis-Menten, considerando-
se que este € valido para sistemas homogéneos (Brockman, 1984; Jaeger et al., 1994).

Para explicar como ocorre a interagao lipase/substrato um modelo foi sugerido por
Verger, Mieras e Haas (1973 apud Holmquist, 2000). Neste modelo existem dois
equilibrios na equacdo de reacdo, sendo que o primeiro entre a enzima inativa solivel (E)

e a enzima ativa na interface dgua-lipidio (E*). Num segundo momento hd outro
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equilibrio entre a quantidade de enzima ativada (E*) na interface e a quantidade do
complexo enzima/substrato (E*S). Seguida a formagdo do complexo ocorre a catélise,
regenerando a enzima na forma ativa (E*) e liberando o produto.

Sarda e Desnuelle (1958 apud Lima 2004) demonstraram que a cinética de lipases
em emulsdes depende da interface, e que esta cinética segue o modelo de Michaelis-
Menten, se o termo “‘concentracdo de substrato” for substituido por “drea interfacial”. A
partir de entdo, muitos métodos foram desenvolvidos, baseados em técnicas diversas
como as microscopicas ou de monocamada de lipideos para estudo da cinética das lipases
(Verger; Haas,1976; Wang et al., 1988; Nury et al., 1991, apud Lima 2004).

De acordo com a literatura, algumas lipases mostram cinéticas que obedecem a
um comportamento similar ao de Michaelis-Menten, com a velocidade de reacdo sendo
proporcional ao aumento da concentracdo do substrato no sistema. Para se distinguir da
cinética cldssica de Michaelis-Menten, as constantes sdo chamadas de aparentes, visto que

o substrato ndo € solivel no sistema e a enzima atua na interface (Lima, 2004).

1.3 Processos fermentativos na produciao de enzimas microbianas

A aplicacdo de enzimas como biocatalisadores em diversos setores industriais tem
crescido consideravelmente. Comparando-as a catalisadores quimicos, a grande vantagem
das enzimas € a capacidade que elas possuem em catalisar reagdes sob condigdes suaves
de temperatura e pressdo, o que reduz o consumo energético, um dos principais gastos em
uma industria (Brigida, 2006 apud Polizelli, 2008). Além disso, a substituicio de
catalisadores quimicos por enzimas € benéfica a0 meio ambiente, visto que diminui a
poluicdo. Entretanto o custo das enzimas para a aplicacdo em industria € alto, tornando-se
muitas vezes invidvel economicamente. O meio de fermentagdo € um dos componentes
mais onerosos, que interfere no valor final do produto, por isso € necessario buscar
substratos de baixo custo para o processo fermentativo, como residuos agroindustriais.

No Brasil sdo geradas anualmente milhares de toneladas de residuos agricolas e
agroindustriais. Segundo Yang et al.(2001) parte desses residuos € utilizada para a
geracdo de energia elétrica em algumas industrias, outra parte é utilizada na alimentacao
animal, mas a maioria fica disponivel no campo tornando-se, muitas vezes, um poluente.

O processo de fermentacdo submersa (FSm) tem sido extensivamente utilizado,

entretanto o uso da fermentacdo em estado sélido (FES) vem aumentando. (Rodriguez

Couto; Sanromén, 2005). A escolha de um ou outro processo de fermentagao depende
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principalmente do microrganismo a ser utilizado, visto que a maioria dos microrganismos
ndo produz quantidades semelhantes das enzimas de interesse em ambos os tipos de
fermentacao.

A FSm € o tipo de fermentacdo cujo substrato fica dissolvido ou suspenso no
liquido, geralmente dgua. Nesse tipo de fermentagdo a dgua compde de 90 a 99% da
massa total do material a ser fermentado. Na FSm € fécil o acompanhamento da formacao
do produto e consumo do substrato, além do controle do pH, temperatura, crescimento
celular, oxigenacdo e esterilidade. Entretanto, grande volume de residuo é gerado, e a
separacdo do produto do meio de cultivo € dificil (Mitchell ez al., 2000).

A FES é um processo de fermentacdo que ocorre na auséncia de dgua livre entre
as particulas e na qual se emprega um material natural ou sintético como substrato sélido
(Pandey; Soccol; Mitchell, 2000; Pandey, 2002; Rodriguez Couto; Sanroman, 2005;
Holker; Lenz, 2005). Esse tipo de fermentacdo é simples, de baixo custo, geralmente de
alta produtividade, e requer menos espaco e energia (Mitchell et al., 2000; Pandey;
Soccol; Mitchell, 2000). Entretanto, o controle de parametros, como pH, temperatura,
umidade e crescimento celular, € dificil. O principal fator limitante, no entanto, refere-se
a dificuldade de vérios grupos microbianos em crescer sob baixos teores de umidade, o
que acaba por restringir o processo ao uso de fungos filamentosos, que se adaptam bem a
essa condicao. Desse modo, a FES tem se mostrado adequada para a producdo de enzimas
por fungos filamentosos (Pandey et al, 1999), ao se considerar a possibilidade de
reproducdo das condigdes de crescimento natural desses organismos (Pandey, 2002;
Rodriguez Couto; Sanroman, 2005).

Nos tltimos anos, especial atencdo vem sendo dada para a minimizagdo ou
reaproveitamento dos residuos sélidos gerados nos diferentes processos industriais,
visando ganho econdmico e ambiental. A disposicdo dos residuos industriais no meio
ambiente deve ocorrer apos os residuos sofrerem tratamento e serem enquadrados nos
padrdes estabelecidos na legislacdo ambiental (Aquarone; Borzani; Lima, 1990). Muitos
residuos sélidos gerados pela agroindudstria s@o ricos em nutrientes € com alto valor
energético e que podem de alguma forma ser reaproveitados minimizando os impactos
ambientais e agregando valor de mercado (Laufenberg; Kunz; Nystroem, 2003).

A industria de biodiesel, atualmente incentivada pelo Programa Nacional de
Biodiesel, tem como um dos co-produtos grande quantidade de residuos provenientes da
extracdo do dleo vegetal, as tortas e farelos. Esses residuos tém sido estudados para a

producdo de ragcdo animal e para a adubacdo de solos (http://www.biodiesel.org.br).
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Apesar disso, hd excedentes cujo destino € o lixo. Esses residuos podem ser aproveitados
como substrato para a producdo de enzimas microbianas de interesse industrial como as
lipases, agregando valor de mercado a esse co-produto. Residuos agroindustriais, como
farelo de trigo, bagaco de cana-de-agucar, farelo de soja e palha de arroz e de milho tém
sido empregados com sucesso como substratos na producdo de enzimas por FES
(Peixoto-Nogueira et al., 2008, Silva et al., 2002; Freitas et al., 2006). Vargas (2004)
estudou a producao de lipase por Penicillium simplicissimum utilizando como substrato a
torta de soja, proveniente da industria de extracdo de 6leo vegetal. Igualmente, foram
relatados trabalhos em que lipases eram produzidas por fermentacdo em substrato sélido
utilizando bagaco de cana-de-agiicar (Cordova et al., 1998), outro residuo gerado pela

agroindustria de energia.
1.4 Purificacao de lipases

Muitas aplicagdes industriais de lipases ndo requerem preparacdes homogéneas da
enzima, entretanto certo grau de pureza permite uma utilizacdo mais eficiente. Além
disso, a purificacdo de enzimas permite sua caracterizacao cinética, a determina¢do da sua
seqiiéncia primdria de aminodcidos e a determinacdo de sua estrutura tridimensional
através da obtencdo de cristais (Saxena et al., 2003). A definicdo de um protocolo de
purificacdo depende do uso da molécula alvo e também de suas caracteristicas fisico-
quimicas e do tipo de impurezas presentes. Produtos destinados a usos terapéuticos, por
exemplo, requerem maior grau de pureza e, portanto, a complexidade do processo de
purificacdo € elevada. Para a utilizacdo de enzimas em biocatilise, desde que as
impurezas presentes no extrato enzimdtico ndo interfiram na reacdo catalisada e na
utilizacdo do produto final, processos parciais de purificacdo podem ser suficientes
(Kornberg, 1990; Saxena et al., 2003; Gupta; Gupta; Rathi, 2004).

Os métodos de purificacdo de lipases dependem do microrganismo, do meio e
condi¢des de cultivo e das caracteristicas da enzima. Deste modo, ndo ha processos de
purificacdo de aplicacdo geral e enzimas produzidas por cepas diferentes do mesmo
microrganismo podem apresentar propriedades distintas (Lima, 2004). Assim sendo,
diversas estratégias tém sido empregadas para a purificac@o de lipases e muitos protocolos
tém sido elaborados para esse fim. A Tabela 2 resume o processo de purificacdo de

lipases de alguns fungos filamentosos.
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Muitas das lipases microbianas sdo pré-purificadas através de ultrafiltracdo,
precipitagdo com sulfato de amonio ou extracdo com solventes organicos. Cerca de 80%
dos protocolos utilizam precipitagdo, sendo que 60% destes sdo com sulfato de amonio e
35% com etanol, acetona ou um acido (Saxena et al., 2003).

A precipitacdo € seguida por métodos cromatograficos e, na maioria das vezes, um
unico método cromatografico ndo € suficiente para alcangar o nivel de pureza requerida,
fazendo-se necessdrio, portanto, uma combinacdo de passos cromatograficos. A
cromatografia de troca idnica é o método mais comumente utilizado, sendo usada em
67% dos protocolos de purificagdo. A troca i0nica mais freqiientemente usada (58%) é
aquela que contem o grupo de troca anidnica dietilaminoetil (DEAE) seguida pela
carboximetil (CM) (20%), que é um trocador catidnico (Saxena et al., 2003).

A cromatografia por filtracdo em gel € a segunda mais empregada, sendo usada
em 60% dos protocolos de purificagdo. A cromatografia de interacdo hidrofébica também
estd presente na maioria dos protocolos de purificacdo, sendo utilizadas colunas com
agarose com grupos octila ou fenila (Saxena et al., 2003; Lima, 2004). As cromatografias
em Concanavalina A (Con A) e Heparina sao utilizadas para lipases de fungos e de
mamiferos devido a natureza glicoprotéica dessas enzimas (Tombs; Blake, 1982; Aires-
Barros; Cabral, 1991 apud Saxena et al., 2003).

De modo geral, para purificar lipases microbianas, alcancando rendimentos de
30% e fatores de purificacdo em torno de 320 vezes, 4 a 5 passos de purificacdo sao
necessarios (Gupta; Gupta; Rathi, 2004, Saxena et al., 2003). Além disso, a formacao de
agregados de alta massa molar é comumente relatada nos estudos de purificacdo de
lipases, e pode dificultar o processo. A formagao desses agregados pode ocorrer devido a
presenca de lipideos ou a caracteristica hidrofébica que a estrutura protéica das lipases
apresenta (Lima, 2004).

Como os procedimentos usuais de purificacdio de lipases sdo muitas vezes
problemadticos, consomem tempo e resultam em uma baixa recuperacdo da enzima, novas
tecnologias de purificacdo tém sido empregadas para a purificagdo de lipases, como a

imunopurificacao, sistemas aquosos de duas fases, entre outras.
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Tabela 2. Procedimento de purificag@o de lipases de espécies de Penicillium e de Rhizopus

Protocolo de purificacio Recuperagao Massa Referéncia

Fungo (%)/ fator de  molecular

purificacdo (kDa)

P. cyclpium MI  Precipitagdo com sulfato de amonio, 27%/1380 11 Isobe et al., 1988
cromatografias DEAE-Cellulose,
DEAE-Sepharose e hidroxiapatita e
filtracdo em gel GC-700.

P. Precipitacdo com sulfato de amonio, 20% 56 Sztajer et al., 1992

simplicissimum  phenyl-Sepharose CL-4B, Ultragel
AcA-54 e hidroxiapatita.

P. expansum Filtracdo crossflow,precipitagdo 219 25 Stocklein et al.,

DSM 1994 com sulfato de amonio e phenyl- 1993
Sepharose

P. citrinum Micelas reversas AOT em isooctano 26,4%/810 33 Krieger et al., 1997
e coluna de phenyl-Sephrose.

P. citrinum Precipitacao com sulfato de amdnio, 15,2%/379 33 Krieger et al., 1999
coluna de Superose 6 e HIC em
phenyl-Sepharose.

P. chrysogenum  Utrafiltracdo, phenyl-Sepharose, 44%7/30 40 Ferrer et al., 2000
Mono Q HR 5/5 e coluna PD-10 em
Sephadex G-75.

P. cyclopium Precipitacdo com sulfato de amdnio, 30%/590 37 Chahinian et al.,
Sephadex G-75, DEAE-Sephadex e 2000
Sephadex G-75 novamente.

R. japonicus NR  Hidroxiapatita, octyl- Sepharose e 31%/93 30 Suzuki et al., 1986

400 Sephacryl S-200.

R. oryzae Precipitacdo com acetona (80%) e 64%1/160 Razak et al., 1997
Sephadex G-100.

R. delemar Cromatografia de afinidade com 30%/10,3 30,3 Haas et al., 1992
dcido oléico e CM-Sephadex.

R. arrhizus Fracionamento com sulfato de 42%1720 67 Chattopadhyay et
amonio e Sephadex G-100. al., 1999

R. chinensis CM-Celulose C-500, etér Toyopearl 27,6% 28,4 Yasuda et al., 2000
650 M, Super Q Toyopearl e CM-
Celulose C-500 novamente.

R. oryzae Fracionamento com sulfato de 22%/1260 32 Hiol et al., 2000

amonio, sulfopropil-Sepharose,
Sephadex G-75 e sulfopropil-
Sepharose novamente.

Fonte: Saxena et al., 2003.
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1.5 Aplicacoes industriais das lipases e mercado

As lipases apresentam importante potencial biotecnoldgico. Dentre suas diversas
aplicagdes industriais destacam-se o uso de lipases: na industria de detergente,
substituindo com vantagem produtos usados para decompor as gorduras, ji que sao
biodegraddveis e reduzem o uso de dgua durante o enxdgiie (Grant; Mwatha; Jones,
1990); na producdo de biopolimeros, onde as lipases sdo usadas como biocatalisadores
(Gross; Kalra; Kumar, 2001), dispensando o uso de temperaturas altas, reduzindo assim
gastos excessivos com energia (Jansen; Vaidya; Halling, 1996); na produ¢do de biodiesel,
atuando como catalisador do processo de transesterificacdo de Oleos vegetais a ésteres
(Iso et al., 2001; Matsumoto et al., 2001, Parawira, 2009); na industria alimenticia,
substituindo produtos quimicos na diminui¢do da turbidez de sucos de frutas, e para
conferir sabor e aroma a queijos (Zalacain et al., 1995); na produ¢cdo de complementos
nutricionais, como os dcidos graxos poliinsaturados pertencentes as familias 6mega 3 e 6;
na industria de cosméticos para a producdo de surfactantes € novos aromas, que sao 0s

principais componentes para a fabricacdo de perfumes e cosméticos (Pandey et al., 1999).
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Figura 10. Demanda mundial de celulases, amilases e lipases. Fonte: Estudo World Enzymes to 2009,
Freedonia Group Incorporated (Sa-Pereira et al., 2008). *Projecao.

A demanda mundial de lipases vem aumentando ao longo dos anos (Tabela 3).
Estima-se que em 2014 o consumo de lipase se equipare ao de amilase e celulase (Figura
10). Os setores de alimentos e bebidas e produtos de limpeza respondem por 80% da
demanda de lipase para uso industrial, enquanto que para aplicacdes especiais, 60% das
lipases sdo consumidas pela industria farmacé€utica. A proje¢ao para o crescimento anual

da demanda mundial de lipases € da ordem de 7,9%, crescimento este impulsionado pelos
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avancos em biocatdlise, produtos farmacéuticos, biodiesel e dleos e gorduras (Sé-Pereira

etal., 2008) .
Tabela 3. Demanda mundial de lipases por aplicacido (em milhdes de délares) (Sa-Pereira et al., 2008).
1994 1999 2004 2009%* 2014%*

Industrial 67 114 196 286 419
Alimentos e bebidas 30 60 126 185 275
Produtos de limpeza 20 30 40 55 75
Outros mercados 17 24 30 46 69
Especial 23 41 54 79 111
Farmacéutico 13 25 33 47 63
Outros mercados 10 16 21 32 48
Demanda mundial de enzimas 1990 2670 3700 5080 7120
% Lipase 4,5 5.8 6,8 7,2 7,4

Fonte: Estudo World Enzymes to 2009, Freedonia Group Incorporated
*Projec¢ao.

21



2. OBJETIVOS



Objetivos

O trabalho teve por objetivo a prospec¢do de fungos filamentosos potencialmente
produtores de lipases. Do fungo selecionado, Beauveria brongniartii, objetivou-se a
producdo de lipases em fermentacdo submersa e fermenta¢ao em estado sélido visando a
maior producdo dessas enzimas para purificacdo e imobiliza¢do. Objetivou-se também a
caracterizacdo de parametros fisico-quimicos, constantes cinéticas e propriedades
intrinsecas das lipases parcialmente purificadas por métodos cromatograficos

convencionais e das lipases imobilizadas em suporte DEAE-Celulose.
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Material e Métodos

3.1 Coleta e isolamento dos fungos

Os fungos foram coletados no depdsito de dleos e gorduras para a produgdo de
biodiesel, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP. As
coletas foram realizadas em solo e em serragem usada para cobrir o solo. Foram coletadas
duas amostras de solo e duas de serragem. O local foi geo-referenciado por GPS - “Global
Positioning Systems” etrex, Garmin, 12 canais, onde foi determinada a latitude, longitude,
precisdo do aparelho e altitude. Foi registrada a data, hora e temperatura ambiente do
momento da coleta, de acordo com a ficha padrio para coletas e registro
BIOTA/FAPESP, disponivel no site: http://sinbiota.cria.org.br.

Para isolamento dos fungos filamentosos, a metodologia adotada foi a de
plaqueamento com dilui¢des sucessivas, onde suspensdes de solo e de serragem, contendo
tracos de pentabidtico veterindrio, foram inoculadas em distintas dilui¢des em placas de
Petri contendo meio de cultura constituido por dgar bacterioldgico 2% e farinha de aveia
4%. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica, em temperaturas de 30°C e
40°C. Em seguida, foi realizado o processo de isolamento dos diferentes fungos, de
acordo com observacao macroscopica, quanto a cor dos esporos, mudanga de cor do meio
de cultura, provavelmente devido a formacdo de metabolitos secunddrios e textura das

hifas (liso, enrugado, hifas aéreas, etc.).
3.2 Manutenc¢ao dos fungos em laboratoério

A manutencdo rotineira dos fungos em laboratério foi realizada em tubos de
cultura estéreis contendo 10 mL de meio de aveia solido inclinado. Foram realizados
repiques periddicos mantendo-se os fungos em estufa a 30° e 40°C, por aproximadamente
dez dias. Em seguida, as cepas foram conservadas em geladeira por um periodo de até 30
dias.

A manutencdo de todo o acervo de fungos isolados foi realizada em silica gel.
Para tanto, 1,2 mL de uma suspensdo de esporos preparada em 5 mL de solugdo de leite
Molico desnatado (20g/100 mL de agua deionizada) foram misturados a 6 g de silicagel
branca 1-4 mm contida em tubos de ensaio (16 x 100 mm) vedados com rosca. Dois tubos
foram armazenados para cada fungo. Todos os passos foram conduzidos de forma

asséptica.
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3.3 Screening de fungos filamentosos produtores de lipases

Para a pré-selec@o os fungos isolados das amostras de solo foram inoculados em
meio sélido contendo tributirina 1% e em meio sélido contendo dleo de oliva 1%. Os
microrganismos foram observados por até 10 dias de incubag¢do a 30° e 40°C. Foram
selecionados os fungos que apresentaram boa taxa de crescimento nesses meios.

As cepas selecionadas foram inoculadas em meio liquido Vogel (Vogel, 1964) —
cuja composi¢ao estd descrita no item 3.5.3 — suplementado com 6leo de oliva 1% como
fonte de carbono e incubadas a 30° e 40°C, a 100 rpm. O filtrado e o extrato bruto
micelial foram submetidos a ensaios enzimaticos para determinar a atividade lipolitica. O
fungo com maior atividade lipolitica extracelular e intracelular, Beauveria brongniartii,

foi escolhido para o prosseguimento desse estudo.

3.4 Identificacao do fungo bom produtor de lipases

O fungo selecionado foi identificado no Departamento de Micologia do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco, e por biologia molecular
utilizando o RNA ribossdmico 28S (Ninet et al., 2003).

A identificagdo molecular da espécie de fungo selecionada foi realizada pela Dra.
Jenny Rachid Cursino dos Santos, no Laboratério de Genética Molecular de
Microrganismos, do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sao Paulo, cuja responsavel é a Prof®. Dra. Nilce Maria Martinez
Rossi. O fungo foi identificado como Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch 1926
(anamorfico de Cordyceps brongniartii Shimazu 1989).

O método empregado para a identificacdo das espécies se baseou na andlise da
seqiiéncia nucleotidica de genes ribossomais (rDNA), em especial as regides espacadoras
ITS (Internal Transcribed Spacer Sequence). A andlise da regido ITS vem sendo usada
como importante ferramenta molecular para estudos que objetivam, principalmente, a
descri¢do das comunidades microbianas de diferentes nichos ecoldgicos e a caracterizacdo
de grupos taxondmicos especificos (Bertini ef al., 2006; Ciardo et al., 2006; Sharma et al.,
2008).

Como previamente descrito por Henry, Iwen e Hinrichs (2000), fragmentos de
DNA de aproximadamente 600 pares de bases correspondendo a regido do genoma entre
ITS1-5.8S-ITS2 (entre 18S e 25S do rDNA) foram obtidos por PCR (Polymerase Chain

Reaction) com primers especificos (primer-ITS1 e primer-ITS4). O produto amplificado
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foi seqiienciado em seqiienciador automatico (ABI Prism 377, Perkin Elmer) usando-se
dois outros primers adicionais (4 primers-: ITS1, ITS2, ITS3 e ITS4) e o DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing Kit. As seqiiéncias obtidas foram comparadas com outras
previamente descritas na literatura e disponiveis em bancos de dados publicos (NCBI;
Nathional Center of Biothecnology Information; GeneBank;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O alinhamento multiplo foi realizado através do aplicativo
CLUSTAL W para a avaliacao da similaridade entre as seqii€ncias (Thompson; Higgins;

Gibson, 1994). A identificagc@o da espécie foi baseada em similaridade superior a 96%
3.5 Fermentacao submersa (FSm)

As culturas foram obtidas mediante indculo de 1,0 mL de uma solu¢do com 10’
esporos.mL ressuspensos em dgua deionizada esterilizada, em meio de cultura liquido
em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio. Foram testados os meios
liquidos Adams (Adams, 1990), Khanna (Khanna; Sundari; Kumar, 1995), Vogel (Vogel,
1964), M5 (Peralta; Terenzi; Jorge, 1990) e SR (Rizzatti et al., 2001), com pH 6,0. Os
meios foram incubados a 30° ou 40°C, sob agitag¢do orbital a 100 rpm, por 96 horas ou por

diferentes periodos, conforme determinado para cada experimento.

