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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos avaliar as condi¢Oes de cultivo para a producéo de
lipase e acumulo de lipidio pela levedura Candida viswanathii utilizando diferentes
fontes de carbono e nitrogénio em condicdes submersas, imobilizar a lipase e avaliar o
seu potencial em reacdo de hidrdlise de gordura de frango em biorreator tipo cesto. Os
cultivos submersos em condigdes limitantes de nitrogénio com diferentes fontes de
lipidios puros ou complexos mostraram que C. viswanathii acumulou 44% de lipidio
intracelular em trioleina e 39% em azeite de oliva utilizando extrato de levedura como
fonte de nitrogénio. Nestas condi¢es, a producao de lipase foi 26,78 U/ml em azeite de
oliva e 23,6 U/ml em trioleina. O nitrato de amdnio inibiu a producéo de lipase em 48%
em trioleina e 69% em azeite de oliva. Além disso, a anélise dos &cidos graxos revelou
predominancia de acido oleico (C18:1), em proporcdes de 69,31, 60,69 e 68,84%, para
azeite de oliva, glicose e azeite/glicose, respectivamente. Quanto a imobilizacao,
estudou-se a influéncia do diametro da esfera e da concentracdo de alginato, obtendo-se
o melhor didmetro de 2 mm e concentracdo de 2% de alginato, com atividade
enzimatica de 13,42 U/g e 28 U/g, respectivamente. Utilizou-se alginato de sédio em
sua forma convencional e modificado com glutaraldeido, alcool polivinilico e
carboximetilcelulose, sendo que o alginato na forma convencional foi o que apresentou
melhores resultados, obtendo-se 28,6 U/g e mais de 50% de atividade apds 15 ciclos de
reuso. A caracterizacdo da lipase livre e encapsulada de C. viswanathii revelou
temperatura étima de atividade de 35 °C para a enzima encapsulada e na faixa de 40 —
45 °C para a lipase livre sobre a hidrélise do p-NPP. Sobre a hidrolise de gordura de
frango, tanto enzima livre quanto encapsulada apresentaram temperatura Otima de
atividade a 40 °C. Quanto a estabilidade térmica, a enzima livre apresentou boa
estabilidade até 12h de incubacdo nas temperaturas de 30 e 40 °C. Ja a enzima
encapsulada mostrou-se estavel em até 72 horas de incubacdo nas mesmas temperaturas.
A enzima livre apresentou aumento de atividade na presenca de NH,Cl e CaCl,
(117,50% e 111,25%, respectivamente). Ja a lipase encapsulada apresentou aumento na
atividade com todos os ions analisados, sendo CaCl, (152,94%), NH,Cl (145,88%),
BaCl, (144,12%) e NaCl (138,24%). Em relagdo a hidrolise, observou-se que tanto a
enzima livre como encapsulada apresentaram maior atividade hidrolitica apos 96 horas

de incubag&o, em que a enzima encapsulada obteve 34,66% de hidrolise e a enzima livre
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obteve 17,91% de hidrdlise. Assim, a levedura Candida viswanathii mostrou-se
eficiente tanto para o acumulo de lipidio, quanto para a producdo de lipase nas
condicBes estabelecidas. Além disso, a enzima encapsulada apresentou boa estabilidade
e potencial para aplicacdo na hidrélise de gordura de frango.