3.5.1. Meio de cultura Adams

Peptona 02¢g
KH,PO4 0,1g
MgSO, . 7 H,O 0,05¢g
Fonte de Carbono I mL
Agua deionizada q.s.p. 100 mL
3.5.2. Meio de cultura Khanna
Solugdo de sais de Khanna [20X] 5mL
Extrato de levedura 0,1g
Fonte de Carbono I mL
Agua deionizada q.s.p. 100 mL
3.5.2.1. Solu¢ao de sais de Khanna
NH4NO; 20¢g
KH,PO, 13¢g
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MgS0,.7 H,O 0,362 g
KCl 0,098 g
ZnS0O; . H,O 0,007 g
MnSO;. H,O 0,0138 g
FeCl; . 6 H,O 0,0066 g
CuSOy . 5 H,O 0,0062 g
Agua deionizada q.s.p. 100 mL

3.5.3. Meio de cultura Vogel

Solucdo de biotina 20,0 uLL
Solucdo de sais de Vogel [50X] 2,0 mL
Extrato de levedura 0,75 g
Peptona 0,75 ¢
Fonte de Carbono I mL
Agua deionizada q.s.p. 100 mL
3.5.3.1. Solucao de biotina

Biotina 5,0 mg
Etanol 50% 100 mL

Esta solucdo deve ser conservada em refrigerador (4° C), sendo vélida por 6

meses.
3.5.3.2. Solucao de sais de Vogel [50X]
Citrato de sodio pentahidratado 150,0 g
NH4NO; 100,0 g
KH,PO4 250,0 g
MgS0O,.7 HO 100 g
CaCl,.2 H,0 50¢
Solugdo de tragos de elementos 5,0 mL
Cloroférmio 2,0 mL
Agua deionizada q.s.p. 1000 mL
3.5.3.3. Solu¢ao de tracos de elementos
Acido citrico monohidratado 50¢g
ZnS0O, .7 H,O 50¢g
Fe(NH4)2(SO4), . 6 H,O 10g
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CuSOy4. 5 H,O 025¢g
MnSO;. H,O 0,05¢
H;BO:; 0,05¢g
Na,MoO, . H,O 0,05¢g
Cloroférmio 0,2 mL
Agua deionizada q.s.p. 100 mL

3.5.4. Meio de cultura M5

Extrato de levedura 0,6 g
Peptona 0,1g
CaCOs 0,1¢g
NaCl 0,1g
Acetato de amodnio 0,6 g
Fonte de Carbono I mL
Agua deionizada q.s.p. 100 mL

3.5.5. Meio de cultura SR

Solugdo de sais SR [20X] 5,0 mL
Extrato de levedura 045¢g
Peptona 0,02 ¢g
Fonte de Carbono I mL
Agua deionizada q.s.p. 100 mL
3.5.5.1 Solugdo de sais SR [20X]

MgSO, . 7 H,O 024 ¢
KH,PO, 03¢
NH4H,PO4 10g
Agua deionizada q.s.p. 100 mL

3.5.6 Fontes de carbono suplementadas em FSm

Os meios foram suplementados inicialmente com de 6leo de oliva 1% a fim de
induzir a producdo de lipases. Posteriormente, foram testados diferentes dleos —
concentracdo de 1% — como fontes de carbono de origem lipidica. Foram esses: 6leos de

oliva (Olea europaea L.), mamona (Ricinus communis L.), pequi (Caryocar brasiliense
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Camb.), canola (Brassica napus L.), nim (Azadirachta indica A. Juss.), mineral, dendé
(Elaeis guineensis Jacq.), soja (Glycine max (L.) Merr.), macatba (Acrocomia aculeata
(Jacq.) Lood.), milho (Zea mays L.) girassol (Helianthus annuus L.) e gergelim (Sesamum

indicum L.). A suplementacdo com D-glucose 0,5% também foi outra varidvel avaliada.
3.5.7 Fonte de nitrogénio

A influéncia da fonte de nitrogénio para a producdo de lipases também foi
avaliada, sendo substituida a fonte de nitrogénio original do meio Khanna — extrato de
levedura 0,1% — por peptona, KNO3, NHsNO3, (NH4),SO4, CH;COONH,4 e NH4C1 0,1%.

O controle foi o meio original com extrato de levedura 0,1%.
3.6 Fermentacio em estado sélido (FES)

Para cultivos em substrato s6lido foram utilizados 2g de residuos agroindustriais
umedecidos com 4 mL de dgua deionizada. As culturas foram obtidas mediante indculo
de 1,0 mL de uma solucdo com 10’ esporos.mL, ressuspensos em dgua deionizada e
incubados a 30°C, em condic¢Oes estaciondrias por 96 horas ou por diferentes periodos,
com umidade relativa de 80%, controlada por higrometro. Foram utilizados os seguintes
residuos agroindustriais: farelo de trigo (Triticum sp.), fibra de trigo, torta de pinhao
manso (Jatropha Curcas), pinhdo manso triturado, torta de tucumad (Astrocaryum
aculeatum), farinha de centeio (Secale cereale), milho (Zea sp.) moido, palha de milho,
bagaco de cana-de-agucar (Saccharum sp.), farinha de mandioca (Manihot esculenta),
soja (Glycine max) moida e amendoim (Arachis hypogaea) moido.

Foi testada a adicdo de sais no meio de cultura utilizado para FES, para tanto o
fungo foi inoculado no substrato farelo de trigo umedecido com 4 mL de 4gua deionizada,
dgua de torneira, sais de Adams (item 3.5.1), solucdo de sais de Khanna (item 3.5.2.1) ou
solugdo de sais SR (item 3.5.5.1). As culturas foram incubadas a 30°C, 80% de umidade,
por 168 horas.

3.6.1 Fontes de carbono indutoras da producao de lipase em FES

Os meios de cultura contendo 2 g de farelo de trigo e 4 mL de dgua deionizada
foram suplementados com diferentes 6leos a uma concentragao de 5% (v/v) — em relacao

ao volume de dgua — a fim de induzir maior producao de lipases. Os 6leos testados foram:
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Oleos de oliva, mamona, pequi, canola, nim, mineral, dendé, soja, macatuba, milho,

girassol e gergelim.
3.6.2 Suplementacio da cultura com diferentes fontes de nitrogénio

A influéncia de fontes adicionais de nitrogénio também foi uma varidvel testada.
Para isso foi adicionado a cultura 0,5% (m/v) de extrato de levedura, peptona, KNOs3,
NH4NO3, (NH4),SO4, CH3COONH,4 ou NH4Cl, em relacdo ao volume de dgua utilizada

para umidificar o meio.
3.7 Otimizac¢ao da producao de lipase através do delineamento fatorial

Experimentos de planejamento fatorial foram utilizados para testar a influéncia
das varidveis 6leo de canola (X)), D-glucose (X;) e peptona (X3) na sintese de lipases em
FSm; e das varidveis farelo de trigo (X;), dgua (X;) e 6leo de nim (X3) na sintese de
lipases em FES.

Optou-se por um planejamento fatorial de dois niveis, composto por quatro
repeticoes de pontos centrais (0) e dois pontos externos (o), em um total de 18
experimentos (Tabela 4). O valor calculado para os pontos externos foi 1,68. Este valor
foi selecionado de modo a se obter um planejamento ortogonal, onde a matriz de
variancia e covariancia € diagonal e os parametros estimados ndo sdo correlacionados
entre si. O planejamento do experimento foi analisado utilizando-se o software Statistica
8.0.

As varidveis independentes foram codificadas segundo as relagoes:

Fermentacgdo submersa

X1=CO-2
1
X,=CG-0,5
0,25
X3=CP-0.1
0,05

CO = concentracao de 6leo de canola
CG = concentragao de D-glucose

CP = concentragdo de peptona

Fermentacdo em estado s6lido

X =FT-4
2

Xo=A-6
2

X3=0ON-04
0,2

FT = Farelo de trigo em gramas
A= Volume de d4gua em mL

ON= Volume de 6leo nim em mL
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Tabela 4. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), com varidveis independentes codificadas

para a otimizacdo da producdo de lipases

Experimento X X X3

1 -1 -1 -1

2 -1 -1 +1

3 -1 +1 -1

4 -1 +1 +1

5 +1 -1 -1

6 +1 -1 +1

7 +1 +1 -1

8 +1 +1 +1

9 -1,68 0 0

10 +1,68 0 0

11 0 -1,68 0

12 0 +1,68 0

13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0

16 0 0 0

17 0 0 0

18 0 0 0

Os niveis utilizados para a codificacdo das varidveis independentes encontram-se

na Tabela 5.

As culturas foram incubadas nas condi¢des padronizadas anteriormente. As

amostras do extrato bruto extracelular da FSm e as amostras da FES foram usadas para

ensaios enzimdticos conforme descrito no item 3.10. A equacdo para o design

experimental foi desenvolvida apenas com os fatores com significancia maior que 5%.
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Tabela 5. Valores reais das varidveis independentes codificadas para a otimiza¢do da produgdo de lipases

Xi

-1,68 -1 0 +1 +1,68
CO (% v/v) 0,32 1 2 3 3,68
CG (% m/v) 0,08 0,25 0,5 0,75 0,92
CP (% m/v) 0,016 0,05 0,1 0,15 0,184
FT (g) 0,64 2 4 6 7,36
A (mL) 2,64 4 6 8 9,36
ON (mL) 0,064 0,2 0.4 0,6 0,736

3.8 Extracao do extrato bruto intracelular e extracelular produzido por FSm

A massa micelial foi obtida apds separacdo do micélio por filtracdo a vdcuo, com
auxilio de um funil de Biichner e papel filtro Whatman n°1. O filtrado foi utilizado para a
determinagdo da atividade lipolitica extracelular e para os procedimentos posteriormente
descritos. O micélio foi lavado em &dgua deionizada e pesado para obten¢do da massa
umida. Para a obtencdo do extrato bruto intracelular, o micélio foi macerado com 2
volumes de areia previamente tratada com solug¢do sulfonitrica — dcido sulftrico:acido
nitrico (1:3) — em gral de porcelana, mantido em gelo. O macerado foi ressuspenso em 10
mL de dgua deionizada e o material foi entdo centrifugado a 8000 g, durante 15 minutos,
a 4°C, para remocdo da areia e dos debris celulares. O sobrenadante obtido — o extrato
bruto intracelular — foi utilizado para a determinacdo da atividade lipolitica intracelular e

dosagem de proteinas.
3.9 Extracio de enzimas extracelulares produzidas por FES

As culturas obtidas por FES foram misturadas a 30 mL de 4gua deionizada e
mantidas, sob agitacdo, por aproximadamente 20 minutos, a 4°C. Em seguida, a
suspensao foi filtrada com auxilio de gaze, obtendo-se um filtrado livre de células e um
micélio misturado ao substrato. O filtrado foi utilizado para a determinacdo da atividade

lipolitica. O micélio foi descartado.
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3.10 Dosagem enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada utilizando-se o p-nitrofenilpalmitato como
substrato (Pencreac’h; Baratti, 1996). As condi¢des foram padronizadas como 50 puL do
extrato bruto e 450 uLL de meio reacional descrito no item 3.10.1.

A reacdo foi iniciada pela adi¢do de enzima ao meio reacional, sendo a mistura
depois incubada em banho-maria inicialmente a 40°C — posteriormente foi determinado
como temperatura 6tima de reacdo 60°C. A reacdo foi interrompida pela adi¢dao de S00uL
de solucdo saturada de tetraborato de sédio (Na,B407) em diferentes intervalos de tempo.
O p-nitrofenol liberado por hidrélise, que em pH alcalino forma p-nitrofenolato — um
composto com colora¢do amarela — foi quantificado em colorimetro a 405 nm. Controles
com a adicdo da enzima desnaturada (brancos) foram incluidos em cada experimento,
determinando-se assim a hidrélise espontanea dos substratos nas condi¢des do ensaio. A
unidade (U) estd definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar
um micromol do substrato em um minuto (Lmols/min), nas condi¢des de ensaio e a
atividade especifica em U/mg de proteina. Atividade total foi expressa multiplicando o
valor de U/mL pelo volume do extrato.

A atividade enzimdtica sobre substratos naturais do extrato bruto extracelular
produzido por FSm e do extrato bruto produzido por FES também foram avaliadas. As
condi¢des foram padronizadas segundo Polizelli er al. (2008) com modificagdes. O
ensaio enzimatico, com volume final de 7 mL consistiu de 10% de extrato bruto, 50% de
6leo vegetal, 30% de tampao citrato-fosfato 100mM (pHS,5) e 10% de Triton X-100. A
reacdo foi incubada a 48°C — conforme estabelecido em nosso laboratério por Gimenez
(2010) (comunicagdao pessoal)l — em banho que se movimenta por excursdo (140epm),
por 120 minutos.

A reacgdo foi finalizada adicionando-se 14 mL de uma solucido de acetona:etanol
(1:1). Posteriormente foi titulada com NaOH (0,02M) até o pH 9,0. A unidade (U) esta
definida como sendo a quantidade de enzima necessdria para liberar um micromol de

acido graxo em um minuto (Wmols/min), nas condicdes de ensaio.

" Informagao fornecida por Marita Gimenez em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, em 2010.
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3.10.1 Meio reacional para a determinacao da atividade lipolitica

Solucao I:

Goma arabica 0,05¢g
Tampao citrato-fosfato (100mM) (Mcllvaine, 1921) 90 mL
Triton X-100 250 uL
Solucao II:

p-nitrofenilpalmitato 0,030 g
Isopropanol 10 mL

A solucdo I foi homogeneizada por 25 minutos e estocada a 4°C. A solugao II foi
homogeneizada por 5 minutos e estocada a -20°C. As duas solugdes foram misturadas
minutos antes de sua utilizacdo e homogeneizadas por 10 minutos. A solucdo resultante

ndo pode ser estocada.
3.11 Dosagem de proteinas

A quantificagdo de proteinas foi realizada segundo a metodologia descrita por
Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padrio. As amostras
diluidas em 4gua deionizadas (volume final de 200uL) foi adicionado 1 mL de uma
solu¢c@o preparada no momento do uso, composta de carbonato de sédio 2% (m/v) em
NaOH 0,1N, sulfato de cobre 1% (m/v) e tartarato de sédio e potdssio 1% (m/v), na
propor¢@o 100:1:1. Apds 15 minutos, acrescentou-se 100ul de Folin Ciocalteau em dgua
deionizada (1:1). Apés 30 minutos, foram realizadas as leituras a 660 nm.

A quantificacdo de proteinas das amostras contendo Triton X-100 foi realizada
segundo 0 método de Cadman, Bostwick e Eichberg (1979) utilizando-se albumina de
soro bovino como padrdo. As amostras diluidas em dgua deionizadas (volume final de
700uL) foi adicionado 1 mL de uma solu¢do preparada no momento do uso, composta de
NaEDTA 2,5mM, CuSO45H,O 20,5mM, Na,COs; 8% (m/v) e NaOH 0,4M, na
propor¢@o 1:1:1:1. Apds 15 minutos, acrescentou-se S00ul. de SDS 20%, agitou-se e
adicionou-se 100uL. de Folin Ciocalteau em dgua deionizada (1:1). Apdés 15 minutos,
foram realizadas as leituras a 500 nm.

A unidade protéica foi definida como mg de proteina por mL de amostra. Proteina
total foi expressa multiplicando-se o valor de mg de proteina/mL pelo volume total do

extrato.
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3.12 Efeito da temperatura e do pH na atividade e estabilidade das lipases a

temperatura, ao pH e a solventes organicos

Foram realizadas variagcdes no ensaio enzimético referente a temperatura — de
30°C a 80°C — e pH — pH de 3,0 a 11 — de reacdo para determinar quais as melhores
condi¢des do meio reacional para a atividade lipolitica.

A termoestabilidade foi estudada incubando-se o extrato bruto intracelular e o
filtrado da FSm e o extrato bruto da FES em diferentes temperaturas (40°, 50°, 60°, 70°C
e 80°C) por trés horas, retirando-se aliquotas das amostras ap6s 0, 15, 30, 60, 90, 120 e
180 minutos de incubagdo. As aliquotas retiradas foram submetidas a ensaios conforme
descrito no item 3.10.

A estabilidade ao pH foi avaliada incubando-se o extrato bruto intracelular e o
filtrado da FSm e o extrato bruto da FES em tampao citrato-fosfato (Mcllvaine, 1921) em
pH de 2.5 a 8,0, por duas horas, na propor¢do de 1:1 (extrato bruto/tampao). Decorrido o
tempo de incubacdo as amostras foram submetidas a ensaios conforme descrito no item
3.10, substituindo o tampao de reagdo por tampao acetato de s6dio 200 mM, pH 5,5.

A estabilidade a solventes foi determinada incubando-se as amostras em solventes
organicos, por 24 horas, na propor¢do 1:1 (extrato bruto/solvente). Os solventes utilizados
foram: dimetilsulféxido (DMSO), metanol, acetonitrila, etanol, acetona, isopropanol e

butanol. A atividade lipolitica residual foi determinada conforme descrito no item 3.10.
3.13 Purificacao parcial da lipase extracelular produzida em FSm

Para ensaios de purificacio 315 mL de extrato bruto extracelular obtido em
condi¢des ideais de cultivo foi ajustado com tampao Tris-HCI (concentracao final de 50
mM) para o pH 7,0 e em seguida aplicado em uma coluna de troca anidnica DEAE-
Celulose (2,0 x 20 cm) equilibrada em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,0, em um fluxo de
1,5 mL/min. Foram coletadas fra¢cdes de 4 mL por tubo, que foram submetidas a ensaios
enzimaticos e leitura a 280 nm. Com este procedimento um pico foi retido na DEAE-
Celulose, e posteriormente foi eluido com aplicacdo de um gradiente linear de 200 mL de
NaCl (0-1,5 M) em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,0. As fracdes referentes ao pico de
atividade foram reunidas em um “pool”. A fracdo de lipases (cerca de 80%) que ficou
retida na resina foi considerada imobilizada e posteriormente estudada.

Em seguida o “pool” coletado foi aplicado em coluna de interacdo hidrofébica

Octyl-Sepharose (0,55x11 cm) equilibrada com NaCl 1 M em tampao Tris-HCI 50mM,
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pH 7,0, em um fluxo 1,5 mL/min. Foram coletadas fracdes de 2 mL por tubo, que foram
submetidas a ensaios enzimadticos e leitura a 280 nm. Foi aplicado um gradiente reverso
descontinuo de 60 mL de NaCl (1,0-OM) em tampao Tris-HCl 50mM, pH 7,0, que,
entretanto, ndo eluiu a amostra. Posteriormente, o pico de atividade lipolitica que
permaneceu retido na resina foi eluido com a aplicagdao de um gradiente linear de Triton
X-100 (0-0,5%) em tampao Tris-HCl 50 mM, pH 7,0. A fracdo contendo atividade
enzimatica foi submetida a SDS-PAGE e PAGE e também a estudos de caracterizacgao.
Todos os procedimentos ocorreram em bancada devido a estabilidade demonstrada pelas

lipases de Beauveria brongniartii.

3.14 Imobilizacao e purificacio da lipase por adsorcao ao trocador anionico

DEAE-Celulose

A lipase extracelular de Beauveria brongniartii, obtida nas condi¢des ideais de
cultivo por FSm, foi submetida a ensaios de imobilizacao no suporte DEAE-Celulose. O
extrato enzimético bruto equilibrado com tampao Tris-HCI pH 7,0, concentracdo final de
50mM, foi eluido no suporte de interacdo idnica DEAE-Celulose, também equilibrado
com tampao Tris-HCl 50 mM, pH 7,0, na proporc¢ao de 1g de suporte para cada 10 mL de
extrato enzimatico. O procedimento foi realizado em temperatura ambiente (cerca de
25°C), sob agitacao constante (agitador de rolos), por até 4 horas.

O curso de imobilizacdo foi controlado pela medida de atividade enzimética do
sobrenadante em diferentes tempos. A diminui¢do da atividade enzimdtica do
sobrenadante foi diretamente relacionada com a quantidade de enzima imobilizada no
suporte. Decorrido o tempo de interagdo, o derivado (enzima adsorvida ao suporte) foi
lavado duas vezes com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,0 e posteriormente submetido a
eluicdo com NaCl 1 M, 2 M e 5 M, para elui¢do da fracdo anteriormente estudada no
procedimento de purifica¢do parcial.

O derivado foi novamente lavado duas vezes em tampao Tris-HCl 50 mM, pH 7,0
e submetido a eluicdo com Triton X-100 1%. A lipase que se manteve adsorvida ao

suporte e a que foi eluida com Triton foram submetidas a SDS-PAGE.
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3.15 Caracterizacio enzimatica em gel de eletroforese em condi¢oes niao
desnaturantes (PAGE)

As eletroforeses em condi¢des nao-desnaturantes foram realizadas segundo a
metodologia de Davis (1964), para proteinas &4cidas. Os géis utilizados tinham a
concentracdo de 7% de acrilamida e foram polimerizados em placas de vidro (7,2 x 10,2
cm). As amostras foram diluidas em tampao de corrida (Tris-HCI 0,05M e glicina 0,036
M, pH 8,9). Foram adicionados na amostra azul de bromofenol 0,002% (m/v) e glicerol
10% (m/v). Foram aplicados 20uL desta mistura no gel. As eletroforeses foram realizadas
no tampao de corrida sob corrente de 50mA. Apds a corrida os géis foram corados com

Coomassie Brilhante Blue.
3.16 Determinacio da atividade lipolitica em gel de poliacrilamida (PAGE 7 %)

A determinacdo da atividade lipolitica em gel de poliacrilamida foi realizada
segundo Gilbert, Cornish e Jones (1991) com modificacdes. A eletroforese em condigdes
nao desnaturantes (PAGE) foi realizada como descrito anteriormente. Apds o término da
corrida, os géis foram colocados sobre um gel de agarose 1% (m/v), fundida em tampao
Tris-HCI 50mM, pH 7,0, contendo 6leo de oliva 5% (v/v), Victéria Blue 0,01% (m/v) e
Triton X-100 1,5% (v/v) e incubados a 60°C overnight. Ap6s o tempo de reagdo foi
possivel detectar as bandas protéicas que continham atividade lipolitica por mudanga na

coloracdo do gel de agarose, devido a presenca do indicador Victéria Blue.

3.17 Caracterizacao enzimatica em gel de eletroforese em condicoes desnaturantes

(SDS-PAGE)

As eletroforeses em condigdes desnaturantes foram realizadas em gel de
poliacrilamida conforme metodologia descrita por Laemmli (1970). Os géis utilizados
tinham a concentracdo de 12% de acrilamida e foram polimerizados em placas de vidro
(7,2 x 10,2 cm). Foi polimerizado sobre o gel 12% um gel de empilhamento com
concentragdo de 5% de acrilamida. As amostras foram preparadas na propor¢do de 1:1
em tampao de amostra (glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 0,002% e Tris 0,12
M, pH 6,75) e aquecidas durante 5 minutos em dgua fervente. As eletroforeses foram
realizadas em tampao composto por Tris 0,025M, glicina 0,19M e SDS 0,1%, pH 8,3, sob
corrente de 40mA e 120V. Apds a corrida os géis foram corados com Coomassie

Brilhante Blue.
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Outra metodologia utilizada para eletroforeses em condi¢des desnaturantes foi
realizada em gel de poliacrilamida em tubo conforme metodologia descrita por Laemmli
(1970) acrescido de uréia. Os géis utilizados tinham a concentracdo de 10% de acrilamida
e uréia SM e foram polimerizados em tubos de vidro. As amostras foram preparadas como
anteriormente acrescido de uréia 8,0M. As eletroforeses foram realizadas em tampao
composto por Tris 0,025M, glicina 0,19M e SDS 0,1%, pH 8,3, sob corrente de 16mA.

Ap6s a corrida os géis foram corados com Coomassie Brilhante Blue.

3.18 Caracterizacao fisico-quimica das lipases parcialmente purificadas e do

derivado

Depois das etapas de purificacdo parcial e imobiliza¢do, a lipase parcialmente
purificada e a imobilizada foram submetidas a caracterizacdo quanto a temperatura e ao
pH e efeito de sais, EDTA e B-mercaptoetanol. A estabilidade a temperatura foi realizada

conforme descrito no item 3.12.

3.18.1 Otimizacdo das condicoes de reacido enzimatica através do delineamento

fatorial

Para determinar o efeito das varidveis temperatura (X;) e pH (X,) sobre a reacao
enzimdtica da enzima parcialmente purificada e da enzima imobilizada em DEAE-
Celulose utilizou-se experimentos de planejamento fatorial. Para tanto, optou-se por um
planejamento fatorial de dois niveis, composto por quatro repeticdes de pontos centrais
(0) e dois pontos externos (o), em um total de 12 experimentos (Tabela 6). O valor
calculado para os pontos externos foi 1,414. Este valor foi selecionado de modo a se obter
um planejamento ortogonal, onde a matriz de variancia e covariincia € diagonal e os
parametros estimados ndo sao correlacionados entre si. O planejamento do experimento
foi analisado utilizando-se o software Statistica 8.0.

As varidveis independentes foram codificadas segundo as relagdes:

X=2C-50
20

Xo=pH-5.5
2,5

°C = temperatura de reacao (°C)

pH = pH de reacgao
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Os niveis utilizados para a codificacdo das varidveis independentes encontram-se
na Tabela 7. A equagdo para o design experimental foi desenvolvida apenas com os

fatores com significancia maior que 5%.

Tabela 6. DCCR, com varidveis independentes codificadas para a otimiza¢do da rea¢@io enzimatica.

Experimento X, X,
1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 +1
4 +1 -1
5 -1,414 0
6 +1,414 0
7 0 -1,414
8 0 +1,414
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0

Tabela 7. Valores reais das varidveis independentes codificadas para a otimiza¢io da reagdo enzimdtica

Xi
-1,414 -1 0 +1 +1,414
T (°C) 21,7 30 50 70 78,3
pH 1,96 3,0 5,5 8,0 9,04

3.18.2 Efeito de sais, EDTA e p-mercaptoetanol sobre a atividade enzimatica

Para o estudo do efeito de sais, EDTA e B-mercaptoetanol sobre a atividade da
lipase parcialmente purificada e da lipase imobilizada, utilizou-se de solugdes de
MgCl,.6H,0, MnCl,.4H,0, NaBr, CuCl,, ZnCl,, BaCl,, NaCl, HgCl,, CoCl,.6H,0,
NaH,PO4.H,0O, NH4Cl, AgNO;, Fey(SOy4);, CaCl,, KCI, NH4F, Pb(C,H30,),.3H,0,
KH,PO,4, EDTA e -mercaptoetanol, de modo a se obter concentragdes finais de 1,0 mM

do composto correspondente na mistura de reagao.
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3.19 Determinacao das constantes cinéticas

As constantes cinéticas (Km e Vmdax) da lipase parcialmente purificada e da
imobilizada foram analisadas conforme os procedimentos graficos propostos por Hanes
(1932) e por Lineweaver e Burk (1934) e através do programa SigrafW (Leone; Degreve;
Baranauskas, 1992; Leone et al., 2005). O substrato utilizado foi p-nitrofenilpalmitato nas

concentragdes de 0,395 a 7,11 umol.
3.20 Analise dos experimentos

Todos os experimentos e ensaios foram realizados em duplicata ou triplicata. Os
experimentos foram analisados com base na média e no desvio padrdo. Para os
experimentos de superficie de resposta foi aplicada andlise estatistica ANOVA. Para a
andlise dos experimentos e representacao grafica foram utilizados os programas Microsoft

Office Excel 2007, Origin Pro 8 e STATISTICA 8.0.
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Resultados

4.1 Isolamento de fungos filamentosos

Com o objetivo de encontrar cepas com capacidade lipolitica foram coletadas duas
amostras de solo e duas amostras de serragem do depdsito de dleos e gorduras para a
producdo de biodiesel, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto —
USP. As amostras foram plaqueadas por diluicdes sucessivas conforme descrito em
Material e Métodos. De cada amostra e diluicao foram feitas duas placas, sendo que uma
foi incubada em estufa bacteriol6gica a 30°C e outra a 40°C, para que se pudessem
identificar organismos que fossem capazes de crescer na diferentes temperaturas. Apos 72
horas de crescimento foi possivel identificar diferentes colonias, que diferiam por cor,
aspectos e textura.

Foram isoladas 36 col6nias com caracteristicas morfoldgicas distintas (Figura 11
e Figura 12). As coldnias isoladas receberam um cédigo de identificag@o. A tabela abaixo
(Tabela 8) especifica o codigo de cada colonia e a temperatura de crescimento.

Tabela 8. Fungos isolados a partir de amostras de solo e serragem do depdsito de dleos e gorduras para a
producdo de biodiesel, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP

Cepa *T (°C) | Cepa *T (°C) |Cepa *T (°C)
USP 1 30 USP 13 30 USP 25 40
USP 2 30 USP 14 30 USP 26 40
USP 3 30 USP 15 30 USP 27 40
USP 4 30 USP 16 30 USP 28 40
USP 5 30 USP 17 30 USP 29 40
USP 6 30 USP 18 30 USP 30 40
USP 7 30 USP 19 30 USP 31 40
USP 8 30 USP 20 30 USP 32 40
USP9 30 USP 21 30 USP 33 40
USP 10 30 USP 22 30 USP 34 40
USP 11 30 USP 23 30 USP 35 40
USP 12 30 USP 24 40 USP 36 40

* Temperatura de incubagao

43



Resultados

Figura 11. Fungos isolados a partir de amostras de solo e serragem do depdsito de 6leos e gorduras para a
producdo de biodiesel, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP. (01) a (24)
— USP 01 a USP 24. As cepas USP 01 a USP 23 foram incubadas a 30°C e a cepa USP 24 foi cultivada a
40°C, em meio de aveia sélido. Foto: A. C. Vici.

44



Resultados

i o . A :;}e':ﬁ R . ot

Figura 12. Fungos isolados a partir de amostras de solo e serragem do depdsito de 6leos e gorduras para a
producdo de biodiesel, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP. (25) a (36)
— USP 25 a USP 36. As cepas foram cultivadas a 40°C em meio de aveia sélido. Foto: A. C. Vici

4.2 Pré-selecao de cepa para a produciao de lipases

Com o objetivo de pré-selecionar os microrganismos isolados anteriormente,
realizou-se plaqueamento em meio sélido com tributirina e meio sélido com 6leo de oliva,
conforme descrito em Material e Métodos.

Dos 36 fungos isolados, oito (USP 6, 9, 13, 18, 24, 33, 34 e 36) ndo cresceram em
meio com tributirina e dez (USP 9, 13, 15, 16, 25, 26, 32, 33, 34 ¢ 36) ndo cresceram em
meio com 6leo de oliva (Tabela 9). Esse resultado revela que dos fungos isolados varios
— aqueles que cresceram em meio com 6leo de oliva — s@o capazes de produzir lipases, e
podem ser utilizados para estudos de producdo dessas enzimas, enquanto outros, os que

cresceram em meio com tributirina, sdo capazes de secretar algum tipo de esterase.
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Tabela 9. Teste em placa de Petri para a pré-sele¢do de cepas produtoras de lipases

Cepa Meio com Meio com Oleo Cepa Meio com Meio com Oleo
tributirina de oliva tributirina de oliva
USP 1 + + USP 19 + +
USP 2 + + USP 20 + +
USP3 + + USP 21 + +
USP 4 + + USP 22 + +
USP 5 + + USP 23 + +
USP 6 - + USP 24 - +
USpP 7 + + USP 25 + -
USP 8 + + USP 26 + -
USP 9 - - USP 27 + +
USP 10 + + USP 28 + +
USP 11 + + USP 29 + +
USP 12 + + USP 30 + +
USP 13 - - USP 31 + +
USP 14 + + USP 32 + -
USP 15 + - USP 33 - -
USP 16 + - USP 34 - -
USP 17 + + USP 35 + +
USP 18 - + USP 36 - -

O repique dos fungos foi realizado em meio sélido contendo tributirina 1% e em meio sélido contendo
6leo de oliva 1%.
* Os simbolos “+” e ““~” representam, respectivamente, as cepas que cresceram € as que ndo cresceram.

4.3 Screening de fungos produtores de lipases por fermentacio submersa

A capacidade de secretar grandes quantidades de enzimas para o meio de cultivo
de alguns fungos filamentosos tem estimulado pesquisas para o desenvolvimento de
fermentacdo em larga escala, purificacdo enzimadtica e técnicas de biologia molecular
(Agger et al., 2002; Peixoto, 2004; Trevisan, 2004).

Com o objetivo de identificar espécies de fungos com boa producao de lipases, foi

feito o cultivo em FSm, com meio Vogel (Vogel, 1964) suplementado com 6leo de oliva
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1%. Os meios de cultivo permaneceram 96 horas em agitacdo a 100 rpm e a temperatura
de 30 ou 40°C dependendo do fungo e da temperatura de isolamento. O filtrado e o
extrato bruto micelial foram submetidos a ensaios enziméticos para determinar a atividade
lipolitica. Esse tipo de screening estima quantitativamente a produgao de lipases, usando
para ensaio enzimdtico o substrato sintético p-nitrofenilpalmitato como revisto por Gupta
et al. (2003).

Para esse experimento foram utilizadas as cepas que cresceram em ambas as
placas e as que cresceram somente em Oleo de oliva do experimento anterior e outras
espécies mantidas no cepdrio de nosso laboratério. Foram usadas nessa selecdo as
seguintes espécies: Aspergillus japonicus, Aspergillus niger, Aspergillus niveus,
Beauveria brongniartii, Humicola grisea var. thermoidea, Penicillium purpurogenum e
Trichoderma harzianum, e as cepas pré-selecionadas USP 01, USP 02, USP 03, USP 04,
USP 05, USP 06, USP 07, USP 08, USP 10, USP 11, USP 12, USP 14, USP 17, USP 18,
USP 19, USP 20, USP 21, USP 22, USP 23, USP 24, USP 27, USP 28, USP 29, USP 30,
USP 31 e USP 35. Os fungos Aspergillus niveus, Humicola grisea var. thermoidea, USP
27, USP 28, USP 29, USP 30, USP 31 e USP 35 foram incubados a 40°C, os demais
microrganismos foram incubados a 30°C, caracteristico de mesofilos.

Observando a Figura 13, que ilustra a quantificacdo da proteina total (mg), é
possivel notar que a cepa USP 19 obteve o maior producdo de proteinas, enquanto que
USP 35 obteve o menor crescimento dentre as cepas testadas.

Quanto a atividade lipolitica total (Tabela 10) é possivel observar 8 cepas com
atividade lipolitica interessante. Destas uma se destaca, a que foi posteriormente
identificada como Beauveria brongniartii, por uma somatdria de atividade total (atividade
intracelular mais a atividade extracelular) de 70,75U. Este microrganismo foi escolhido

para a continuidade dos estudos.
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Figura 13. Proteina total (mg) das cepas utilizadas para screening de fungos produtores de lipases. Os

fungos foram inoculados em meio Vogel, suplementado com 6leo de oliva 1%, e incubados por 96h, a

30° ou 40°C, 100 rpm.
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Tabela 10. Atividade lipolitica intracelular e extracelular dos fungos submetidos a screening.

Atividade Intracelular Atividade extracelular

Fungo (U total) (U total) > da Atividade
USP 01 ND 0,01 £ 0,002 0,01
USP 02 0,75 £ 0,02 0,33 £ 0,04 1,08
USP 03 ND 0,01 0,002 0,01
USP 04 ND 0,01 0,004 0,01
USP 05 0,32 £ 0,06 0,20 £ 0,02 0,52
USP 06 ND ND -
USP 07 ND ND -
USP 08 ND 0,27 £ 0,022 0,27
USP 10 ND 0,040 + 0,006 0,04
USP 11 2,04 + 0,008 0,02 + 0,004 2,06
USP 12 0,19+0,012 0,69 + 0,008 0,88
USP 14 ND ND -
USP 17 0,10 £ 0,004 0,20 £ 0,022 0,30
USP 18 0,32 £ 0,084 0,22 +£ 0,008 0,54
USP 19 23,63 + 0,084 0,49 £ 0,068 24,12
USP 20 12,81 £ 0,146 0,14 + 0,006 12,95
USP 21 ND ND -
USP 22 22,61 £0,18 9,00 = 0,064 31,61
USP 23 0,45 £ 0,012 0,97 £ 0,04 1,42
USP 24 ND ND -
USP 27 0,16 £ 0,04 0,59 + 0,062 0,75
USP 28 542 +0,12 23,77 + 0,288 29,19
USP 29 5,94+0,16 0,47 £ 0,042 6,41
USP 30 6,30 £0,12 1,61 = 0,082 7,91
USP 31 0,16 £ 0,068 0,13 +£0,028 0,29
USP 35 ND 0,06 + 0,004 0,06

A. japonicus 11,42 £ 0,164 20,91 +£0,14 32,33

A. niger 9,61 +£0,12 20,35 £ 0,24 29,96

A. niveus 0,42 + 0,006 0,500,014 0,92

B. brongniartii 34,68 + 0,84 36,07 £ 0,62 70,75

H. grisea var. termoidea 11,07 £ 0,26 23,38 +0,42 34,45
P. purpurogenum 17,63 +£0,12 1,11 +0,12 18,74

T. harzianum ND 27,08 +£ 0,46 27,08

ND significa atividade lipolitica ndo detectada.
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4.4 Efeito da temperatura sobre o crescimento do fungo e sobre a producao de

lipases em FSm

A temperatura de crescimento dos fungos abrange uma larga faixa, havendo
espécies psicrofilas, mesofilas e termoéfilas (Carlile; Watkinson, 1994). Beauveria
brongniartii € uma espécie de fungo mesofilo, entretanto para saber a temperatura ideal
de crescimento deste microrganismo, foram realizados repiques em placas de Petri com
meio de aveia. As placas foram incubadas em temperaturas de 25°, 30°, 35° e 40°C, por
120 horas. O fungo apresentou maior crescimento quando incubado a 25°C, entretanto,
apresentou crescimento considerdvel quando incubado a 30°C, mas praticamente nao

cresceu quando incubado a 40°C (Figura 14).
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Figura 14. Crescimento de B. brongniartii a 25°, 30° 35° e 40°C. Foi feito repique em placas de Petri
contendo meio de aveia. O fungo foi incubado por 120 h.

Foi realizado também um estudo sobre o efeito da temperatura de crescimento
sobre a producdo de lipases em fermentagdo submersa. Para tanto, o fungo foi inoculado
em meio Vogel (Vogel, 1964) suplementado com 6leo de oliva 1%, incubado por 96
horas, 100 rpm, nas temperaturas de 25°, 30°, 35° e 40°C.

Os resultados mostram que, em FSm, B. brongniartii apresentou maior producao
protéica quando incubado a 25° e 30°C, o que se pode perceber pelos resultados de
proteinas totais (Figura 15.A). Quanto a producdo lipolitica (Figura 15.B), esta foi

semelhante nos cultivos a 25° e 30°C, para ambos os extratos brutos, intra e extracelulares.
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Quando crescido a 35°C, B. brongniartii secretou aproximadamente 50% das lipases
extracelulares detectadas nos cultivos a 30°C, e aproximadamente 25% das lipases
intracelulares. A 40°C ndo se observou producdo de lipases nas condi¢des determinadas
para o experimento.

Os delineamentos experimentais adotados a partir deste resultado para a producao
de lipases por B. brongniartii referem-se a temperatura de 30°C, refletindo os
procedimentos adotados anteriormente e similaridades de niveis enziméticos detectados a

25°C.
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Figura 15. Efeito da temperatura de incubagdo na producédo de proteinas (A) e na produgdo de lipases (B)
intra (cinza claro) e extracelulares (cinza escuro) por B. brongniartii. O fungo foi inoculado em meio
Vogel suplementado com 6leo de oliva 1% e incubado por 96 h, a 100 rpm, nas temperaturas de 25°, 30°,
35° e 40°C.

51



Resultados

4.5 Influéncia de fatores nutricionais e fisico-quimicos na producao e secrecio de

lipases de B. brongniartii incubado em FSm

Processos industriais necessitam de grandes quantidades da enzima de interesse,
que devem também atuar com um méximo de atividade. Vérios fatores influenciam na
producdo e secrecdo de enzimas pelo fungo, como a composi¢ao do meio em que ele

cresce, a fonte de carbono, a fonte de nitrogénio e as condicdes de cultivo.
4.5.1 Definicao do meio de cultura para FSm

Com o intuito de determinar a melhor composicio do meio de cultura de
crescimento, foram preparados cinco meios de cultura: meio Adams (Adams, 1990),
Khanna (Khanna; Sundaro; Kumar, 1995), M5 (Peralta; Terenzi; Jorge, 1990), Vogel
(Vogel, 1964) e SR (Rizzatti et al., 2001). Esses meios variam na composi¢ao de fons e
no tipo e concentragdo da fonte de nitrogénio. Os meios de cultura, suplementados com
6leo de oliva 1%, foram mantidos por 96 horas em agitacdo orbital de 100 rpm e a
temperatura de 30°C.

A Figura 16 ilustra os resultados obtidos. Observa-se que B. brongniartii se
desenvolveu melhor no meio de cultivo Vogel e M5 (Figura 16.A). Sobre a atividade
lipolitica, os meios de cultura SR e Khanna favoreceram a atividade lipolitica intracelular,
sem nenhuma diferencga estatisticamente significativa. Enquanto que, o meio de cultivo
Khanna favoreceu a secrecdo de lipases, comparado a todos os meios de cultura utilizados
(Figura 16.B).

Analisando esses resultados estipulou-se o meio de cultura Khanna, como meio

para cultivo em fermentagao submersa para a realizagao dos préximos experimentos.
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Figura 16. Determinagdo do meio de cultura para cultivo do fungo B. brongniartii. (A) Proteinas totais
(mg); (B) Atividade lipolitica (%) intra (cinza claro) e extracelulares (cinza escuro). O fungo foi

cultivado em meios Adams, Khanna, Vogel, M5 e SR, suplementado com 6leo de oliva 1%, por 96 h, a
30°C, 100 rpm. Foi considerado como 100% de atividade o extrato com maior atividade lipolitica.
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4.5.2 Producio de lipases em FSm em funcio do tempo e das condicoes fisicas de

cultivo

Nessa fase decidiu-se investigar a producdo e secrecao de lipases por B.
brongniartii em relacido ao tempo e as condi¢des fisicas de cultivo, uma vez que o tempo
de incubacdo de um microrganismo e o estado de aeracdo do meio possui uma elevada
influéncia na producio de enzimas. A incubacio por um curto periodo pode ndo resultar
na producdo maxima da enzima de interesse. Da mesma forma, cultivos por um longo
periodo podem levar ao esgotamento dos nutrientes, levando a um declinio da producao
enzimdtica (Pelczar; Chan; Krieg, 1996) além da morte celular. Na literatura, a maioria
dos fungos que produz lipases € cultivada sob agitacdo (Ginalska; Bancerz; Kowalska-
Kornillowicz, 2004; Bancerz et al., 2005) dada a natureza da enzima.

Para a realizacdo desse experimento o fungo foi inoculado em meio Khanna
suplementado com o6leo de oliva 1%. Parte das culturas foi incubada em condigdes
estéticas em estufa bacterioldgica a 30°C e parte em incubadora com agitagao (100 rpm) a
30°C. Foram retiradas culturas em crescimento a cada 24 horas de incubagao, por 10 dias,
totalizando 240 horas. O filtrado das culturas e os sobrenadantes miceliais foram
submetidos a ensaios enziméticos conforme padronizado.

O fungo B. brongniartii obteve maior producdo de proteinas (Figura 17.A)
quando cultivado sob agita¢do durante todo o periodo de incubacdo. A produ¢do maxima
de proteina se deu com 144 horas de crescimento. Em crescimento estdtico, a maior
producdo de proteinas se deu com 168 horas de incubacio.

Quanto a producdo de lipases (Figura 17.B) observa-se que o fungo teve maior
secrecao de lipases com 72 horas de incubacdo, sob agitacdo. Enquanto que a atividade
intracelular foi maior com 96 e 120 horas de incubacdo, também sob agitacdo. Entretanto,
com 72 horas de incubacdo, sob agitacdo, a atividade intracelular também foi
considerdvel, comparado aos tempos de 96 e 120 horas. A maior secrecao de lipases em
cultivo estdtico ocorreu com 120 horas, mas representou cerca de 50% da secrecio
maxima em cultivo agitado. O tempo de incubacdo de 72 horas, em condicao de agitacio

orbital de 100 rpm, foi padronizado para os proximos experimentos.
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Figura 17. Proteina total (A) e atividade lipolitica (B) em funcdo do tempo de crescimento em horas e da
condi¢d@o de cultivo. O fungo B. brongniartii foi inoculado em meio Khanna suplementado com 6leo de
oliva 1%, e incubado por até 10 dias, a 30°C, em condicdo estatica ou agitado orbitalmente a 100 rpm.
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4.5.3 Efeito da fonte de nitrogénio sobre o crescimento de B. brongniartii e sobre a

producao de lipases em FSm

A fonte de nitrogénio, assim como a fonte de carbono, influenciam tanto no
crescimento como na producdo enzimdtica. Com a finalidade de determinar a melhor
fonte de nitrogé€nio para a producdo de lipases, testou-se a suplementacdo do meio de
cultivo com diferentes fontes organicas e inorganicas de nitrogénio.

Para a realizagdo desse experimento o fungo foi inoculado em meio Khanna
suplementado com 6leo de oliva 1%. O extrato de levedura que compde originalmente o
meio foi substituido por peptona, nitrato de potdssio, nitrato de amonio, sulfato de
amonio, acetato de amdnio ou cloreto de amonio, na concentracao de 0,1%, conforme a
composi¢do original do meio. O meio com extrato de levedura foi usado como controle.
As culturas foram incubadas a 30° C e 100 rpm por 72 horas.

Os resultados obtidos (Figura 18) demonstram que B. brongniartii produziu
maior concentragdo de proteinas intracelulares (Figura 18.A) com as fontes de nitrogénio
organicas, extrato de levedura, peptona e acetato de amodnio, sem diferencas
estatisticamente significativas. Resultado semelhante foi obtido para a produgao de lipases
(Figura 18.B). O fungo teve uma producdo intracelular desta enzima ligeiramente maior
em meio contendo acetato de amodnio, comparado as outras duas fontes organicas de
nitrogénio. Entretanto, a maior producdo de lipases extracelular se deu em meio
suplementado com peptona, cuja atividade foi aproximadamente 5% maior que o controle
(extrato de levedura). Apesar de essa diferenca ndo ser muito grande optou-se por

substituir a fonte de nitrogénio original do meio por peptona.
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Figura 18. Efeito da fonte de nitrogénio na producdo de proteinas (A) e de lipases (B) por B.
brongniartii. O fungo foi inoculado em meio Khanna suplementado com 6leo de oliva 1% e 0,1% de

fonte de nitrogénio.
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4.5.4 Efeito de fontes de carbono indutoras da producao de lipases produzidas por

FSm

z

A fonte de carbono é um componente do meio de cultura que tem grande
influéncia na producio enzimaética, pois € ela que induz ou inibe a producdo e secrecdo de
determinadas enzimas. A fonte de lipidios influencia tanto no crescimento do
microrganismo como na inducdo da producdo de lipases. Oleos de origens diferentes
apresentam composi¢des distintas de lipidios. Objetivando testar a influéncia de
diferentes 6leos como fonte de carbono e indutor da producdo de lipases pelo fungo
estudado, realizou-se um experimento utilizando doze 6leos de origens diferentes nos
meios de cultura.

Foram utilizados dleos de oliva (Olea europaea L.), mamona (Ricinus communis
L.), pequi (Caryocar brasiliense Camb.), canola (Brassica napus L.), nim (Azadirachta
indica A. Juss.), mineral, dendé (Elaeis guineensis Jacq.), soja (Glycine max (L.) Merr.),
macauiba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood.), milho (Zea mays L.) girassol (Helianthus
annuus L.) e gergelim (Sesamum indicum L.). Os meios de cultura foram preparados
como citado em Material e Métodos e foram complementados com 1% de cada um dos
doze tipos de 6leos. As culturas foram incubadas a 30°C, 100 rpm.

Comparando com os resultados obtidos quando incubado em meio suplementado
com 6leo de oliva (controle) (Figura 19) observa-se que o fungo B. brongniartii teve
maior producio de proteinas (Figura 19.A) em meio contendo 6leo de pequi, dendé, nim,
girassol, mamona, gergelim e soja. Observando-se a atividade lipolitica (Figura 19.B)
percebe-se que a atividade intracelular foi maior que o controle na maioria dos meios,
exceto naquele complementado com 6leo mineral 1%. Quanto a atividade extracelular
(Figura 19.B), ela foi maior que o controle apenas quando cultivado em meio contendo
6leo de canola 1%. Para os proximos experimentos padronizou-se o uso de 6leo de canola

como fonte de carbono indutora da producao de lipases.
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Figura 19. Efeito de diferentes fontes de carbono sobre a producdo de lipases pelo fungo B. brongniartii
em FSm. (A) Proteina total (mg) e (B) Atividade total (U) em fungdo do tipo de 6leo usado para
suplementar o meio de cultivo.

4.5.5 Adicao de D-glucose 0,5% associada a diferentes fontes de carbono indutoras

da producio de lipase em FSm

Outras fontes de carbono, como carboidratos, podem ser adicionadas ao meio de
cultura para induzir maior crescimento do microrganismo. A D-glucose € uma fonte de

energia facilmente assimildvel pelos microrganismos. A adicdo desse acticar ao meio de
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cultivo associada a um 6leo objetiva aumentar a massa micelial e com isso melhorar a
producdo de lipases.

Com a finalidade de confirmar essa hipétese realizou-se um experimento em que
foi adicionado D-glucose 0,5% e um 6leo 1,0% aos meios de cultura liquidos. Com base
no experimento anterior foram selecionados diferentes tipos de 6leos vegetais: 6leo de
canola, dendé, oliva e pequi. O controle desse experimento foi realizado em meio de
cultura suplementado apenas com 6leo de canola 1%.

O fungo foi incubado por 144 horas, a 30°C e 100 rpm. Foram retiradas aliquotas
de 2 mL do meio de cultura a cada 24 horas, com a finalidade de observar em qual tempo
de cultivo ter-se-ia a melhor producdo e secrecdo de lipases nessas condigdes. As
aliquotas foram utilizadas para dosar a atividade lipolitica extracelular dos fungos e
proteinas.

Como resultado (Figura 20) observou-se que houve nitido aumento da atividade
especifica quando o meio de cultura foi suplementado com D-glucose 0,5%, comparado
com o controle, o que confirma a hipdtese de que o aumento da massa micelial leva ao
aumento da producgdo de lipases. O fungo B. brongniartii teve maior atividade lipolitica
com 72 horas, em meio de cultura suplementado com D-glucose 0,5% e 6leo de canola

1% em comparagdo aos outros 6leos.
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Figura 20. Efeito da adicdo de D-glucose 0,5% ao meio de cultura, suplementado com diferentes fontes
de carbono, sobre a producdo de lipases de B. brongniartii. Atividade especifica extracelular em funcio
do tempo de cultivo (horas). O meio controle foi suplementado apenas com 6leo de canola 1% como
fonte de carbono.
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4.5.6 Avaliacao do efeito da concentracio de 6leo de canola, D-glucose e peptona

sobre a producio de lipases em FSm através de planejamento fatorial

Varidveis independentes e continuas podem ser estudadas em conjunto através de
planejamento fatorial. Experimentos delineados em esquemas fatoriais envolvem
combinagdes entre os niveis de dois ou mais fatores (Rodrigues; lemma, 2005). Para
testar a influéncia das varidveis 6leo de canola (CO), D-glucose (CG) e peptona (CP) na
sintese de lipases pelo fungo Beauveria brongniartii, em fermentacdo submersa, optou-se
por um planejamento fatorial de dois niveis, composto por quatro pontos centrais (0) e
dois pontos externos (o), em um total de 18 experimentos.

O fungo foi inoculado em meio Khanna, com as variacdes no meio de cultura
descritas em Material e Métodos. As culturas foram incubadas a 30°C, 100 rpm por 72
horas. Os meios foram filtrados e o extrato bruto extracelular foi usado para dosagem
enzimadtica.

Os resultados experimentais foram avaliados através de uma andlise de regressao
em decorréncias de uma equagao (Equacao 1Equacdo 1) de producdo de lipase (U/mL)

em funcdo da concentracdo de 6leo de canola (CO), de D-glucose (CG) e de peptona (CP).

Lipase (U/mL) = 10,54 + 2,10.CO — 2,85.CG — 2,07.(CG)* - 2,04(CP )
Equacio 1

O valor de R e R” para a equacio é de 0,9203 e 0,847 respectivamente. O teste F
mostrou uma significancia de p < 0,05, o que indica que o modelo utilizado reflete em
uma relacdo entre os componentes do meio de cultivo na produgdo de lipase.

O resultado da producdo de lipase estd representado na Tabela 11 indicando a
média e o desvio padrao da atividade enzimadtica obtida através do planejamento realizado
em duplicata. Verifica-se que a maior producgdo de lipase € destacada no experimento 10,
em torno de 17 U/mL.

O valor de p € uma ferramenta que avalia a significancia e contribui¢do de cada
parametro do modelo equacional estatistico e, a interacdo entre as varidveis € indicada
através desses coeficientes os quais estdo indicados na Tabela 12. Os valores encontrados
na Tabela 12 sugerem que o efeito do dleo de canola € positivo e significante a cerca de
0,02 para a producgdo de lipase, gerando um aumento na producio enzimadtica. Enquanto
que o efeito da D-glucose foi negativo e significante a 0,004, levando a perda na produgao

enzimdtica. E possivel observar também um efeito quadratico da concentracdo de glicose
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e da concentragdo de peptona. O resultado da ANOVA, assim como o teste Feyjcylado €

Fiabelado €stdo apresentados na Tabela 13, e demosntra que o modelo é preditivo e

estatisticamente valido, pois Feaculado apresenta-se maior que o Fipelado-

Tabela 11. Atividade lipolitica total produzida pelos extratos brutos extracelulares de B. brongniartii

cultivado em FSm através do DCCR.

CcoO CG CP
Experimento Atividade (U/mL)
(% vIv) (% m/v) (% m/v)
1 -1 (D) -1(0,25) -1 (0,05) 3,79 0,17
2 -1(1) -1(0,25) +1 (0,15) 5,96 £0,31
3 -1 (D) +1(0,75) -1 (0,05) 0,30 +0,12
4 -1(1) +1 (0,75) +1 (0,15) 3,04 £0,49
5 +1(3) -1(0,25) -1 (0,05) 9,87 £0,59
6 +1(3) -1(0,25) +1(0,15) 11,93 £0,41
7 +1(3) +1 (0,75) -1 (0,05) 3,03 £0,03
8 +1(3) +1(0,75) +1(0,15) 0,70 0,07
9 -1,68 (0,32) 0(0,5) 0(0,1) 7,03 £0,67
10 +1,68 (3,68) 0(0,5) 0(0,1) 16,72 £0,12
11 0(2) -1,68 (0,08) 0(0,1) 10,92 +0,97
12 0(2) +1,68 (0,92) 0(0,1) 2,35 £0,08
13 0(2) 0(0,5) -1,68 (0,016) 3,45 £0,17
14 0(2) 0(0,5) +1,68 (0,184) 9,99 0,26
15 0(2) 0(0,5) 0(0,1) 10,15 +0,20
16 0(2) 0(0,5) 0(0,1) 10,03 +0,02
17 02 0(0,5) 0(0,1) 10,18 0,57
18 0(2) 0(0,5) 0(0,1) 11,13 0,75

Resultados

Os simbolos CO, CG e CP representam, respectivamente, as varidveis concentragdo de 6leo de canola, de

D-glucose e de peptona.
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Tabela 12. Coeficientes de regressdo para a produgio de lipase em FSm.

Limite de Limite de
Coeficiente  Erro Padrao t p confiaca - confiaca
95% +95%
Intercepto 10,54 1,31 8,05 0,000042 7,52164 13,55852
CO (L) 2,10 0,71 2,97 0,018 0,46822 3,74016
CO (Q) -0,22 0,74 -0,30 0,77 -1,91858 1,48119
CG (L) -2,85 0,71 -4,01 0,004 -4,48384 -1,21190
CG (Q) -2,07 0,74 -2,81 0,023 -3,77120 -0,37143
CP (L) 1,15 0,71 1,61 0,15 -0,49084 2,78110
CP (Q) -2,04 0,74 -2,77 0,023 -3,74115 -0,34137
COx CG -1,46 0,93 -1,57 0,15 -3,59500 0,68000
COx CP -0,65 0,93 -0,70 0,5 -2,78500 1,49000
CGx CP -0,48 0,93 -0,52 0,62 -2,61500 1,66000

Tabela obtida através do software Statistica 8.0.
Em negrito estdo os valores estatisticamente significativos a 95%.

Tabela 13. ANOVA para a produ¢io de lipases em FSm.

Soma dos Graus de  Quadrado F F
Quadrados  Liberdade Médio caleulado tabelado

Fonte de variacdo

Regressao 303,08 p-1 (9 33,68 4,9 3,18
Residuo 54,99 n-p (9) 6,87
Total 358,07 n-1(17)

Tabela obtida através do software Statistica 8.0.

Os grificos de superficie de resposta estdo representados na Figura 21 e
demonstram que a variagdo da concentracdo de Oleo de canola foi positivamente
significativa, uma vez que quanto maior € sua concentracdo uma maior atividade
enzimatica é obtida. Em contraste, a variacao da concentracdo de D-glucose e de peptona
foi negativamente significativa, visto que quanto menor a concentracdo desses dois
compostos maior a atividade lipolitica.

Considerando todos os resultados, partindo da equagdo obtida como parametro
principal e visando aumentar a produtividade, o novo meio de cultivo utilizado serd
chamado de Khanna modificado e composto por 3,5% de 6leo de canola, 0,25% de D-

glucose e 0,05% de peptona.
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Figura 21. Superficie de resposta para o planejamento fatorial para FSm delineado para as varidveis 6leo

de canola, D-glucose e peptona. (A) Atividade (U/mL) x canola x D-glucose; (B) Atividade (U/mL) x
canola x peptona; (C) Atividade (U/mL) x D-glucose x peptona.
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4.6 Influéncia de fatores nutricionais na producio e secrecao de lipases de B.

brongniartii incubado em FES

A FES € um processo de fermentacdo que ocorre na auséncia de dgua livre entre
as particulas do substrato (Pandey; Soccol; Mitchell, 2000; Pandey, 2002; Rodriguez
Couto; Sanromdn, 2005; Holker; Lenz, 2005). Esse tipo de fermentacdo € simples, de
baixo custo, geralmente de alta produtividade, e requer menos espaco e energia (Mitchell

et al., 2000; Pandey; Soccol; Mitchell, 2000).

4.6.1 Variacao do substrato para a producao de lipases em FES

Com o objetivo de estudar a FES para a producdo de lipases pelo fungo B.
brongniartii foram utilizados como substratos residuos agroindustriais e substratos
comerciais umedecidos com &4gua deionizada. Os residuos agroindustriais utilizados
foram farelo de trigo (Triticum sp.), fibra de trigo, torta de pinhdao manso (Jatropha
Curcas), pinhdo manso triturado, torta de tucuma (Astrocaryum aculeatum), farinha de
centeio (Secale cereale), milho moido (Zea sp.), palha de milho, bagaco de cana-de-
acucar (Saccharum sp.), farinha de mandioca (Manihot esculenta), soja moida (Glycine
max) e amendoim moido (Arachis hypogaea). As culturas foram incubadas a 30° C, por
96 horas, com umidade relativa de 80%.

Os resultados (Figura 22) demonstram que o melhor substrato para a produgao de
lipases foi farelo de trigo, o que € evidenciado pelo valor de atividade (U/mL) (Figura
22.A) e de atividade por grama de substrato (Figura 22.B), que é 62% maior do que o

segundo substrato com o qual se obteve maior atividade, a palha de milho.
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Figura 22. Efeito de diferentes substratos sobre a produgio de lipases em FES pelo fungo B. brongniartii.
(A) Atividade (U/mL) e (B) Atividade (U)/g de substrato. O fungo foi inoculado em diferentes
substratos, na propor¢do 1:2 com 4gua deionizada. 1 — Farelo de trigo; 2 — Fibra de trigo; 3 — Torta de
pinhdo manso; 4 — Pinhdo manso triturado; 5 — Torta de tucuma; 6 — Farinha de centeio; 7 — Milho moido;
8 — Palha de milho; 9 — Bagaco de cana; 10 — Farinha de mandioca; 11 — Soja moida; 12 — Amendoim
moido.
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4.6.2 Producio de lipases em FES em funcio do tempo de cultivo

A FES tem grande potencial para a producdo de enzimas e pode ter especial
interesse para aqueles processos onde o extrato bruto pode ser usado (Pandey et al.,
1999). Com o objetivo de identificar o melhor tempo de cultivo em FES para a producao
de lipases por B. brongniartii, o fungo foi inoculado em 2g de farelo de trigo umedecido
com 4 mL de 4gua deionizada e incubado a 30°C, com 80% de umidade. O meio foi
previamente esterilizado em autoclave. As culturas foram retiradas a cada 24 horas, por
10 dias.

Os resultados (Figura 23) demonstram que a maior produgdo de lipases se deu
apods 168 horas de crescimento, sendo a atividade nesse tempo de 11U/mL, ou 165 U/g de
substrato. O tempo de cultivo de 168 horas foi padronizado para os proximos

experimentos.

14 T T T T T T T T T T
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0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo de cultivo (horas)

Figura 23. Efeito do tempo de cultivo na producdo de lipases em FES pelo fungo B. brongniartii. O
fungo foi inoculado em farelo de trigo e incubado por até 240 horas, a 30°C e 80% de umidade.
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4.6.3 Efeito de diferentes solucoes salinas na producao de lipases em FES

A adicdo de sais no meio de cultura utilizado para FES pode interferir tanto no
crescimento do microrganismo quanto na producdo de lipases. Com o objetivo de avaliar
esse efeito, foram preparados meios de cultura com 2g de farelo de trigo e 4 mL de dgua
deionizada, 4gua de torneira, sais de Adams (item 3.5.1), solu¢@o de sais de Khanna (item
3.5.2.1) ou solugdo de sais SR (item 3.5.5.1). O fungo foi inoculado nos meios
esterilizados e incubados a 30°C, 80% de umidade, por 168 horas.

Os resultados (Figura 24) demonstram que a atividade enzimatica foi semelhante
na maioria dos meios de cultura, com exce¢cdo do meio umedecido com solucio de sais de
Vogel. Com isso, foi mantida a 4gua deionizada como meio para umedecer a FES para a

producdo de lipases de B. brongniartii.
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Figura 24. Efeito da solugdo utilizada para umedecer o meio para FES sobre a produg@o de lipases por B.
brongniartii. O fungo foi inoculado em farelo de trigo umedecido com 4gua deionizada, d4gua de torneira,
sais de Adams, solucdo de sais de Khanna, solucio de sais SR ou solucdo de sais de Vogel, e incubado
por 168 horas, a 30°C e 80% de umidade.

4.6.4 Efeito da adicdo de fontes extras de nitrogénio na producao enzimatica em

FES

A adicao de fontes extras de nitrogénio em FES pode influenciar a produgao

enzimdtica do microrganismo. Com a finalidade de determinar essa influéncia foi testada
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a suplementagcdo do meio de cultivo em estado s6lido com diferentes fontes organicas e
inorganicas de nitrogénio.

Para a realizacdo desse experimento o fungo foi inoculado em meios de cultura
com 2g de farelo de trigo e 4 mL de 4gua deionizada adicionada de 0,5% de uma das
seguintes fontes de nitrogénio: extrato de levedura, peptona, nitrato de potdssio, acetato de
amonio, cloreto de amoOnio, nitrato de amoénio ou sulfato de amodnio. O controle foi
realizado com um meio sem a adi¢cdo de fonte de nitrogénio. As culturas foram incubadas
a 30° C, 80% de umidade, por 168 horas.

Os resultados obtidos (Figura 25) demonstram que para B. brongniartii, cultivado
em farelo de trigo nas condi¢des determinadas, a adi¢cdo de fontes de nitrogénio nao
aumentou a producdo de lipases, ao contrario, observa-se uma diminuicao de cerca de
15% da producgdo dessa enzima quando adicionado extrato de levedura, peptona e nitrato
de potéssio; e uma inibi¢do da producio de lipase e do crescimento do fungo (visualmente
- dado ndao mostrado) quando adicionado acetato de amodnio ao meio de cultivo. Dessa
forma, ndo se adicionou fontes extras de nitrogé€nios ao meio de cultivo sélido nos

experimentos posteriores.
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Extrato de levedura

=
Peptona - ;_|_< _
}_|_<
=

CH3COONH4 -]

KNO3

NH4CI

Fonte de nitrogénio

NH4NO3 ,_|_< 4

(NH4)2S04 - } -

Atividade (U/mL)

Figura 25. Efeito da adicdo de fontes de nitrogénio em FES sobre a producdo de lipases por B.
brongniartii. O fungo foi inoculado em farelo de trigo umedecido com dgua deionizada adicionada de
0,5% de extrato de levedura, peptona, nitrato de potéssio, acetato de amonio, cloreto de amonio, nitrato de
amdnio ou sulfato de amdnio, e incubado por 168 horas, a 30°C e 80% de umidade.
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4.6.5 Efeito de fontes de carbono indutoras da producao de lipases produzidas por

FES

A adi¢do de 6leo ao meio de cultivo pode induzir a producdo de lipase em FES.
Com o objetivo de testar o efeito de diferentes 6leos na producdo de lipases em FES,
realizou-se um experimento utilizando doze 6leos de origens diferentes nos meios de
cultura.

Foram utilizados 6leos de oliva, mamona, pequi, canola, nim, mineral, dendg,
soja, macauba, milho, girassol e gergelim. Os meios de cultura foram preparados com 2g
de farelo de trigo e 4 mL de dgua deionizada e complementados com 10% (v/m) de cada
um dos doze tipos de 6leos. As culturas foram incubadas a 30°C, 80% de umidade, por
168 horas.

Comparando com os resultados obtidos ao meio incubado sem a adi¢do de 6leo
(controle) (Figura 26) observa-se que o fungo B. brongniartii teve cerca de 10% de
aumento na producio de lipases quando o meio foi suplementado com 6leo de gergelim e
cerca de 70% de aumento quando suplementado com 6leo nim. O 6leo de nim foi entdo

padronizado como indutor para a produ¢do de lipases por FES.

Controle — —HH -
Oliva = -
Mamona — | E
Pequi th -
Canola - 1 -
Nim - —— 4
Mineral - HH -
Dende - HH -
Soja HH -
Macauba - HH E
Milho - HH -
Girassol - ] E

Gergelim S i .

0 2 4 6 8 10 12 14

Atividade (U/mL)
Figura 26. Efeito da adi¢do de 6leos em FES sobre a producdo de lipases por B. brongniartii. O fungo foi
inoculado em meio contendo 2g de farelo de trigo umedecido com 4 mL de &4gua deionizada,

suplementado com 5% (v/v) de 6leo de diferentes origens. As culturas foram incubadas por 168 horas, a
30°C e 80% de umidade.
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4.6.6 Avaliacao do efeito da proporcao de farelo de trigo, agua e 6leo de nim sobre

a producio de lipases em FES através de planejamento fatorial

Foi realizada uma andlise de regressao para testar a influéncia das varidveis farelo
de trigo (FT), 4gua (A) e 6leo nim (ON) na sintese de lipases pelo fungo Beauveria
brongniartii, em fermentacdo estado sdlido. Para tanto, optou-se por um planejamento
fatorial de dois niveis, composto por quatro pontos centrais (0) e dois pontos externos (a.),
em um total de 18 experimentos.

O fungo foi inoculado nos variados meios de cultivo e incubados a 30°C, 80% de
umidade, por 168 horas. Os meios foram filtrados e o extrato bruto foi usado para
dosagem enzimadtica.

Os resultados experimentais foram avaliados através de uma andlise de regressao
em decorréncias de uma equacdo (Equacao 2) de produgdo de lipase (U/mL) em funcdo
da quantidade de farelo de trigo em gramas (FT) e de 4gua em mililitro (A).

Lipase (U/mL) = 12,66 — 4,47.(FT)* + 4,52.A
Equacao 2

O valor de R e R? para a equacdo € de 0,903 e 0,815, respectivamente. Na andlise
de variancia, ANOVA, o teste F mostrou uma boa performance, com significancia de p <
0,05, o que indica que o modelo utilizado reflete em uma relacio entre os componentes do
meio de cultivo na producao de lipase.

O resultado da producdo de lipase estd representado na (Tabela 14) indicando a
média e o desvio padrdo da atividade enzimética obtida através do planejamento realizado
em duplicata. Verifica-se que a maior producgado de lipase é destacada no experimento 12,
em torno de 26 U/mL.

O valor de p de cada pardmetro estd indicado na Tabela 15. Os valores
encontrados nessa tabela sugerem que efeito quadratico do farelo de trigo € negativo, com
significancia de 0,007, e que o efeito linear da dgua € positivo, com significancia de
0,005. Esse resultado sugere a importancia da umidificagdo do meio para o
desenvolvimento do fungo e a producao de lipase. O resultado da ANOVA, assim como o
teste Fearculado € 0 valor de Fipelado €stdo apresentados na Tabela 16, e demonstra que o

modelo € preditivo e estatisticamente vélido, pois Fcacutado f01 maior que o Fipelado-
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Tabela 14. Atividade lipolitica total produzida pelos extratos brutos de B. brongniartii através de
planejamento fatorial para producdo em FES

Experimento FT (2) A (mL) ON (mL) Atividade (U/mL)
1 102 1(4) -1(0,2) 8,16 0,22
2 12 -1(4) +1(0,6) 2,98 0,17
3 1(2) +1(8) -1(0,2) 13,34 20,32
4 12 +1(8) +1(0,6) 5,60 0,07
5 +1(6) 1(4) -1(0,2) 0,07 0,00
6 +1(6) 1(4) +1(0,6) 0,14 0,01
7 +1 (6) +1(8) -1(0,2) 7,46 0,03
8 +1(6) +1(8) +1 (0.,6) 1,66 0,06
9 -1,68 (0,64) 0 (6) 0 (0.4) 3,13 0,06
10 +1,68 (7.36) 0 (6) 0 (0,4) 0,45 £0,02
11 0 (4) -1,68 (2,64) 0(0.4) 0,25 +0,01
12 0 (4) +1,68 (9,36) 0 (0.4) 26,99 0,08
13 0(4) 0 (6) -1,68 (0,064) 13,49 0,59
14 0 (4) 0 (6) +1,68 (0,736) 5,23 +0,46
15 0(4) 0 (6) 0 (0,4) 12,68 0,08
16 0 (4) 0 (6) 0 (0.4) 12,40 £0,36
17 0 (4) 0 (6) 0 (0,4) 12,11 20,22
18 0(4) 0 (6) 0(0,4) 12,86 0,27

Os simbolos FT, A e ON representam, respectivamente, as variaveis farelo de trigo, 4gua e 6leo nim.
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Tabela 15. Coeficientes de regressio para a produgdo de lipase em FES.

Limite de Limite de

Coeficiente Erro Padrao t p confiaga - confiaca
95% +95%

Intercepto 12,66 2,21 5,74 0,00 7,5742 17,7539
FT (L) -1,85 1,20 -1,55 0,16 -4,6109 0,9095
FT (Q) -4,47 1,25 -3,59 0,007 -7,3363 -1,5943
A (L) 4,52 1,20 3,77 0,005 1,7563 7,2767
A Q) -0,27 1,25 -0,22 0,83 -3,1437 2,5983
ON (L) -2,38 1,20 -1,99 0,08 -5,1447 0,3756
ON (Q) -1,78 1,25 -1,43 0,19 -4,6535 1,0885
FTx A 0,14 1,56 0,09 0,93 -3,4670 3,7425
FT x ON 0,90 1,56 0,58 0,58 -2,7058 4,5037
A x ON -1,05 1,56 -0,67 0,52 -4,6579 2,5517

Tabela obtida através do software Statistica 8.0
Em negrito estéio os valores estatisticamente significativos a 95%

Tabela 16. ANOVA para a produgdo de lipases por FES.

Soma dos Graus de  Quadrado F F
Quadrados  Liberdade @ Médio calculado tabelado

Fonte de variacdo

Regressdo 687,98 p-1 9 76,44 3,9 3,18
Residuo 156,39 n-p (9) 19,55
Total 844,38 n-1(17)

Tabela obtida através do software Statistica 8.0

Os grificos de superficie de resposta estdo representados na Figura 27 e
demonstram que a variacdo da concentracao de dgua foi positivamente significativa, uma
vez que quanto maior é sua quantidade maior a atividade enzimdtica obtida. E possivel
verificar também, que a maior producao enzimatica se da com quantidades intermedidrias
de farelo de trigo e com quantidades de intermedidrias a pequenas de 6leo nim.

Considerando todos os resultados, partindo da equagdo obtida como parametro
principal e visando aumentar a produtividade, o novo meio de cultivo utilizado serd

composto por 4g de farelo de trigo, 9 mL de dgua deionizada e 0,4 mL de 6leo nim.
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Figura 27. Superficie de resposta para o planejamento fatorial para FES delineado para as varidveis

farelo de trigo, dgua e 6leo nim. (A) Atividade (U) x farelo de trigo x dgua; (B) Atividade (U) x 6leo nim
x farelo de trigo; (C) Atividade (U) x dgua x 6leo nim.
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4.7 Comparaciao entre as producoes padronizadas dos meios de fermentacao FSm
e FES

Com a finalidade de selecionar um extrato bruto para estudos de purificacdo foi
realizado um experimento no qual o fungo B. brongniartii foi inoculado em cultura de
FSm e de FES nas condi¢des otimizadas. Os resultados das produ¢des enzimaticas estdo
indicados na Tabela 17.

Observa-se que a produgao total de lipase é maior quando o fungo foi cultivado
em FES, contudo, a quantidade de proteinas presentes nesse extrato é dez vezes maior
daquele presente no extrato bruto extracelular produzido por FSm. Essa grande
quantidade de proteinas se deve principalmente a presenca de proteinas soliveis do
substrato de crescimento (farelo de trigo), entretanto, como estd presente no extrato
enzimatico, tem que ser levada em considera¢do quando da escolha de um extrato para a
purificacdo. O extrato extracelular produzido por FSm apresenta uma atividade especifica
cerca de 9 vezes maior que aquela produzida por FES, por conseguinte, optou-se por

estudar a purificacdo do extrato bruto extracelular produzido por FSm pelo fungo B.

brongniartii.

Tabela 17. Comparacio entre os dois tipos de fermentacdes otimizadas para a producdo de lipases
Atividade Proteinas Atividade especifica

Fermentagdo Condicoes (U/mL) (mg/mL) (U/mg de proteinas)

Meio Khanna, OC 3,5%, G
FSm 0,25%, P 0,05%, 30°C, 17,8 £0,22 0,65 £ 0,02 27,37
100 rpm, 72 horas.

FT 4g, A9 mL, ON 0,4
FES mL, 30C, 80% umidade, 25,65 +0,26 6,606 + 0,3 3,88
168 horas.

OC: 6leo de canola; G: D-glucose; P: peptona; FT: farelo de trigo; A: 4gua e ON: 6leo nim.
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4.8 Caracterizacao bioquimica dos extratos brutos de Beauveria brongniartii

produzidos por FSm e por FES

A caracterizacdo enzimdtica também se mostra de extrema importancia, pois

através desta tém-se as melhores condicdes de atividade da enzima estudada.

4.8.1 Influéncia da temperatura na atividade das lipases produzidas por FSm e
FES

Com o objetivo de estudar o efeito da temperatura de reacdo para a atividade
lipolitica, os extratos brutos produzidos por FSm e FES foram submetidos a ensaios
enziméticos a temperaturas variadas — de 30 a 80°C.

Os trés extratos foram ativos em todas as temperaturas testadas. Os resultados
(Figura 28) demonstram que a maior atividade obtida para as lipases intracelulares
produzidas por FSm e as lipases produzidas por FES foi a 60°C, enquanto que para as
lipases extracelulares produzidas por FSm foi a 70°C, com diferenca em relacdo a
temperatura de 60°C sem significancia estatistica. Foram observados mais de um pico de
atividade para os trés extratos enzimadticos, o que sugere a presen¢a de mais de uma forma
da enzima nos extratos. Como padrao para os proximos experimentos adotou-se 60°C

como temperatura de ensaio enzimatico.

T T T T T T T T T T
120 H I FSMIntra H
[ FSM Extra

I FES ]

100

80 1

60

40

Atividade residual (%)

20

30 40 50 60 70 80
Temperatura de ensaio (°C)

Figura 28. Temperatura 6tima de ensaio para as lipases intra (cinza claro) e extracelulares (cinza médio)

produzidas por FSm e para as lipases produzidas em FES (cinza escuro). O maior valor de atividade para
cada extrato enzimdtico foi considerado como100% de atividade
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4.8.2 Termoestabilidade das lipases de B. brongniartii produzidas por FSm e FES

Condigdes extremas de temperatura e pH tendem a mudar a conformagdo das
enzimas, inativando-as (Jaenicke, 1991), quando isso acontece diz-se que essas enzimas
sdo instdveis nessas condi¢des, ndo sendo adequadas para processos que requerem
temperaturas e pH que as inativam.

Neste experimento os extratos brutos intracelular e extracelular produzidos em
FSm e o extrato bruto produzido em FES foram incubados por 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180
minutos em temperaturas constantes de 40°C, 50°C, 60°C, 70°C e 80°C, e dosadas como
descrito em Material e Métodos. Os resultados foram expressos em porcentagem de
atividade em relacio ao controle (tempo zero) e representados graficamente (Figura 29).

As lipases intracelulares e extracelulares produzidas por FSm do fungo B.
brongniartii (Figura 29.A e B) apresentaram-se estdveis durante o tempo de incubagio
testado nas temperaturas de 40°, 50°, 60° e 70°C, e alcancaram a Tsy apds 180 e 35
minutos de incubagdo a 80°C, respectivamente. As lipases produzidas por FES (Figura
29.C) alcangou a Tsyp apés 90 minutos de incubagdo a 70°C e 7 minutos a 80°C. A
diferencga na termoestabilidade das enzimas pode sugerir a presenca de enzimas diferentes
nos trés extratos ou ainda a presenga de substancias que atuam sobre essas enzimas de

forma a lhe conferir maior ou menor estabilidade.
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Figura 29. Termoestabilidade das lipases intra (A) e extracelulares (B) produzidas por FSm e das lipases
produzidas em FES (C) em fun¢do do tempo de incubagdo. Os extratos brutos foram incubados em
temperaturas de 40°, 50°, 60°, 70° e 80°C por tempos variando de 0 a 180 minutos e depois submetidos a
ensaio enzimdtico nas condi¢cdes 6timas de atividade.

78



Resultados

4.8.3 Influéncia do pH na atividade das lipases produzidas por FSm e FES

As enzimas possuem um pH, ou intervalo de pH, no qual a sua atividade ¢é
maxima (Nelson; Cox, 2006), por isso € importante investigar o melhor pH de reacdo
enzimatica. Nesse estudo foi testada a atividade enzimatica em 14 pHs diferentes, na faixa
de 2,5 a9,0. As enzimas intra e extracelular produzidas em FSm e as enzimas produzidas
por FES, foram submetidas a ensaios enzimaticos que foram incubados em diferentes
pHs, para tanto se utilizou tampao citrato-fosfato (Mcllvaine), tampao citrato de sodio e
tampao Tris-HCl, 100mM, nas faixas de pH de 2,5-8,0, 2,5-7,0 e 7,5-9,0,
respectivamente. Os trés extratos brutos produzidos por B. brongniartii apresentaram
maior atividade quando tamponadas em pHs dcidos, no intervalo de pH de 4,5-6,0
(Figura 30). A partir disso optou-se por continuar utilizando como tampao de reacdo o
citrato-fosfato (Mcllvaine) pH 5,5, que abrange a faixa de pH 6timo de todos os extratos

enzimaticos e ja vinha sendo utilizados nos procedimentos anteriores.

4.8.4 Estabilidade ao pH das lipases produzidas por B. brongniartii em FSm e FES

Dando continuidade aos testes de estabilidade das lipases do fungo em estudo
realizou-se um experimento no qual os trés extratos brutos foram incubados por 2 horas
em diferentes pHs, a temperatura ambiente.

As enzimas brutas foram incubadas em tampao citrato-fostato 100mM nos pHs
3,0 a 8,0, variando de 0,5 em 0,5, na propor¢ao de 1:1. Apés duas horas as amostras
foram submetidas a ensaios enzimadticos. Nestes ensaios foi utilizado tampao acetato de
s6dio 200mM, pH 5,5. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem e foi
considerada 100% a condi¢do em que houve maior atividade lipolitica para cada extrato
bruto.

As lipases intracelulares produzidas por FSm e as lipases produzidas por FES de
B. brongniartii (Figura 31.A e C) mostraram-se estdveis nos diferentes pHs testados,
sendo que a primeira atingiu a Tsyp apenas em pH 8,0. Quanto as lipases extracelulares
(Figura 31.B), esta apresentou maior atividade depois de ser incubada em pH 5,5-7,5,

mas nao alcancou a Tsy em nenhum dos outros pHs testados.
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Figura 30. pH 6timo de ensaio para as lipases intra (A) e extracelulares (B) produzidas por FSm e para as

lipases produzidas em FES (C). Foram utilizados nos ensaios enzimaticos os tampdes Mcllvaine, Citrato
e Tris-HCl.
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Figura 31. Estabilidade ao pH das lipases intra (A) e extracelulares (B) produzidas por FSm e das lipases
produzidas em FES (C). Os extratos brutos foram incubados por 2 horas em tampdo citrato-fosfato
100mM nos pHs de 2,5 a 8,0, e depois submetidos a ensaios enzimdticos nas condi¢des Otimas de
atividade.
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4.8.5 Estabilidade a solventes organicos das lipases produzidas por B. brongniartii
em FSm e FES

Com a finalidade de testar a estabilidade das lipases do fungo em estudo o extrato
bruto intracelular e o filtrado produzidos por FSm e as lipases produzidas por FES foram
incubadas a temperatura ambiente por 24 horas em Dimetilsulfé6xido (DMSO), metanol,
acetonitrila, etanol, acetona, isopropanol ou butanol, na propor¢do 1:1. Solventes com
polaridade mais baixa ndo foram testados, pois, assim como ocorreu com o butanol, hd a
formacdo de duas fases imisciveis que requerem agitacao constante para homogeneizacao
do sistema.

As lipases intra e extracelulares produzidas em FSm de B. brongniartii (Figura
32) foram estdveis em praticamente todos os solventes organicos. Ambas tiveram menor
atividade residual quando incubadas nos solventes acetonitrila e isopropanol. As lipases
intracelulares apresentaram 70% e 53% de atividade residual e as lipases extracelulares
apresentaram 80% e 65% de atividade residual depois de incubadas nesses dois solventes,
respectivamente. Houve aumento da atividade lipolitica desses dois extratos quando
incubadas em metanol (112 e 110% de atividade residual, respectivamente), e das
enzimas extracelulares quando incubada em etanol (107% de atividade residual).

No caso das lipases produzidas por FES (Figura 32) praticamente todos os
solventes inativaram a enzima, havendo atividade residual apenas quando incubada em

DMSO, acetona e metanol, com atividade residual de 74%, 26% e 13%, respectivamente.
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Figura 32. Estabilidade a solventes organicos das lipases intra (cinza claro) e extracelulares (cinza
médio) produzidas por FSm e das lipases produzidas em FES (cinza escuro). Os extratos brutos foram
incubados por 24 horas nos solventes organicos Dimetilsulféxido (DMSO), Metanol, Acetonitrila, Etanol,
Acetona, Isopropanol e Butanol e em dgua deionizada (controle), na propor¢do 1:1 (solvente:extrato
bruto). Decorrido o tempo de incubacdo as amostras foram submetidas a ensaios enzimdticos nas
condi¢des Gtimas de atividade.

4.8.6 Avaliacao da atividade lipolitica do extrato extracelular produzido por FSm e

do extrato produzido por FES sobre substratos naturais

Lipases sdo enzimas que hidrolisam triacilgliceréis a mono e diacilglicerois,
acidos graxos e glicerol. Sua ac¢do pode ser medida por métodos colorimétricos, como o
utilizado no presente trabalho, com o substrato sintético p-nitrofenilpalmitato. Entretanto,
a atividade lipolitica pode ser determinada utilizando-se os substratos naturais dessa
enzima, através do método titulométrico, em que a unidade de atividade (U) se dd em
pmols de dcido graxo liberado/min.

Com o objetivo de avaliar a atividade lipolitica do extrato extracelular produzido
por FSm e do extrato produzido por FES sobre substratos naturais de origens diferentes,
as enzimas brutas foram submetidas a ensaios enzimaticos que consistiram em 4 mL de

6leo vegetal, 2,4 mL de tampao citrato-fosfato 100 mM pH 5,5, 0,8 mL de Triton X-100 e
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0,8 mL de extrato enzimatico. A reacdo foi incubada em shaker que se movimenta por
excursdo, a 48°C, 140epm, por 120 minutos.

Foram utilizados como substrato trioleina, 6leo de oliva, 6leo de milho, 6leo de
mamona, 6leo de castanha de macatiba, 6leo de gergelim, 6leo de soja, 6leo nim, dleo de
canola, 6leo de pequi, 6leo de girassol e 6leo de dendé.

Concordando com o observado para o substrato sintético (Tabela 17), o extrato
enzimatico produzido por FES possui maior atividade lipolitica que o produzido por FSm
(Figura 33). Observa-se que a maior atividade do extrato produzido por FSm se deu
sobre trioleina, seguida por 6leo de soja, milho e girassol. E para o extrato bruto
produzido por FES, a maior atividade lipolitica se deu sobre 6leo de oliva, seguido de

6leo de girassol, milho, gergelim e soja.

Trioleina .
Oliva _
Milho -
Mamona _
I FSm
Castanha de macauba B FES |

Gergelim
Soja

Nim
Canola
Pequi
Girassol

Dendé

T 1 T T T 1T T T T T T T 7 T Tt 17
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0

Atividade (U/mL)

Figura 33. Atividade enzimética do extrato bruto extracelular produzido por FSm (barras cinza claro) e
do extrato bruto produzido por FES (barras cinza escuro) sobre diferentes 6leos vegetais. A reacdo foi
realizada utilizando 50% de dleo vegetal, 30% de tampdo, 10% de Triton X-100 e 10% de extrato
enzimdtico. A reagdo foi incubada a 48°C, por 120 minutos a 140 epm (excursdo por minuto).
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4.9 Estudos de purificacao parcial do extrato bruto extracelular produzido por

FSm pelo fungo B. brongniartii

Conforme descrito anteriormente, para estudos de purificacdo das lipases de B.
brongniartii, optou-se pelo extrato bruto extracelular produzido por FSm, visto que possui
maior atividade especifica que o extrato bruto produzido por FES, e € de mais fécil
obtencdo que o extrato intracelular produzido por FSm.

O procedimento de purificacdo parcial foi repetido trés vezes e o que estd aqui
demonstrado é um experimento representativo desse procedimento. Um volume de 315
mL de extrato bruto extracelular, ajustado com Tris-HCI concentracdo final 50mM, pH
7,5, foi aplicado em uma coluna de troca anidonica DEAE-Celulose equilibrada em tampao
Tris-HCI 50mM, pH 7,5 (Figura 34. A). Foi detectado um pico de atividade, que foi
eluido com um gradiente linear de NaCl (0-1,5M). As fracOes referentes ao pico de
atividade foram reunidas em um pool para a determinacdo da atividade e em seguida
aplicado em coluna de interagdo hidrofébica, Octyl-Sepharose. Esse pool de atividade
correspondeu a 20% das lipases totais aplicadas na resina (Tabela 18). A fracao de lipases
(cerca de 80%) que ficou retida na resina foi considerada imobilizada e posteriormente
estudada.

Ap6s ser aplicada em Octyl-Sepharose, a atividade lipolitica foi eluida em um
gradiente linear de Triton X-100 (0-0,5%) (Figura 34. B). As fracdes contendo o pico de
atividade enzimatica foram reunidas em um pool, concentradas em filtros de 10 kDa para
aplicacdo em géis de SDS-PAGE e PAGE, para andlise da pureza e caracterizacdo
bioquimica.

Ap6s os procedimentos de purificagdo parcial, foi recuperado um volume de 30
mL, com atividade especifica de 123,74 U/mg de proteinas e fator de purificacdo de 5,12.

A recuperagdo foi de 15,67%.
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Figura 34. Distribuicio de proteinas (-®-) e atividade lipolitica (-M-) do extrato enzimatico extracelular
produzido por FSm apés elui¢do em cromatografia de troca anidnica DEAE-Celulose (A) e de interagdo
hidrofébica Octyl-Sepharose (B). (—) gradiente continuo de NaCl (0-1,5M) em (A) e gradiente continuo
de Triton X-100 (0-0,5%) em (B). (— ) gradiente reverso descontinuo de NaCl (1,0-OM).

86



Resultados

Tabela 18. Purificacdo de uma fracio de lipases extracelulares produzidas por FSm

Volume  Atividade Proteina Ativic}qde Recuperagio thgr dé
(mL) total (U)  total (mg) e?{’;;llf;a (%) p“(rvlgzcjsao
Extrato bruto 315 3643,08 150,65 24,18 100 1
DEAE-Celulose 112 754,51 34,09 22,13 20,71 0,92
Octyl-Sepharose 30 571,01 4,61 123,86 15,67 5,12

4.9.1 Eletroforese em condicoes desnaturantes (SDS-PAGE), nao desnaturante

(PAGE) e atividade em gel de agarose 1%

Ap6s os procedimentos cromatogréficos, foram feitas eletroforeses em condicoes
denaturantes e ndo denaturantes, a fim de avaliar o grau de pureza da enzima e também
estimar sua massa molecular (Figura 35). Em SDS- PAGE observa-se a presenca de duas
bandas de proteinas obtidas ap6s a eluicdo em Octyl-Sepharose (Figura 35.A), uma com
aproximadamente 46,85 kDa e outra com cerca de 41,84 kDa (Figura 35.C). Essa mesma
amostra foi aplicada em eletroforese em condicdes ndo denaturantes (PAGE),
observando-se novamente duas bandas de proteinas (Figura 35.B). Esse gel foi colocado
em contado com um gel de agarose 1% (m/v), fundida em tampao Tris-HCl 50mM, pH
7,0, contendo 6leo de oliva 5% (v/v), Victéria Blue 0,01% (m/v) e Triton X-100 1,5%
(v/v) e incubados a 60°C overnight. Ap6s o tempo de incubacao foi possivel detectar, por
mudanc¢a na coloracdo do gel na posi¢do onde houve reagdo enzimadtica, que a banda
protéica superior no PAGE é a que possui atividade lipolitica (Figura 35.B). Entao,
utilizando uma duplicata do PAGE, essa banda foi recortada, eluida em tampao de corrida
SDS-PAGE e aplicada em gel de SDS-PAGE para determinar qual das duas bandas
protéicas seria a lipase. De acordo com esse procedimento a lipase nessa amostra
parcialmente purificada € a proteina com 46,85 kDa (Figura 35.A) e a outra proteina foi

considerada contaminante.
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Figura 35. Eletroforese e representagdo logaritmica da massa molecular da lipase parcialmente
purificada de Beauveria brongniartii. (A) SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Brilhante Blue; (B)
PAGE 7% corado com Coomassie Brilhante Blue, com duas bandas visiveis e gel de atividade em
agarose, mostrando que apenas uma das bandas do PAGE tem atividade lipolitica; (C) determinacio da
massa molecular em SDS-PAGE. M- Marcador de massa molecular; O- Amostra do pico enzimético
eluido da Octyl-Sepharose; BP- Amostra gerada a partir da banda do gel de eletroforese PAGE com
atividade lipolitica; P- PAGE; A- gel de atividade; («—) lipase.

4.9.2 Otimizaciao das condicoes de reacao da lipase parcialmente purificada

através de delineamento fatorial

Foi realizada uma andlise de regressdo para testar a influéncia das varidveis
temperatura (T) e pH na atividade da lipase parcialmente purificada pelos procedimento
cromatograficos descritos anteriormente. Para tanto, optou-se por um planejamento
fatorial de dois niveis, composto por quatro pontos centrais (0) e dois pontos externos (a.),
em um total de 12 experimentos, conforme descrito em material e métodos.

Os resultados experimentais foram avaliados através de uma andlise de regressao
em decorréncia de uma equacdo (Eq uacao 3) de atividade lipolitica (U/mL) em funcdo
da temperatura (T) e pH.

Lipase (U/mL) = 19,33 — 1,60.T —7,66.(T)* — 9,02.(pH)*
Equacio 3

O valor de R e R? para a equacdo é de 0,99 e 0,98 respectivamente. O teste F
mostrou uma significancia de p < 0,05, o que indica que o modelo utilizado reflete em
uma relacdo entre a temperatura e pH de reacdo da lipase.

O resultado da atividade lipolitica esta representado na Tabela 19 indicando a
média e o desvio padrao da atividade enzimaética obtida através do planejamento realizado
em duplicata. Verifica-se que a maior atividade lipolitica se d4 nos pontos centrais, sendo

maior no experimento de nimero 12, com 19,57 U/mL.
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Os valores de p, que avaliam a significancia e contribui¢do de cada parametro do

modelo equacional estatistico, assim como os coeficientes de regressdo dos parametros

estdo indicados na Tabela 20, e indicam significanica do termo linear da temperatura e

dos termos quadraticos da temperatura e do pH. O resultado da ANOVA, assim como o

teste Fealculado € 0 valor de Fipelado €stdo apresentados na Tabela 21, e demonstra que o

modelo € preditivo e estatisticamente valido, pois Feycuado para a regressao foi altamente

significativo e maior que Fipelado-

Tabela 19. Atividade lipolitica em U/mL da lipase parcialmente purificada em funcdo da temperatura e

do pH através do DCCR.

Experimento T (°C) pH (pH) Atividade (U/mL)
1 -1 (30) -1(3,0) 4,39 £0,03
2 -1 (30) +1 (8,0) 7,91 £0,06
3 +1 (70) +1 (8,0) 1,36 0,02
4 +1 (70) -1(3,0) 0,24 0,01
5 -1,414 (21,7) 0(5.,9) 3,93 0,05
6 +1,414 (78,3) 0(5.5) 2,42 +0,06
7 0(50) -1,414 (1,96) 0,27 £0,01
8 0(50) +1,414 (9,04) 0,65 +0,03
9 0(50) 0(5,5) 19,12 0,09
10 0(50) 0(5.,9) 19,24 £0,14
11 0(50) 0(5,5) 19,41 +0,12
12 0(50) 0(5.,9) 19,57 £0,13

O simbolo T representa a varidvel temperatura de reagao.

Tabela 20. Coeficientes de regressdo para a atividade da lipase parcialmente purificada em fungdo da

temperatura e do pH.

Cocficiente Err(~) ¢ P Limite de Li.mite de
Padrao confiaca -95%  confiaca +95%
Intercepto 19,33 0,84 23,02 0,00 17,278 21,388
T (L) -1,60 0,59 -2,70 0,04 -3,057 -0,151
T (Q) -7,66 0,66 -11,55 0,00 -9,289 -6,040
pH (L) 0,65 0,59 1,09 0,32 -0,804 2,102
pH (Q) -9,02 0,66 -13,59 0,00 -10,647 -7,398
T x pH -0,60 0,84 -0,72 0,50 -2,656 1,454

Tabela obtida através do software Statistica 8.0.
Em negrito estdo os valores estatisticamente significativos
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Tabela 21. ANOVA para a atividade da lipase parcialmente purificada em fun¢do da temperatura e do
pH.

. Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de variagao Quadrados  Liberdade  Médio Featcuiado Fuetaao
Regressdo 775,3665 p-1 (3 155,0733 54,97240 4,35
Residuo 16,92558 n-p (7) 2,820930
Total 792,29 n-1 (10)
Tabela obtida através do software Statistica 8.0.

Os gréficos de superficie de resposta estdo representados na Figura 36 e
demonstram que as faixas centrais de temperatura e pH sdo as que levam a maior
atividade lipolitica, corroborando com o apresentado para o extrato bruto, quanto ao pH e
temperatura 6tima de atividade (Figura 28 e Figura 30.B). Analisando o grifico de

superficie de resposta, pode-se observar que o pico do grifico se encontra nas

coordenadas 45°C e pH 35,5, sendo estas as condi¢des determinadas como melhores para a
atividade da lipase parcialmente purificada.
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Figura 36. Superficie de resposta para o planejamento fatorial delineado para as varidveis temperatura
(°C) e pH, para a lipase parcialmente purificada do filtrado produzido por FSm.
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4.9.3 Termoestabilidade da lipase parcialmente purificada

Neste experimento a enzima parcialmente purificada foi incubada por 0, 15, 30,
60, 90, 120, 180 minutos em temperaturas constantes de 60°C, 70°C e 80°C, e dosadas
como descrito em Material e Métodos. Os resultados foram expressos em porcentagem de
atividade em relacdo ao controle (tempo zero) e representados graficamente (Figura 37).
Essa amostra se mostrou estavel durante o tempo de incubagdo testado nas temperaturas

de 60° e 70°C, e alcancou a Tsp apds 45 minutos de incubagao a 80°C.
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Figura 37. Termoestabilidade das lipases parcialmente purificada em fung¢do do tempo de incubagdo. A
amostra parcialmente purificada foi incubada em temperaturas de 60°, 70° e 80°C por tempos variando de
0 a 180 minutos e depois submetidos a ensaio enzimdtico nas condi¢des 6timas de atividade.

4.9.4 Efeito de compostos metalicos, EDTA e f-mercaptoetanol sobre a atividade

da lipase parcialmente purificada

Muitas atividades enzimadticas sdo influenciadas por ions metdlicos, e algumas
enzimas sdo consideradas metaloenzimas. Com o objetivo de testar a acdo de diferentes
sais, EDTA e B-mercaptoetanol na atividade da lipase parcialmente purificada essa
amostra foi ensaiada conforme descrito em material e métodos, € ao meio reacional foi
adicionado solu¢des de EDTA, B-mercaptoetanol, AlCl; . 6H,O, BaCl, CaCl,, CoCl, .
6H,0O, HgCl, KCl, MgCl, . 6H,O, MnCl, . 6H,O, NaCl, NaBr, NH4Cl, NH4F,
Pb(C,H50,), . 3H,0, KH,PO4, NaH,PO,, CuSO, . 5H,0O, Zn(NOs3), . 6H,0, todos na

concentracgdo final de 1mM.
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A maioria dos compostos testados pouco influenciou na atividade lipolitica da
amostra (Tabela 22), havendo apenas uma ativacio de cerca de 5% na presenca de Mn™*,
Na® e NH;". A enzima foi parcialmente inibida por CoCl,, NaH,PO, e HgCl, nas
proporcdes de 10%, 15% e 50%, respectivamente.

Tabela 22. Efeito de compostos metdlicos, EDTA e B-mercaptoetanol sobre a atividade da lipase
parcialmente purificada

Composto (1pmol) Atividade residual (%)
Controle 100 £1,1
EDTA 99,35 +0,0
-mercaptoetanol 95,36 +0,2
AlCl; . 6H,O 101,71 £0,0
BaCl 98,94 £1,5
CaCl, 98,14 £1,9
CoCl,. 6H,0 89,79 £0,6
HgCl 47,88 £2,8
KCl1 102,52 £1,7
MgCl, . 6H,O 96,82 £2,6
MnCl, . 6H,O 107,29 +0,9
NaCl 106,50 +0,9
NaBr 106,50 +0,2
NH,Cl 106,76 +0,9
NH,F 106,50 +0,2
Pb(C,H;0,), . 3H,0 102,11 0,9
KH,PO, 101,25 +0,9
NaH,PO, 86,74 3,3
CuSO; . 5SH,O 100,52 +0,2
Zn(NO3), . 6H,0O 101,71 1,1

4.9.5 Constantes cinéticas da lipase parcialmente purificada

Os valores de Ky e Vi, assim como as eficiéncias cataliticas da lipase

parcialmente purificada frente ao substrato p-nitrofenilpalmitato estdo presentes na
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Tabela 23 e suas representacdes graficas na Figura 38. De acordo com os resultados essa

lipase, para esse substrato, segue o modelo de Michaelis-Menten, o que pode ser

comprovado pelo valor de n (1,26) obtido através do programa SigrafW (Leone et al.,

2005).
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Figura 38. Representacdo grafica do Km (umol) e da Vmax (U/mg proteina) da lipase parcialmente
purificada frente ao substrato p-nitrofenilpalmitato. Michaelis-Menten (A), SigrafW (B) e plot de Hanes
(©.

Tabela 23. Andlises cinéticas da lipase parcialmente purificada de B. brongniartii

. I<M Vméx
Procedimento Viax /Km n
(uMol) (U/mg prot.)
SigrafW 2,055 185 90,02 1,268
Hanes 3,2 227 70,94 -

4.10 Estudos de imobilizacio e purificacao de uma lipase de baixa massa molecular

produzida por FSm pelo fungo B. brongniartii

Esta etapa do trabalho consistiu em estudar a lipase que ficava imobilizada apds o
primeiro procedimento cromatografico — eluicdo em DEAE-Celulose. Para tanto, a
imobilizacdo foi realizada em Batch, utilizando agitador de rolos para movimentacido do
sistema, na propor¢do de 1g de suporte timido pré-equilibrado em tampao Tris-HCI 50
mM, pH 7,0, para cada 10 mL de extrato bruto. O suporte com a enzima adsorvida foi

chamado de derivado.
4.10.1 Imobilizacao da segunda lipase presente no extrato bruto de B. brongniartii

Com a finalidade de estudar a cinética de imobilizacdo da enzima, foi misturado
50 mL de extrato bruto, equilibrado com tampao Tris-HCI pH 7,0, concentragado final de
50 mM, a5 g de DEAE-Celulose. Essa suspensao foi mantida sob agitacdo constante, em
agitador de rolos. Foram retiradas aliquotas da suspensdo e do sobrenadante a cada 30
minutos, por 4 horas. Observa-se que apds 180 minutos houve a interacdo de 90% das
lipases com o suporte (Figura 39).

Decorrido o tempo de adsorcdo, o derivado foi submetido a solucdes de NaCl, em
diferentes concentragdes (1, 2 e 4 M) para a remog¢ao da lipase anteriormente estudada,
outras possiveis lipases (ndo estudadas) e outras proteinas (Tabela 24), restando
adsorvido ao suporte apenas a segunda lipase presente no extrato bruto. Permaneceram
retidos com atividade no suporte 51% das lipases presentes no extrato bruto. O fator de
purificacao foi de 5,2.

Com a finalidade de eluir a enzima da resina, uma amostra de 1g do derivado foi

colocada em 10 mL de uma soluc¢do de Triton X-100 1% em Tris-HCl 50 mM, pH 7.,0. A
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suspensdo foi mantida sob agitacdo em agitador de rolos por 30 minutos. Esse

procedimento permitiu que 59% da lipase imobilizada em DEAE-Celulose fosse eluida do

suporte (Tabela 25).
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Figura 39. Cinética de imobilizac@o das lipases em DEAE-Celulose.
Tabela 24. Purificagdo e tratamento do derivado
Volume Atividade total Proteina Athl(}a.de Recuperagdo Fa}t.0r de:
(mL) (U) Total especifica (%) purificacdo
(mg) (U/mg proteina) ¢ (vezes)
Bruta 50 602,56 50,26 11,99 - -
Sobrenadante
(240 min) 50 1,78 28,13 0,06 0,29 0,01
Tratamento do derivado
NaCl IM 20 106,05 11,65 9,11 17,60 0,76
NaCl 2M 20 64,12 2,99 21,43 10,64 1,79
NaCl 4M 20 8,96 2,56 3,51 1,49 0,29
Massa Atividade total Proteina At1v1(}a.de Retencdo no Fa}t.0r de:
() (U) Total especifica suporte (%) purificacdo
& (mg)* (U/mg proteina) P 7 (vezes)
Derivado 5 307,53 4,93 62,38 51,04 5,20

* Proteina total foi obtida por subtracdo da proteina total do sobrenadante e dos tratamentos com NaCl (1, 2 e 4M) da
proteina total do extrato bruto.
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Tabela 25. Dessorc¢do da lipase do suporte DEAE-Celulose com Triton X-100 1%

Atividade total Proteina Total  Atividade especifica Recuperacio

U) (mg) (U/mg proteina) (%)
Derivado 61,51 0,99 62,38 -
Triton 1% 36,33 0,66* 55,11 59,06

* Proteina foi determinada pelo método de Cadman, Bostwick, e Eichberg (1979)

4.10.2 Eletroforese da lipase imobilizada em condicoes denaturantes (SDS-PAGE)

Ap6s os procedimentos anteriores o derivado e a enzima soldvel em Triton 1%
foram submetidos a eletroforese em condi¢des denaturantes. Para tanto se optou por
realizar a eletroforese em gel em tubo, na presenca de uréia, conforme descrito em
material em métodos. As amostras apresentaram apenas uma banda em gel SDS-PAGE
(Figura 40.A), sendo considerada portanto uma amostra pura. Essa banda apresentou-se

com cerca de 22,12 kDa (Figura 40.B).
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Figura 40. Eletroforese e representacdo logaritmica da massa molecular da lipase II de Beauveria
brongniartii imobilizada e purificada em DEAE-Celulose. (A) SDS-PAGE 10% corado com Coomassie
Brilhante Blue; (B) Determinacdo do massa molecular em SDS-PAGE. M- Marcador de massa
molecular; T- Lipase eluida com Triton 1%; D- Derivado; («) banda correspondente a lipase II.
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4.10.3 Otimizacao das condicoes de reacao do derivado através de delineamento

fatorial

Foi realizada uma andlise de regressdo para testar a influéncia das varidveis
temperatura (T) e pH na atividade da lipase II imobilizada em DEAE-Celulose. Para
tanto, optou-se por um planejamento fatorial de dois niveis, composto por quatro pontos
centrais (0) e dois pontos externos (o), em um total de 12 experimentos, conforme
descrito em material e métodos.

Os resultados experimentais foram avaliados através de uma andlise de regressao
em decorréncia de uma equacio (Eq uaciao 4) de atividade lipolitica (U/g de derivado)
em funcdo da temperatura (T) e pH.

Lipase (U/g de derivado) = 65,24 — 19,51 . (T)* - 31,10 . (pH)*
Equacio 4

O valor de R e R? para a equacdo é de 0,98 e 0,96 respectivamente. O teste F
mostrou uma significancia de p < 0,05, o que indica que o modelo utilizado reflete em
uma relacdo entre a temperatura e pH de reacao da lipase.

O resultado da atividade lipolitica esta representado na Tabela 26 indicando a
média e o desvio padrao da atividade enzimaética obtida através do planejamento realizado
em duplicata. Verifica-se que a maior atividade lipolitica se d4 nos pontos centrais, sendo
maior no experimento de nimero 11, com 68,23 U/g de derivado.

Os valores de p, que avaliam a significancia e contribui¢do de cada parametro do
modelo equacional estatistico, assim como os coeficientes de regressao dos parametros
estdo indicados na Tabela 27, e indicam significanica dos termos quadriticos da
temperatura e do pH. O resultado da ANOVA, assim como o teste Feyjculado € 0 valor de
Fiabelado €stdo apresentados na Tabela 28, e demonstra que o modelo é preditivo e
estatisticamente valido, pois Fcacundo para a regressao foi altamente significativo e maior
que Fabelado-

Os grificos de superficie de resposta estdo representados na Figura 41 e
demonstram que as faixas centrais de temperatura e pH sdo as que levam a maior
atividade lipolitica, corroborando com o apresentado para o extrato bruto, quanto ao pH e
temperatura 6tima de atividade (Figura 28 e Figura 30.B). Analisando o grifico de
superficie de resposta, pode-se observar que o pico do grifico se encontra nas
coordenadas 55°C e pH 5,5, sendo estas as condi¢Oes determinadas como 6timas para a

atividade da lipase parcialmente purificada.
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Tabela 26. Atividade lipolitica em U/g do derivado em funcdo da temperatura e pH através do DCCR.

Experimento T (°C) pH (pH) AtiV(ii(:;idjaég;g de
1 -1 (30) -1(3,0) 16,10 £0,32
2 -1 (30) +1 (8,0) 16,22 +0,66
3 +1 (70) +1(8,0) 10,28 +0,48
4 +1 (70) -1(3,0) 10,45 £0,36
5 -1,414 (21,7) 0(5.5) 16,14 +0,78
6 +1,414 (78,3) 0(5.,9) 39,05 £0,24
7 0(50) -1,414 (1,96) 7,32 0,14
8 0(50) +1,414 (9,04) 1,51 £0,01
9 0(50) 0(5.,9) 61,54 £0,28
10 0(50) 0(5,5) 65,01 +0,44
11 0(50) 0(5.,%) 68,23 £0,36
12 0(50) 0(5,5) 66,18 +£0,68

Os simbolos X1 e X2 representam, respectivamente, as varidveis temperatura e pH de reagao.

Tabela 27. Coeficientes de regressdo para a atividade da lipase imobilizada em funcéo da temperatura e
do pH.

Coeficiente Err(~) ) P Limite de Li.mite de
Padrdo confiaca -95%  confiaca +95%
Intercepto 65,24 3,47 18,81 0,00 56,75 73,73
T (L) 2,60 2,45 1,06 0,33 -3,40 8,60
T (Q) -19,51 2,74 -7,11 0,00 -26,22 -12,80
pH (L) -1,03 2,45 -0,42 0,69 -7,03 4,97
pH (Q) -31,10 2,74 -11,34 0,00 -37,81 -24,39
T x pH -0,07 3,47 -0,02 0,98 -8,56 8,41

Tabela obtida através do software Statistica 8.0.
Em negrito estdo os valores estatisticamente significativos

Tabela 28. ANOVA para a atividade da lipase imobilizada em funcio da temperatura e do pH.

Foedevargio STl Gwede  Quindo g g,
Regressio 7429,6 p-1(3) 1485911 30,88307 4,35
Residuo 288,7 n-p (7) 48,11410

Total 7718,2 n-1 (10)

Tabela obtida através do software Statistica 8.0.
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Figura 41. Superficie de resposta para o planejamento fatorial delineado para as varidveis temperatura
(°C) e pH, para a lipase do filtrado produzido por FSm que foi imobilizada.

4.10.4 Termoestabilidade do derivado e efeito da adicao de glicerol 20% na

estabilidade térmica

Com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica do derivado, comparado ao
extrato bruto, as amostras foram incubadas por diferentes tempos, de 0 a 240 minutos, a
70°C, e dosadas em seguida, conforme descrito em Material e Métodos. Posteriormente
mostrou-se interessante avaliar a estabilidade térmica do derivado, comparado a enzima
livre (eluida com Triton 1%) e ao extrato bruto, a temperatura de 75°C. Além disso, se
optou por estudar o efeito da adicdo de glicerol 20% a suspensdo de derivado, na
estabilidade térmica. Para tanto, essas amostras foram incubadas por até 240 minutos, em
temperatura constante de 75°C, e dosadas como descrito em Material e Métodos. Os
resultados foram expressos em porcentagem de atividade em relagdo ao controle (tempo
zero) e representados graficamente.

Conforme se pode constatar na Figura 42.A, o derivado mostrou-se totalmente
estavel a 70°C, assim como o extrato bruto, ndo alcangando a Tsp nos tempos de
incubagdo testados. A 75°C, entretanto, o derivado mostrou-se menos estavel que o
extrato bruto, mas mais estdvel que a mesma lipase livre (lipase II livre em Triton 1%)

(Figura 42.B). A adicdo de glicerol 20% a suspensdo de derivado aumentou a
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estabilidade do derivado nessa temperatura, mostrando-se mais estdvel que o extrato
bruto. A 75°C, portanto, as amostras do extrato bruto, derivado, lipase II livre e derivado

adicionado de glicerol 20% alcancaram a Tsy apés 77, 25, 9 e 101 minutos,

respectivamente.
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Figura 42. Termoestabilidade da lipase imobilizada em DEAE-Celulose. Estabilidade a 70°C do extrato
bruto e do derivado (A); estabilidade a 75°C do extrato bruto, do derivado, da lipasell livre e do derivado
adicionado de glicerol 20% (B). As amostras foram incubadas nas respectivas temperaturas, por tempos
variando de 0 a 240 minutos e depois submetidos a ensaio enzimdtico nas condi¢Ges 6timas de atividade.

4.10.5 Efeito de compostos metalicos, EDTA e p-mercaptoetanol sobre a atividade

do derivado

Com o objetivo de testar a agdo de diferentes sais, EDTA e -mercaptoetanol na
atividade do derivado essa amostra foi lavada cinco vezes com dgua MiliQ e submetida a

ensaio enzimatico conforme descrito em Material e Métodos. Ao meio reacional foi

100



Resultados

adicionado solugdes de EDTA, B-mercaptoetanol, AlCl; . 6H,O, BaCl, CaCl,, CoCl, .
6H,O, HgCl, KCl, MgCl, . 6H,O, MnCl, . 6H,O, NaCl, NaBr, NH4Cl, NH4F,
Pb(C,H30,), . 3H,0, KH,PO,, NaH,PO4, CuSO4 . SH,0, Zn(NO3), . 6H,0, todos na
concentracdo final de 1mM.

A maioria dos compostos testados pouco influenciou na atividade lipolitica da
amostra (Tabela 29), ndo havendo ativagado efetiva na presenca de nenhum sal. A enzima
foi parcialmente inibida por MgCl,, Zn(NOs),, NaCl e HgCl, nas proporc¢des aproximadas
de 10%, 10%, 20% e 50%, respectivamente.

Tabela 29. Efeito de compostos metdlicos, EDTA e B-mercaptoetanol sobre a atividade do derivado

Composto (1pmol) Atividade residual (%)
Controle 100 £2,7
EDTA 97,46 £1,7
B-mercaptoetanol 99,62 +0,9
AlCl; . 6H,0 100,31 2,9
BaCl 101,92 +2.8
CaCl, 96,00 £1,6
CoCl,. 6H,0 93,38 £2,7
HgCl 48,65 54
KCl1 90,45 £3,6
MgCl, . 6H,O 88,61 +1,4
MnCl, . 6H,O 94,46 £2.7
NaCl 81,99 +3,8
NaBr 97,92 £2,6
NH,Cl 98,08 £1,3
NH,F 102,39 2,2
Pb(C,H;0,), . 3H,0 97,00 £3,9
KH,PO, 96,00 £3,6
NaH,PO, 95,46 £2,0
CuSO, . 5SH,O 94,38 £1,1
Zn(NO3), . 6H,O 88,07 3,0
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4.10.6 Constantes cinéticas do derivado

Os valores de Ky e Vi, assim como as eficiéncias cataliticas da lipase

imobilizada em DEAE-Celulose frente ao substrato p-nitrofenilpalmitato estdo presentes

na Tabela 30 e suas representacdes graficas na Figura 43.

Tabela 30. Analises cinéticas da lipase de B. brongniartii imobilizada em DEAE-Celulose

X I<M sz’ix
Procedimento Vimax /Km n
(uMol) (U/mg prot.)
SigrafW 1,26 90,95 72,18 1,064
Lineweaver e Burk 1,12 90,74 81,02 -
Hanes 1,165 92,82 79,67 -
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Figura 43. Representacdo grafica do Km (umol) e da Vmax (U/mg proteina) da lipase parcialmente
purificada frente ao substrato p-nitrofenilpalmitato. Michaelis-Menten (A), SigrafW (B), plot de
Lineweaver e Burk (C) e plot de Hanes (D).
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Discussdo

Os fungos, por serem microrganismos eucariontes, dispdem de estruturas celulares
que possibilitam a secre¢do de suas enzimas e outros metabolitos para o exterior celular, o
que facilita a identificacdo e purificagdo dessas enzimas (Trevisan, 2004). As lipases sdo
enzimas de grande interesse industrial produzidas por muitos microrganismos, em
especial os eucariotos. A grande maioria das lipases comerciais € de origem microbiana.
Sharma, Chisti e Banerjee (2001) listam diversos organismos produtores de lipases
estudados até o ano de sua revisdo. Microrganismos produtores de lipases tém sido
encontrados em diversos habitats incluindo esgoto industrial, inddstrias de processamento
de oleo vegetal, fabrica de laticinios, solo contaminado com O6leo, sementes de
oleaginosas (Sztajer; Maliszewska; Wieczorek, 1988 apud Sharma; Chisti; Banerjee,
2001), pilhas de decomposicdo, fontes termais (Wang et al. 1995).

Neste contexto, tornam-se interessante a busca por novas cepas flngicas
produtoras do metabdlito de interesse. Para tanto, a bioprospec¢do mostra-se como uma
ferramenta importante. Das duas amostras de solo e serragem coletadas do depdsito de
6leos e gorduras para a producdo de biodiesel, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto — USP foram isolados 36 fungos com caracteristicas
morfologicas diferentes. Em trabalhos semelhantes realizados em nosso laboratdrio, Silva
(2009) isolou 19 fungos de trés amostras coletadas em trés diferentes regides do Estado de
Sdo Paulo, assim como, Facchini (2010) isolou 27 cepas de 17 amostras, também
retiradas de diferentes regidoes do Estado. Do mesmo modo, Michelin (2009) isolou sete
fungos de amostras retiradas da Floresta USP-Ribeirdo Preto. Comparada a estes, a
bioprospeccdo aqui realizada revelou uma amostra muito rica em biodiversidade de
fungos filamentosos. Estes fungos foram submetidos a um screening para identificar
cepas lipoliticas.

Segundo Gupta er al. (2003) um screening de microrganismos produtores de
lipases € convencionalmente feito em placas contendo meio agar/tributirina, entretanto, a
zona de hidrélise de tributirina formada no meio € indicativa tanto da atividade de lipase
quanto de esterase. O uso de meio de cultivo agar/6leo de oliva € eficiente para identificar
coldnias produtoras de lipases (Gupta et al., 2003). Das 36 cepas isoladas a maioria (23)
cresceu em ambos os meios utilizados, revelando seu potencial para a producdo de
lipases. Os fungos que cresceram apenas em meio com tributirina possivelmente
produzem apenas esterases e ndo lipases verdadeiras. Por outro lado, o crescimento de
alguns fungos em meio com 6leo de oliva e ndo em meio com tributirina, ndo pode ser

justificado pela auséncia de uma esterase especifica, visto que, as lipases sdo esterases, €
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geralmente sdo capazes de hidrolisar tributirina. O que pode ter ocorrido € que o meio
apenas com tributirina foi muito simples para o crescimento desses fungos, enquanto que
o meio com 6leo de oliva pode ter oferecido melhores condi¢cdes nutricionais para os
microrganismos crescerem.

Lima (2004), com um experimento semelhante usando 6leo de oliva, selecionou
trés cepas fungicas de um total de 36, e todas as cepas bacterianas (11 no total) que foram
testadas como produtoras de lipase. Colen, Junqueira e Moraes-Santos (2006) observaram
com um experimento em placas que de 59 cepas flngicas isoladas a partir da Savana
brasileira, 25 apresentaram halos lipoliticos. Diversos microrganismos, dentre bactérias,
leveduras e fungos, t€ém a capacidade de produzir e secretar grandes quantidades de
lipases (Trevisan, 2004). Jaeger e Reetz (1998) listaram algumas bactérias e fungos que ja
foram estudados e t€m suas lipases utilizadas comercialmente. Dentre estes, destacam-se
as bactérias Burkholderia cepacia, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas mendocina e
Chromobacterium viscosum e os fungos Candida rugosa, Candida antarctica,
Thermomyces lanuginosus e Rhizomucor miehei.

A capacidade de secretar grandes quantidades de enzimas para o meio de cultivo
de alguns fungos filamentosos tem estimulado pesquisas para o desenvolvimento de
fermentacdo em larga escala, purificacdo enzimatica e técnicas de biologia molecular
(Agger et al., 2002; Peixoto, 2004). A sele¢ao de microrganismos produtores de enzimas
de interesse biotecnolégico mostra-se como uma etapa importante nos processos de
pesquisa onde serdo empregadas. Sabe-se que cada espécie de microrganismos produz um
pool enzimatico caracteristico, contudo, a quantidade absoluta e relativa dessas enzimas
varia bastante ndo apenas de uma espécie para outra, mas também entre diferentes
linhagens da mesma espécie (Michelin, 2009). Portanto, a realizacdo de um screening foi
de extrema importancia para a selecdo do microrganismo foco desse estudo. Para tanto,
foi realizada uma selecdo em fermentacdo submersa, na qual foram utilizadas as cepas
isoladas e pré-selecionadas anteriormente, assim como, espécies pertencentes ao cepario
do laboratdrio.

Das cepas estudadas Beauveria brongniartii apresentou uma somatdria de
atividade total (atividade intracelular mais a atividade extracelular) maior que as demais,
sendo, portanto, escolhido para a continuidade dos estudos. Outras cepas mostraram
potencial para a produgao de lipases, dentre elas as cepas isoladas nesse trabalho, USP 19,

22 e 28, que podem ser o foco de outros estudos com lipases em nosso laboratorio.
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Nao se tem registro na literatura do estudo com lipases de Beauveria brongniartii,
contudo Mustafa e Kaur (2010) estudaram a producdo de diversas enzimas extracelulares
de B. bassiana, dentre elas a lipase, sendo este o tinico trabalho atual sobre enzimas de um
fungo do género Beauveria. Este fator estimula novas pesquisas sobre enzimas com
aplicacdo biotecnoldgica produzidas por Beauveria sp.

Todavia, hd vérios estudos com lipases produzidas por espécies do género
Aspergillus e Penicillium, dois dos géneros testados nesse experimento. Dentre essas se
podem citar Aspergillus niger (Sharma; Chisti; Banerjee, 2001; Saxena et al., 2003; Pinna
et al., 2005; D’Annibale et al., 2006; Colin; Baigori; Pera, 2010), P. chrysogenum
(Bancerz; Ginalska; Fiedurek, 2005), P. citrinum (D Annibale et al., 2006), P. cyclopium,
P. simplicissimum, P. expansum e P. camembertii (Saxena et al., 2003). Existem ainda
estudos com lipases de outros fungos entomopatogénicos, como os fungos Metarhizium
anisopliae (Silva et al., 2005), Isaria fumosoroseus (Ali; Huang; Ren, 2009) e Nomuraea
rileyi MJ (Supakdamrongkul; Bhumiratana; Wiwat, 2010).

Posterior a escolha do microrganismo de estudo, se optou por verificar qual a
melhor temperatura de crescimento do fungo em placa e em FSm e de produgao de lipase
em FSm. B. brongniartii apresentou melhor crescimento e producgdo de lipases a 25° e a
30°C, sendo escolhida a temperatura de 30°C para a continuidade dos estudos. Lima et
al.(2003) estudaram o efeito da temperatura na producdo de lipases por Penicillium
aurantiogriseum, obtendo maior produ¢do quando o fungo foi cultivado a 29°C. Na
literatura sdo relatados microrganismos produtores de lipases que sdo cultivados em
diferentes temperaturas, de acordo com as suas caracteristicas, como por exemplo, 0s
fungos Penicillium chrysogenum, cultivado a 20°C (Bancerz; Ginalska; Fiedurek, 2005),
Nomuraea rileyi MJ, cultivado a 25°C (Supakdamrongkul; Bhumiratana; Wiwat, 2010),
Fusarum solani (Maia et al., 1999) e Botryosphaeria sp. (Messias et al., 2009) cultivados
a 28°C, Bjerkandera adusta R59 (Bancerz; Ginalska, 2007) e Aspergillus niger (Colin;
Baigori; Pera, 2010) cultivados a 30°C.

Grandes quantidades de enzimas especificas s@o requeridas em processos
industriais. A produ¢do enzimdtica deve ser maxima, para tanto sdo necessarios estudos
de otimizacdo do meio de cultivo. A segunda parte do presente trabalho consistiu em
estudar a producdo de lipases pelo fungo B. brongniartii em FSm, averiguando as
condi¢des de cultivo e estudando a composi¢do do meio de cultura.

O primeiro passo para o estudo de otimizacdo do meio de cultivo em FSm foi a

andlise da producdo de lipases em cinco diferentes meios de cultivo, que variam na
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composi¢do de fons, no tipo e na concentracdo de fonte de nitrogé€nio. B. brongniartii
apresentou maior producdo lipolitica intracelular em meio SR (Rizzatti et al., 2001) e
Khanna (Khanna; Sundari; Kumar, 1995) e maior produgdo extracelular em meio
Khanna.

O tempo de incubag@o de um microrganismo e o estado de aeracdo do meio possui
uma elevada influéncia na producio de enzimas. A incubag@o por um curto periodo pode
ndo resultar na produ¢cdo maxima da enzima de interesse. Da mesma forma, cultivos por
um longo periodo podem levar ao esgotamento dos nutrientes, levando a um declinio da
producdo enzimdtica além da morte celular (Pelczar; Chan; Krieg, 1996). Na literatura, a
maioria dos fungos que produz lipases € cultivada sob agitacdo dada a natureza da enzima
(Ginalska; Bancerz; Kowalska-Kornillowicz, 2004; Bancerz; Ginalska; Fiedurek, 2005).

O fungo B. brongniartii secretou maiores niveis de lipases apds 72 horas de
cultivo, sob agitacdo orbital de 100 rpm. Nos estudos realizados com lipases fungicas, os
microrganismos, quando cultivados em meio liquido, sdo incubados na maioria das vezes
sob agitacdo, como nos estudos feitos por Hiol et al. (2000) que mantinham as culturas de
Rhizopus oryzae sob agitagcdo de 100 rpm, Bancerz, Ginalska e Fiedurek (2005), que
cultivaram P. chrysogenum a 150 rpm, Messias et al.(2009), que cultivaram
Botryosphaeria sp. a 180 rpm e Shu, Yang e Yan (2007) que cultivaram A. niger em
agitador a 250 rpm, enquanto Colin, Baigori e Pera (2010) cultivaram a cepa MYA 135
dessa mesma espécie a 200 rpm.

Shu, Yang e Yan (2007) utilizam o tempo de 80 horas de cultivo para A. niger.
Hiol et al. (2000) registraram o tempo de 96 horas como melhor tempo de cultivo para a
producdo e secre¢do de lipases de R. oryzae. Bancerz, Ginalska e Fiedurek (2005),
D’Annibale et al. (2006) e Messias et al.(2009) cultivaram, respectivamente, P.
chrysogenum, Candida cylindracea e Botryosphaeria sp por 120 horas. Cada
microrganismo possui seu melhor tempo de crescimento para a produgdo e secrecdao de
lipases, o que pode ainda ser influenciado pelas condi¢des de cultivo e composi¢do do
meio de cultura.

A fonte de nitrogénio € outro fator que influéncia tanto no crescimento como na
producdo enzimdtica do microrganismo. B. brongniartii teve crescimento e producdo
lipolitica semelhante tanto na presenca de extrato de levedura (original do meio de cultivo
Khanna) como na presenca de peptona, com niveis superiores em meio contendo peptona.
Na presencga de acetato de amodnio, a producdo enzimatica também foi consideravel, com

17% de produgdo lipolitica a mais para as enzimas intracelulares, mas com 20% a menos
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de producio extracelular comparado ao controle (extrato de levedura). Na presenca de
fontes inorganicas de nitrogénio houve pouca ou nenhuma producdo lipolitica em ambos
0s extratos.

Na literatura encontramos um estudo semelhante com a levedura Yarrowia
lipolytica (Fickers et al., 2004). Nesse trabalho a melhor fonte de nitrogénio para a
producdo de lipases foi triptona seguida de peptona. Em fontes inorginicas de
crescimento a produtividade de lipases dessa levedura foi de 0,35% da atividade
registrada para triptona. Lima et al. (2003) demonstraram que para P. aurantiogriseum a
melhor fonte de nitrogénio para a producdo de lipases foi sulfato de amonio 1% em
solucdo de sais. Para o fungo P. chrysogenum a melhor fonte de nitrogénio para a
producdo de lipases foi uréia, sendo esta cerca de 15 vezes maior comparado ao fungo
cultivado com extrato de levedura ou peptona (Bancerz; Ginalska; Fiedurek, 2005).

A fonte de lipidios também influencia no crescimento do microrganismo, assim
como, na indugdo da producdo de lipases. Oleos de origens diferentes apresentam uma
composi¢ao distinta de dcidos graxos, assim como concentracdes diferentes dos mesmos
lipidios, podendo influenciar de formas distintas o crescimento flingico e a produgdo de
lipases. Quando B. brongniartii foi cultivado em diferentes 6leos, teve crescimento maior
em 6leo de pequi, dendé, nim, girassol, mamona, gergelim e soja, comparado ao controle,
6leo de oliva. Quanto a atividade de lipase, esta foi maior que o controle na maioria dos
meios para as lipases intracelulares, enquanto que para o extrato extracelular, a maior
producdo se deu com 6leo de canola.

Virios autores reportam a producio de lipases por fungos e bactérias em cultivo
submerso suplementado com 6leo de oliva. Rahman et al. (2006) testaram a influéncia de
diferentes 6leos e de triglicerideos sintéticos na producdo de lipase pela bactéria
Pseudomonas sp, obtendo como melhor resultado o cultivo em meio suplementado com
6leo de oliva 0,5%. Lima et al. (2003) estudaram o uso de 6leo de oliva, soja, milho e
girassol, obtendo maior producdo de lipases por P. aurantiogriseum com 6leo de oliva.
Bancerz, Ginalska e Fiedurek (2005) fizeram um experimento semelhante para o fungo P.
chrysogenum, obtendo melhor resultado utilizando 6leo de milho, dleo de oliva ou
trioleina como fonte indutora da producdo de lipases. D’ Annibale et al. (2006) estudaram
para C. cylindracea o efeito da adi¢do de 6leo de oliva, 6leo de milho e dleo de soja ao
meio de cultivo, obtendo melhor producao de lipases em meio suplementado com 6leo de
oliva. Colin, Baigori e Pera (2010) também obtiveram maior producao de lipases por A.

niger MY A 135 utilizando 6leo de oliva em comparagdo aos 6leos de uva, soja, milho e
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girassol. Messias et al. (2009) obtiveram melhor producdo de lipases por Botryosphaeria
ribis em meio suplementados com 4cido oléico.

A adi¢do de outras fontes de carbono, como carboidratos, ao meio de cultivo junto
a fonte de carbono de origem lipidica pode induzir maior crescimento micelial, podendo
melhorar a producdo da enzima de interesse devido a0 aumento de massa. A adi¢do de
0,5% de D-glucose no meio de cultura dobrou a secreciao de lipases no meio de cultivo
contendo 6leo de canola 1%.

Bancerz, Ginalska e Fiedurek (2005) estudaram a influéncia da adicao de diversos
carboidratos ao meio de cultura para a producao lipolitica de P. chrysogenum, obtendo
melhor resultado quando o fungo foi cultivado em meio contendo sacarose 1,0% seguido
de D-glucose 1,0%. Rahman et al. (2006) fizeram um experimento semelhante para a
bactéria Pseudomonas sp., entretanto a adi¢cdo de D-glucose 1,0% ao meio de cultura
diminuiu a producdo de lipases em mais de 50% em relacdo ao meio sem adi¢do de
carboidrato.

O efeito da concentracdo da fonte de nitrogé€nio, de 6leo e de D-glucose na
producdo de lipase pode ser estudado de forma pontual, variando a concentracdo de um
destes, enquanto a concentragdo dos demais fica fixa. Ou podem ser estudados
conjuntamente, através de um delineamento fatorial. Nesse trabalho, onde as varidveis
foram estudadas em dois niveis, utilizando pontos externos e repeticdes de pontos
centrais, a varidvel 6leo de canola mostrou efeito positivo na producdo de lipases, levando
a um ganho na producdo lipolitica, enquanto que o efeito das demais varidveis foi
negativo, levando a uma diminui¢do na producdo da enzima. De acordo com Rodrigues e
Iemma (2005) um modelo € preditivo e estatisticamente vélido se 0 Fcacurado € maior que o
Fiabelado, € neste delineamento experimental o Feaicurado fO1 maior que o Fiaperado, mostrando
um modelo estatisticamente valido.

Um novo meio de cultivo foi definido a partir desse experimento, contendo 6leo
de canola 3,5%, D-glucose 0,25%, peptona 0,05% e solucdo de sais de Khanna 5%.
Estudos sobre a concentracdo da fonte de carbono e fonte de nitrogénio sdo mais
comumente apresentados de forma individuais na literatura, como apresenta Colin,
Baigori e Pera (2010), que estudaram o efeito de diferentes concentragdes de 6leo de oliva
na producdo lipolitica de Aspergillus niger MYA 135, obtendo como melhor a
concentragdo de 2,0% de 6leo de oliva.

O planejamento fatorial pode ser utilizado com diversas finalidades desde que se

utilizem varidveis independentes e continuas. Camacho et al. (2009) utilizaram o
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planejamento fatorial para avaliar o efeito da temperatura e do NaCl na produgdo de
lipases pela arqueobactéria Haloarcula marismortui. Chennupati et al. (2009) fizeram
estudos de otimizacdo de meio de cultura através de planejamento fatorial para a
producdo de lipase pela levedura Rhodotorula mucilaginosa. Nesse trabalho os autores
estudaram a variacdo da concentra¢do de amido, farinha de soja e 6leo de soja no meio de
cultivo.

Nas ultimas décadas, fungos, bactérias e leveduras t€m sido testados em FES
exibindo diferentes estratégias metabdlicas em FES e em FSm. A comparagao direta de
varios parametros, tais como taxa de crescimento, produtividade ou volume de atividade,
sdo favorecidos pela FES na maioria dos casos (Holker; Hofer; Lenz, 2004). A terceira
parte do presente trabalho objetivou o estudo da producdo de lipases por B. brongniartii
em FES.

O primeiro passo para estudar a producdo de lipases em FES foi a selecdo do
substrato de cultivo. Os resultados obtidos para B. brongniartii demonstram que, de todos
os substratos testados, farelo de trigo foi o melhor para a produgado de lipases. FES é um
tipo de meio de cultivo no qual é comum a utilizacdo de residuos agroindustriais como
substrato de crescimento do microrganismo e producdo do metabolito de interesse.

Alguns trabalhos com lipases de fungos filamentosos cultivados em FES podem
ser encontrados na literatura, como R. rhizopodiformis e R. pusillus, que foram cultivados
em bagaco de cana-de-acticar e torta de oliva (1:1) (Cordova et al., 1998). A. niger que foi
incubado em farelo de trigo e em torta de gergelim (3:1) (Mala et al., 2007), em farelo de
trigo e bagaco de milho (Damaso et al., 2008) e em uma mistura 1,25:2,5:6,25 de trigo
moido, torta de coco e farelo de trigo (Edwinoliver et al., 2010). R. chinensis (Sun; Xu,
2008) e P. verrucosum (Kempka et al., 2008) foram cultivados em vérios tipos de
substratos, sendo os melhores uma mistura de farinha de trigo e farelo de trigo (3:2) para
R. chinensis e farelo de soja para P. verrucosum.

O tempo de crescimento micelial e da maior producdo enzimdtica varia entre as
diferentes espécies de fungo, mas também de acordo com o tipo de cultivo, FSm ou FES,
e com a fonte de carbono. Para determinar o melhor tempo de cultivo para a producio de
lipases por B. brongniartii em FES, este foi cultivado por 10 dias em farelo de trigo,
obtendo como melhor tempo de cultivo 7 dias, com atividade de 11 U/mL, ou 165 U/g de
substrato.

Os fungos R. rhizopodiformis e R. pusillus, que foram cultivados em FES com

bagaco de cana-de-agtcar e torta de oliva (1:1) obtiveram melhor produgdo lipolitica apds
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24 horas de crescimento, com atividade de cerca de 80 e 20U/g de substrato,
respectivamente (Cordova et al., 1998). A. niger (Mala et al., 2007) e R. chinensis (Sun;
Xu, 2008), que foram incubados, respectivamente, em farelo de trigo e em torta de
gergelim (3:1) e em farinha de trigo e farelo de trigo (3:2), produziram, ambos, maior
quantidade de lipases ap6s 72 horas de cultivo, com uma atividade de cerca de 400U/g de
substrato. A. mniger cultivado em trigo moido, torta de coco e farelo de trigo
(1,25:2,5:6,25) também obteve maior producdo de lipases apds 72 horas de cultivo, mas
com producdo de cerca de 600 U/g (Edwinoliver et al., 2010). P. verrucosum (Kempka et
al., 2008), que foi cultivado em farelo de soja, teve maior producio de lipases, cerca de
75U/g de substrato, ap6s 156 horas de crescimento.

O meio utilizado para umedecer o substrato de crescimento em FES também pode
influenciar no crescimento do microrganismo e na producio enzimatica. Esse meio pode
variar de dgua deionizada a solugdes de sais complexas. Quando diferentes solugdes
foram testadas como meio para umedecer o farelo de trigo, a produgdo enzimdtica ndo
sofreu grandes variagdes, optando-se, portanto, por continuar utilizando dgua deionizada
para esse fim. Facchini (2010) realizou um experimento semelhante para a producdo de
xilanases e celulases por A. japonicus, obtendo como melhor solu¢do para umedecer o
substrato em FES a solucdo de sais de Khanna para xilanases e sais SR para celulases.

Outro fator que pode influenciar no crescimento fingico e produgao enzimética é
a adicao de uma fonte extra de nitrogénio. Quando este fator foi testado observou-se que
nenhuma das fontes de nitrogénio testadas foi capaz de aumentar a producgdo lipolitica, o
que demonstra que o farelo de trigo que compde o meio é uma fonte de nitrogénio
eficiente para o crescimento e produgdo lipolitica do fungo em estudo. Facchini (2010)
obteve maior producdo de xilanases e celulases por A japonicus quando adicionou
peptona a FES. Sun e Xu (2008) obtiveram maior producio de lipase por R. chinensis
adicionando extrato de levedura ao meio de cultivo em estado s6lido composto por farelo
de trigo.

Outro fator examinado foi a adi¢do de 10% de 6leo ao meio de cultivo em estado
s6lido, com a finalidade de induzir maior producao lipolitica. Como resultado, obtivemos
que a adicdo de 10% de Oleo nim aumentou cerca de 70% a producdo de lipase
comparado ao meio sem adi¢do de 6leo. Damaso et al.(2008) testaram a influéncia da
adi¢ao de 6leo de oliva em FES para um mutante de A. niger, obtendo como melhor

resultado a adic¢ao de 6leo de oliva 2% ao farelo de trigo.
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Com a finalidade de otimizar a produgdo de lipases em FES foi realizado um
delineamento fatorial, onde as varidveis independentes e continuas testadas foi farelo de
trigo, 4gua e 6leo nim. Neste experimento observou-se que a quantidade de farelo de trigo
e dgua influenciam diretamente a producio de lipases, sendo que a dgua tem influéncia
positiva sobre essa producio, o que demonstra a importancia da umidade do meio para a
producdo enzimdtica do microrganismo em estudo. Neste delineamento experimental o
Feaiculado fO1 maior que o Fpelado, mostrando um modelo estatisticamente véalido. Um novo
meio de cultivo foi determinado com este experimento, com farelo de trigo, dgua e 6leo
nim na propor¢do de 4:9:0,4. Kempka et al. (2008) utilizaram o método de superficie de
resposta para otimizar a produ¢do de lipases de P. verrucosum em fermentacdo em estado
solido. Nesse trabalho ele variou a temperatura de incubacdo e a umidade do meio
obtendo como melhor condi¢do para a producdo enzimatica 27,5°C de temperatura de
incubagdo e 55% de umidade no meio de cultivo.

A comparagdo entre os dois métodos de fermentacdo para a producao de lipases
por B. brongniartii demostra maior produgdo de lipases por FES, entretanto a quantidade
de proteina no extrato enzimdtico bruto € muito alta, o que faz com que a atividade
especifica do extrato bruto extracelular de FSm seja 9 vezes maior que em FES, tornando
o extrato de FSm mais conveniente para os estudos de purificacdo e imobilizacdo. Além
disso, a melhor producdo de lipases em FES se d4 apds 7 dias de cultivo, enquanto que
para FSm se d4 apds 3 dias de cultivo, sem a necessidade de se controlar a umidade
relativa do ar.

A quarta parte deste trabalho foi caracterizar os extratos brutos. O primeiro passo
foi averigar a temperatura 6tima de atividade enzimdtica. Para o extrato intracelular
produzido por FSm e para o extrato produzido por FES a melhor temperatura de ensaio
foi 60°C e para o extrato extracelular produzido por FSm foi de 70°C, entretanto se levar
em consideracdo o erro experimental ndao houve diferencga estatisticamente significativa
em relacdo a temperatura de 60°C.

A temperatura 6tima para a atividade enzimética varia com a fonte da enzima.
Bancerz, Ginalska e Fiedurek (2005) demonstraram que para as lipases de P.
chrysogenum a temperatura 6tima de atividade se d4 a 30°C. Mahadik et al. (2002) e Shu,
Yang e Yan (2007) relataram a temperatura de 45°C como sendo a melhor para a
atividade lipolitica extracelular do fungo A. niger. Lima (2004) estudou a atividade de
lipases do fungo P. aurantiogriseum, cuja atividade foi maior quando o ensaio foi

realizado na faixa de temperatura de 50° a 70°C. Bancerz e Ginalska (2007) obtiveram
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para a lipase de Bjerkandera adusta a atividade 6tima a 45°C. Park et al. (2007)
obtiveram 60°C como temperatura 6tima para a lipase da bactéria Burkholderia sp. Para o
fungo entomopatogénico Nomuraea rileyi, Supakdamrongkul, Bhumiratana e Wiwat
(2010) observaram que a melhor temperatura de atividade foi 35°C.

A estabilidade térmica da enzima € uma caracteristica requerida em diversos
processos industriais que utilizam altas temperaturas. As lipases intra e extracelulares de
B. brongniartii produzidas por FSm sdo totalmente estdveis a 70°C por 180 minutos de
incubagdo, sendo que alcancam um Tsy apds 180 e 35 minutos, respectivamente. Ja as
lipases produzidas por FES se mostraram estdveis a 60°C no tempo de incubacdo, mas
alcancaram um Tsp ap6s 90 e 7 minutos de incubacdo a 70° e 80°C, respectivamente. A
alta termoestabilidade das lipases de B. brongniartii indica que as enzimas desse fungo
podem ser de interesse para industrias que utilizam essas condi¢des de temperatura nos
processos de produgdo.

As enzimas de B. brongniartii mostraram-se mais termoestdveis do que as lipases
de diversos fungos registrados na literatura, como as de Rhizopus oryzae (Hiol et al.,
2000) que € termoestavel apenas a 35°C, Burkholderia sp. (Park et al., 2007), que é
termoestdvel a 50°C, as lipases de Mucor hiemalis f. hiemalis (Hiol et al., 1999) que é
termoestdvel a 45°C. B. ribis produz lipases estiveis a 60°C apds 180 minutos de
incubagdo, com atividade residual de 60% e a 65°C atinge um Tsy ap6s 110 minutos de
incubacdo (Messias et al., 2009). N. rileyi mantém cerca de 70% de sua atividade apds 60
minutos de incubagdo a 55°C (Supakdamrongkul; Bhumiratana; Wiwat, 2010).

Outra varidvel estudada foi o efeito do pH na atividade e estabilidade enzimatica.
Os trés extratos brutos produzidos por B. brongniartii apresentaram maior atividade
quando tamponadas em pHs 4cidos, no intervalo de pH de 4,5-6,0. As lipases de P.
chrysogenum foram mais ativas no intervalo de pH de 5,0 a 7,0 (Bancerz; Ginalska e
Fiedurek, 2005). A lipase purificada de A. niger apresentou maior atividade em pH 7,0
(Shu; Yang; Yan, 2007). As enzimas lipolitica da bactéria Burkhlderia sp. sdo mais
alcalinas e t€ém pH 6timo de 8,5 (Park et al., 2007). As lipases do fungo N. rileyi também
sd@o demonstradas como alcalinas, tendo pH 6timo igual a 8,0, mas com mais de 80% de
atividade na faixa de pH de 7,0 a 9,0 (Supakdamrongkul; Bhumiratana; Wiwat, 2010).

Quanto a estabilidade ao pH das lipases de B. brongniartii, ap6s duas horas de
incubacgdo, as lipases intracelulares produzidas por FSm mantiveram mais de 80% de
atividade em toda a faixa de pH estudada, exceto o pH 8,0, chegando préxima da Ts

nesse pH. A lipase extracelular manteve mais de 80% de atividade apds incubacdo nos
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pHs de 5,0 a 7,5. J4 as lipases produzidas por FES se mostraram estdveis em toda a faixa
de pH testada.

As lipases de varias espécies de fungos possuem diferentes faixas de estabilidade
ao pH como no caso das lipases de Fusarum solani que é estavel por uma hora em pH de
7,5 a 8,5 (Maia et al., 1999), de R. oryzae, que € estavel por uma hora em pH de 5,0 a 7,5
(Hiol et al., 2000), de B. adusta, que sdo estaveis na faixa de pH de 6,0 a 9,0 (Bancerz;
Ginalska., 2007) e de N. riley, estavel por uma hora nos pHs de 7,0 a 9,0
(Supakdamrongkul; Bhumiratana; Wiwat, 2010).

Muita atengdo tem sido dada a estabilidade de lipases na presenca de solventes
organicos, pois € sabido que a presenca desses desempenham um papel importante na
performance enzimatica (Lopez et al., 2004). A estabilidade das lipases na presenca de
solventes organicos é de grande interesse, uma vez que sdo nessas condicdes que se
realizam as reacOes de esterificacdo (Karadzic et al., 2006). Fatores como polaridade,
hidrofobicidade e tamanho da cadeia carbonica do solvente devem ser levados em
consideracdo, pois se tratam de caracteristicas envolvidas nesse processo (Lopez et al.,
2004; Bancerz; Ginalska, 2007).

A lipases produzidas por FSm, tanto intra como extracelulares, foram estaveis em
praticamente todos os solventes, exceto em acetonitrila e isopropanol, com atividade
residual de 70% e 53%, para as lipases intracelulares, e 80% e 65% para as extracelulares,
respectivamente nesses dois solventes. Contudo, as lipases produzidas por FES foram
inativadas por quase todos os solventes estudados, mantendo atividade residual apenas em
DMSO, acetona e metanol, na propor¢cdo de 74%, 27% e 14%, respectivamente. Lipases
estaveis a solventes organicos como as produzidas em FSm por B. brongniartii sdo
interessantes para processos de esterificacao (Karadzic et al., 2006), enquanto que lipases
instaveis a esses compostos, como as produzidas em FES por B. brongniartii, nao sao
Uteis para esses processos.

Em estudos feitos com lipases de Bjerkandera adusta, apds 24 horas de incubagao
em temperatura ambiente resultaram em enzimas com perda de 60% de atividade na
presenca de DMSO, 70% em acetona e em butanol, 80% em metanol, acetonitrila e
propanol, 85% em etanol (Bancerz; Ginalska, 2007). As lipases de B. ribis foram
instdveis em acetona, butanol, isopropanol, hexano e tolueno, mantendo menos de 30% de
atividade residual apds incubag@o nesses solventes. Essas enzimas mantiveram 68% de
atividade apds incubagdo em isooctano e 100% de atividade apds incubagao em metanol

50% e etanol 50% (Messias et al., 2009). As lipases de Burkholderia sp. foram estdveis

114



Discussdo

em hexano, metanol e etanol, com atividade residual de 103%, 95% e 88%,
respectivamente (Park et al., 2007).

A atividade lipolitica pode ser mensurada por diferentes métodos, sendo os mais
comuns os colorimétricos, principalmente aqueles que utilizam p-nitrofenil-ésteres como
substrato (Hasan; Shah; Hameed, 2009). E comum se encontrar trabalhos que utilizam
também a andlise da hidrélise de substratos naturais da lipase através do método
titulométrico, que mensura a quantidade de &cido graxo liberado ap6s hidrdlise
enzimatica. No presente trabalho foi analisada a atividade lipolitica do extrato extracelular
produzido por FSm e do extrato produzido por FES frente a diferentes 6leos vegetais. O
extrato produzido por FES obteve maior atividade lipolitica que o produzido por FSm
frente a todos os dleos testados, sendo os melhores o 6leo de oliva e de girassol. Para o
extrato produzido por FSm a melhor atividade se deu em trioleina, 6leo de soja, milho e
girassol.

Polizelli et al. (2008) estudaram a hidrdlise de diferentes 6leos vegetais pela lipase
da semente de Pachira aqudtica, obtendo maior hidrélise com 6leo de oliva. A lipase do
fungo Bjerkandera adusta hidrolisou melhor 6leo de milho comparado aos 6leos de
girassol, soja, oliva e uva (Bancerz; Ginalska, 2007). A lipase da cepa F044 de
Aspergillus niger obteve melhor resultado com 6leo de oliva, seguido de 6leo de tungue e
semente de algodao (Zheng-Yu; Jiang-Ke; Yun-Jun, 2007). As enzimas de Nomuraea
rileyi foi mais héabil em hidrolisar 6leo de coco e 6leo de mamona e trilaurina e
tripalmitina, em comparacdo a outros Oleo naturais e triglicerideos sintéticos
(Supakdamrongkul; Bhumiratana; Wiwat, 2010).

A proxima parte deste trabalho foram os estudos de purificacdo e imobilizag¢do das
lipases existentes no extrato bruto extracelular produzido por FSm. Através dos
procedimentos aqui utilizados, foi possivel identificar dois tipos de lipases. A primeira
lipase identificada foi parcialmente purificada através de cromatografia em DEAE-
Celulose seguida por cromatografia em Octyl-Sepharose. Esse protocolo de purificagido
resultou em uma amostra purificada 5 vezes (fator de purificacdo igual a 5,12), com
recuperagao de 15,65% em relacdo ao extrato bruto. Estudos em eletroforese em
condi¢des denaturantes coradas com Coomassie Blue permitiram a visualizagdo de duas
proteinas. Em eletroforese em gel nativo foi possivel visualizar essas duas proteinas.
Quando este gel foi colocado sobre um gel de Agarose contendo dleo de oliva e o corante
Victoria Blue B, e incubado a 60°C overnight, revelou que apenas a proteina que ficou na

parte superior do PAGE teve atividade lipolitica. Essa banda foi recortada, macerada e
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ressuspendida em tampao de corrida de SDS-PAGE, e submetida a eletroforese. Esse
procedimento revelou que a proteina de maior massa molecular da amostra € a que tem
atividade de lipase, sendo a outra considerada um contaminante da amostra. Portanto, os
procedimentos cromatograficos aqui utilizados isolaram e purificaram parcialmente uma
lipase de aproximadamente 47 kDa.

Muitas aplicagdes industriais de lipases ndo requerem preparacdes homogéneas da
enzima, entretanto certo grau de pureza permite uma utilizacdo mais eficiente. Além
disso, a purificacdo de enzimas permite sua caracterizacao cinética, a determinagdo da sua
seqiiéncia primdria de aminodcidos e a determinagcdo de sua estrutura tridimensional
através da obtencdo de cristais (Saxena et al., 2003). Os métodos de purificagcdo de lipases
dependem do microrganismo, do meio e condi¢des de cultivo e das caracteristicas da
enzima. Deste modo, protocolos de purificacio podem variar mesmo quando cepas
diferentes do mesmo microrganismo, ou condi¢cdes de cultivo diferentes forem utilizadas
(Lima, 2004).

Zheng-Yu, Jiang-Ke e Yun-Jun (2007) purificaram uma lipase de A. niger com
massa molecular entre 35-40 kDa, utilizando precipitacdo com sulfato de amonio, seguido
por cromatografia em DEAE-Sepharose e filtracio em gel em Sephadex G-75, o que
resultou em um fator de purificacdo de 73,71 vezes, com 33,99% de recuperacgdo.
Recentemente Supakdamrongkul, Bhumiratana e Wiwat et al. (2010) publicaram estudos
que incluem a purificagdo de uma lipase de aproximadamente 97 kDa de N. rileyi. Neste
trabalho o extrato bruto foi submetido inicialmente a precipitacdo com sulfato de amdnio
80%, seguida de filtragdo em gel em Sephacryl S-100, resultando em um fator de
purificacdo de 23,9 vezes, com recuperacdo de 1,69%. Borkar et al. (2009) purificaram
uma lipase extracelular da bactéria Pseudomonas aeruginosa de aproximadamente 29
kDa, utilizando precipitacdo com sulfato de amonio, seguida de cromatografia em Fenyl-
Sepharose e Mono Q e obteve 7,5% de recuperacio e um fator de purificacdo de 98 vezes.
Como se pode observar com esses exemplos, a precipitacdo com sulfato de amonio é um
procedimento muito utilizado como primeiro passo do processo de purifica¢do, variando
muito de trabalho para outro na recupera¢do da enzima e no fator de purificacdo. Este
procedimento, assim como precipitacdo com acetona e etanol, também foi testado em
nosso trabalho (dados ndo mostrados), entretanto ndo apresentou boa recuperacdo, nem
aumentou o fator de purificacdo.

Uma segunda forma lipase do filtrado de B. brongniartii foi imobilizada e

purificada em um tnico passo utilizando a resina DEAE-Celulose como suporte. Esse
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processo de imobilizacdo e purificacdo foi estudado em Batch. Geralmente enzimas em
solucdo ndo s3o muito estiveis em temperaturas elevadas nem ao tempo de
armazenamento. Enzimas imobilizadas sdo conhecidas por serem estdveis por maiores
tempos que a livre, a temperaturas elevadas, e ao tempo de armazenamento. Essa
caracteristica, junto a possibilidade de reuso dos derivados enziméticos por mais de um
ciclo, tem despertado interesse e motivado pesquisas com diversas enzimas com aplicacio
industrial (Silva, 2009). A cinética de imobiliza¢do das lipases de B. brongniartii mostra
que apds 60 minutos em contato com a resina, mais de 50% das lipases do filtrado haviam
se ligado a ela, e ap6s 180 minutos quase todas as lipases faziam parte do derivado. A
velocidade de adsor¢do da proteina ao suporte varia com o tipo de proteina que se estuda
e com as caracteristicas do suporte. Giltlesen, Bauer e Adlercreutz (1997) verificaram que
a lipase comercial de Candida rugosa foi quase totalmente adsorvida em matriz pé de
polipropileno antes de 100 minutos de contato com o suporte. Gupta et al. (2005)
purificaram uma lipase de Burkholderia multivorans em um tnico passo utilizando
imobilizacdo em matriz de polipropileno. Neste trabalho 50% da lipase presente no
extrato bruto foi imobilizada antes de 15 minutos. Cunha et al. (2009) estudaram a
separacdo e imobilizacdo de lipases produzidas por P. simplicissimum utilizando suportes
hidrofébicos. No primeiro procedimento, que utilizou Butyl-Agarose como suporte, 50%
das lipases foram adsorvidas antes de 10 minutos.

Decorrido o tempo de imobilizacdo das lipases de B. brongniartii, o derivado foi
tratado com solucdes de NaCl 1,2 e 4 M, com a finalidade de dessorver a enzima
anteriormente estudada e outras proteinas que pudessem estar ligadas ao suporte por
interacdo idnica. Esse procedimento resultou em um derivado que continha 51% das
lipases presentes no extrato bruto ativas. O detergente Triton X-100, na concentra¢do de
1%, foi capaz de dessorver cerca de 50% da enzima imobilizada, sendo essa denominada
lipase livre. Quando a lipase livre e o derivado foram submetidos a eletroforese foi
possivel observar apenas uma banda protéica em cada gel, as quais correspondiam na
altura de migracdo no gel, portanto foram consideradas a mesma enzima. Essa lipase teve
massa molecular estimada de 22,12 kDa.

A caracterizag@o da lipase parcialmente purificada e da lipase imobilizada de B.
brongniartii iniciou-se com estudos da temperatura e pH de atividade. Para esse processo
optou-se por estudar as duas varidveis conjuntamente, levando em consideragao o efeito
de uma sobre a outra. Foram feitas matriz de planejamento experimental, abrangendo as

faixas de temperatura e pH de 22-78°C e 1,96-9,04, respectivamente. Ambas as enzimas
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tiveram maior atividade em temperaturas e pHs intermediarios, dentro da faixa estudada.
Nos dois delineamentos experimentais 0 Feaculado f01 maior que o Figpelago, mostrando um
modelo estatisticamente vélido. Analisando os graficos de superficie de resposta, pode-se
observar que o pico do grafico estd nas coordenadas 45°C-pH 5,5, para a lipase
parcialmente purificada, e 55°C-pHS,5, para a imobilizada. Kempka et al. (2008) fizeram
um estudo semelhante com a lipase produzida por P. verrucosum e obteve como melhor
condi¢do de ensaio a temperatura de 44°C e pH igual a 7,0, tendo as maiores atividade
nos pHs centrais e pouca influéncia da temperatura, na faixa em que estudou.

A termoestabilidade das duas lipases também foi estudada. A lipase parcialmente
purificada mostrou estabilidade semelhante ao extrato bruto, nas temperaturas de 60° a
80°C, sendo estavel por 180 minutos a 60° e 70°C e atingindo um Tsy apds 40 minutos a
80°C. A termoestabilidade do derivado a 70°C foi estudada em comparacdo ao extrato
bruto. O derivado foi estavel por 240 minutos a 70°C, assim como o extrato bruto. Num
segundo estudo da termoestabilidade do derivado comparou-se sua estabilidade a do
extrato bruto, da lipase II livre e do derivado adicionado de 20% de glicerol, a
temperatura de 75°C. O derivado mostrou-se mais estdvel que a enzima livre nessa
temperatura, sendo que alcangou um Tsp apds 25 minutos de incubagdo, enquanto que a
lipase livre alcangou um Tsy com menos de 15 minutos. Entretanto, o derivado foi menos
estavel que o extrato bruto (Tsp igual a 90 minutos), possivelmente por haver algum
componente no extrato bruto que protege essa enzima. No intuito de aumentar a
estabilidade do derivado foram adicionados 20% de glicerol ao mesmo. O glicerol age
com um protetor da enzima, mantendo-a estdvel por mais tempo em temperaturas altas. A
adicdo de glicerol ao derivado fez com que este tivesse um termoestabilidade maior a
75°C, tendo um Tsg de 110 minutos.

Kumar et al. (2005) purificaram uma lipase da bactéria Bacillus coagulans que CE
mostrou termoestdvel a 70°C por 25 minutos, alcancando um Tsy apds esse tempo de
incubacdo. Saisubramanian et al. (2008) purificaram uma enzima lipolitica de
Acinetobacter sp. que foi estavel a 50°C por 60 minutos, e permaneceu com cerca de 40%
de atividade a 60°C apds 60 minutos de incubagdo. Borkar et al. (2009) purificaram uma
lipase de Pseudomonas aeruginosa que atingiu um Tsp apés 45 minutos de incubacdo a
70°C. A lipase purificada do fungo A. niger foi estdvel at¢ a 60°C ap6s uma hora de
incubacdo (Zheng-Yu; Jiang-Ke; Yun-Jun, 2007). J4 a lipase de N. rileyi mostrou-se
estavel a 50°C, ficando com aproximadamente 45% de atividade apds incubagdo a 60°C

por 60 minutos (Supakdamrongkul; Bhumiratana; Wiwat, 2010). Bancerz e Ginalska
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(2007), que estudaram a lipase imobilizada e livre de Bjerkandera adusta, mostraram que
a lipase imobilizada foi mais termoestavel que a livre em cerca de 10% apds 120 minutos
a 75°C, e manteve 30% da atividade apds incubacdo a 80°C, o que ndo acontece quando a
lipase estd em solucdo — nao apresenta atividade residual ap6s 120 minutos de incubagio
a 80°C quando na forma soldvel.

Muitas enzimas sao ativadas por fons metdlicos, que funcionam como co-fatores,
essas enzimas sao denominadas metaloenzimas. Outros fons, ao contrario, podem inibir a
atividade enzimatica, muitas vezes por interferir na estrutura da proteina, como no caso do
fon Hg™, que pode inibir a atividade enzimética atuando sobre sitios tiéis presentes no
sitio ativo da enzima (Rizzati et al., 2001). A atividade da lipase parcialmente purificada
de B. brongniartii teve pouca influéncia por sais, sendo ativada em cerca de 5% na
presenca de MnCl,, NaCl, NaBr e NH4Cl. Essa enzima foi parcialmente inibida por
CoCl,, NaH,PO4 e HgCl, sendo que este ultimo reduziu em cerca de 50% a atividade
lipolitica da enzima. NaCl e NH4Cl, além de NaNj3, também ativaram a lipase de N. rileyi,
mas em propor¢des diferentes. Essa lipase foi totalmente inibida por CoCl, e CsCl
(Supakdamrongkul; Bhumiratana; Wiwat, 2010). A lipase de B. brongniartii imobilizada
ndo foi ativada por nenhum dos sais testados e foi parcialmente inibida por MgCl,,
Zn(NOs3),, NaCl e HgCl, também sendo este dltimo o que mais reduziu a atividade da
enzima (50%). HgCl também inibiu a atividade da lipase de Rhizopus oryzae, nesse caso a
inibicdo foi de 74% (Hiol et al., 2000). A lipase de A. niger foi ativada em 150% por
CaCl,, mas foi parcialmente inibida por MnCl,, FeCl, e ZnCl, (Zheng-Yu; Jiang-Ke;
Yun-Jun, 2007). A lipase da bactéria P. aeroginosa, foi parcialmente inibida por quase
todos os ions testados, inclusive Hg2+, mas foi ativada em 7% por Ca>* (Borkar et al.,
2009).

Os parametros cinéticos das duas lipases estudadas no presente trabalho foram
calculados para o substrato sintético p-nitrofenilpalmitato (pNPP). A lipase parcialmente
purificada teve seus parametros cinéticos calculados através do programa SigrafW e da
representacao grafica de Hanes. Essa lipase obteve Ky € Vs de 2,055 pmol e 185 U/mg
de proteinas, de acordo com o programa SigrafW, e de 3,2 umol e 227 U/mg, calculado
por Hanes, respectivamente. O derivado obteve Ky € Vs de 1,26 umol e 90,95 U/mg de
proteinas, de acordo com o programa SigrafW, de 1,12 pmol e 90,74 U/mg de proteinas,
segundo a representacdo grafica de Lineweaver-Burk, e de 1,165 umol e 92,82 U/mg,

calculado por Hanes, respectivamente.
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Lipases de diferentes organismos diferem tanto no tamanho quanto nas
caracteristicas, inclusive quanto a seus parametros cinéticos. A lipase de A. niger pura
apresentou para o substrato pNPP, Ky e Vs, calculado segundo representagdo de
Lineweaver-Burk, de 7,37 mmol/L e 25,91 U/mg de proteina, respectivamente (Zheng-
Yu; Jiang-Ke; Yun-Jun, 2007). A lipase purificada de N. rileyi apresentou, também
segundo a representacdo grafica de Lineweaver-Burk, Ky de 2,1 uymol e Vs de 18,86
U/mg de proteina para a hidrélise pNPP (Supakdamrongkul; Bhumiratana; Wiwat, 2010).
A lipase de P. aeroginosa apresentou, de acordo com a representacdo grafica de
Lineweaver-Burk, Ky € Vi, para o substrato pNPP, de 0,37 mmol e 188,6 mol/L/min, e
para substrato p-nitrofenillaurato, 0,11 mmol e 161,3 mol/L/min, respectivamente
(Borkar et al., 2009). Prencreac’h e Baratti (1997) determinaram os pardmetros cinéticos
da lipase imobilizada de Pseudomonas cepacias por regressdo linear. Esta enzima
apresentou para a hidrélise de pNPP Ky e Vinax de 8,7 mmol e 90,1 U/g, e para hidrélise

de p-nitrofenilacetato, de 0,9 mmol e 2,9 U/g, respectivamente.
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Conclusdes

Neste trabalho foi realizada uma prospeccdo de fungos filamentosos em drea de
armazenamento de 6leos para a producgdo de biodiesel, isolando 36 fungos, alguns do

quais com potencial para a producao de lipases.

Dos fungos estudados para a producido lipolitica, Beauveria brongniartii foi o que
apresentou excelentes niveis enzimaticos de lipases quando comparado com a

literatura.

A melhor producdo enzimética de lipases por B. brongniartii em FSm ocorreu com
72 horas de incubagdo a 100 rpm, a 30°C. A FSm foi otimizada para o meio de

cultivo Khanna, com 6éleo de canola 3,5%, peptona 0,05% e D-glucose 0,25%.

A FSm nas condi¢Ges otimizadas apresentou-se como mais adequada a producdo de
lipases para estudos de purificacdo e imobilizacdo por apresentar maior atividade

especifica em relacdo a FES.

A melhor producdo enzimdtica de lipases por Beauveria brongniartii em FES
ocorreu na presenga de farelo de trigo como substrato. As melhores condi¢des de
cultivo para a produgdo lipolitica foi 7 dias de incubagdo, a 30°C com 80% de
umidade relativa do ar. A FES foi otimizada para um meio de cultivo contendo 4g de

farelo de trigo, 9 mL de dgua deionizada e 0,4 mL de 6leo nim.

A utilizacdo da FES para a producgdo de lipases por Beauveria brongniartii se mostra
interessante para a utilizacdo em processos onde a pureza ndo seja requerida, pois
utiliza um substrato barato e condicdes de cultivo que exigem menos gastos com

energia, ja que nao ha necessidade de estufas com agitador.

As lipases presentes nos extratos brutos produzidos por Beauveria brongniartii
apresentaram atividade 6tima com temperaturas em torno de 60°C, e com pHs entre
4,5 e 6,0. As lipases produzidas por FSm se mostraram mais termoestdveis que as
produzidas por FES nas temperaturas de 60° e 70°C. Quanto a estabilidade ao pH, as
lipases intracelulares produzidas por FSm foi estdvel nos pHs de 2,5 a 7,5, as lipases
do filtrado da FSm, foi mais estdvel nos pHs de 5,5 a 7,5 e as produzidas por FES
foram estdveis em toda a faixa de pH testada (pH 2,5-8,0). As lipases produzidas por
FSm se mostraram estdveis a maioria dos solventes, enquanto que as produzidas por

FES nao se mostrou estivel em nenhum.
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» As lipases de Beauveria brongniartii apresentam caracteristicas desejaveis para
aplicagcdes em processos industriais, pois possuem atividade e estabilidade em
temperaturas altas, sdo estdveis em diversos pHs e sdo estdveis a varios solventes

organicos.

» Duas lipases diferentes presentes no filtrado de FSm foram identificadas. Umas delas

foi parcialmente purificada, apresentando massa molecular de 46,85 kDa.

» Um segundo tipo de lipase de 22,12 kDa foi purificada e imobilizada em um passo
utilizando DEAE-Celulose. Esse procedimento € interessante, pois reduz os custos

com purificagdo, além de dar a possibilidade de reuso do catalisador imobilizado.
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