Palavras-chave: Levedura oleaginosa; Enzima; Oleo Microbiano; Encapsulacéo;
Hidrolise.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the culture conditions for lipase production and
lipid accumulation by yeast Candida viswanathii using different carbon sources and
nitrogen under submerged conditions; and to immobilize the lipase produced in alginate
and to evaluate its potential for poultry fat hydrolysis in basket type bioreactor.
Submerged cultures under nitrogen-limiting conditions with different sources of pure or
complex lipids showed that C. viswanathii accumulated 44% intracellular lipid in
triolein and 39% in olive oil using yeast extract as a source of nitrogen. Under these
conditions, lipase production was 26.78 U/ml using olive oil and 23,6 U/ml with
triolein. Ammonium nitrate inhibited lipase production in 48% with triolein and 69%
wiht olive oil. In addition, analysis of fatty acids showed a predominance of oleic acid
(C18:1), in proportions of 69.31, 60.69 and 68.84%, for olive oil, glucose and olive
oil/glucose, respectively. The influence of drop diameter and alginate concentration was
studied, obtaining the best 2 mm diameter and 2% alginate concentration, with
enzymatic activity of 13.42 U/g and 28.0 U/g , respectively. Sodium alginate was used
in its conventional form and modified with glutaraldehyde, polyvinyl alcohol and
carboxymethylcellulose, and the alginate in the conventional form gave the best results,
obtaining 28.6 U/g and more than 50% activity after 15 cycles of reuse. The free and
encapsulated lipase characterization of C. viswanathii revealed an optimal activity
temperature of 35 °C for the encapsulated enzyme and in the 40-45 °C range for free
lipase on the hydrolysis of p-NPP. On the hydrolysis of poultry fat, both free and
encapsulated enzyme presented optimum temperature of activity at 40 °C. As for
thermal stability, the free enzyme presented good stability up to 12 h of incubation at
temperatures of 30 and 40 °C. The encapsulated enzyme was stable in up to 72 hours of
incubation at the same temperatures. The free enzyme showed increased activity in the
presence of NH,Cl and CaCl, (117.50% and 111.25%, respectively). In addition, the
encapsulated lipase presented increased activity with all the ions analyzed, being CaCl,
(152.94%), NH,CI (145.88%), BaCl, (144.12%) and NaCl (138.24%). In relation to the
hydrolysis, it was observed that both the free and encapsulated enzyme presented higher
hydrolytic activity after 96 hours of incubation, in which the encapsulated enzyme
obtained 34.66% hydrolysis and the free enzyme obtained 17.91% hydrolysis. Thus,

yeast Candida viswanathii proved to be efficient both for lipid accumulation and for



lipase production under the established conditions. In addition, the encapsulated enzyme

presented good stability and potential for application in poultry fat hydrolysis.

Keywords: Oleaginous yeast; Enzyme; Microbial Oil; Encapsulation; Hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

Alguns microrganismos apresentam grande potencial em sintetizar e armazenar
quantidades relevantes de lipideos em sua biomassa (CHANG et al., 2015), sendo que
dentre estes microrganismos destacam-se as leveduras oleaginosas, que sdo de rapido
crescimento e teor elevado de lipidio em sua biomassa celular (THEVENIEAU;
NICAUD, 2013). Desse modo, leveduras oleaginosas apresentam grande potencial na
acumulo de lipidios em funcdo da sua alta taxa de acimulo (HUGENHOLTZ; SMID,
2002), mas também pelo fato de serem microrganismos potenciais na producdo de

lipases.

Lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) s&o enzimas caracterizadas por
catalisar a hidrdlise de ligacGes éster de triglicerideos em diglicerideos,
monoglicerideos, acidos graxos e glicerol, sendo consideradas uma das enzimas mais
importantes entre as enzimas industriais (BRIGIDA et al., 2014). Em razdo de as
enzimas livres encarecerem 0 processo, por ndo possibilitarem sua recuperacéao e reuso,
a imobilizagdo enzimética apresenta-se com uma alternativa, por reduzir o volume de
reacao, além de favorecer a estabilidade da enzima e sua reutilizacdo (NISHA; ARUN;
GOBI, 2012; MATEO et al., 2007).

Muitos sdo os métodos de imobilizacdo, que se concentram em ligacGes
covalentes da enzima a uma matriz insoltvel; ligacdo cruzada intermolecular, utilizando
reagentes funcionais; adsorcdo a uma matriz insolivel em agua; aprisionamento dentro
de uma estrutura insolivel em &gua ou membranas semipermeaveis (DALLA-
VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). No caso de lipases, 0s principais métodos
utilizados incluem adsorcéo, ligacdo covalente e encapsulacdo (NIKPOUR; PAZOUKI,
DASHT, 2016); sendo que esta Ultima apresenta beneficios a enzima, como favorecer
uma maior area de superficie entre o substrato e a enzima por impor uma barreira fisica,
mas ndo restringir sua mobilidade (FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN;
MOLDES, 2012).

As aplicacOes de lipases imobilizadas sdo variadas; no entanto, vem ganhando

espaco no cenario mundial a hidroélise de lipidios, que resulta em acidos graxos bastante
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semelhantes aqueles encontrados em 0leos vegetais, tendo potencial para aplicagdo em

indUstrias de alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (GUPTA, 2016).

Vérios tipos de 6leos e gorduras podem ser utilizados neste tipo de hidrdlise,
como oleo de coco, soja, mostarda, girassol e arroz (GHOSH; BHATTACHARYYA,
1995), 6leo de palma (AL-ZUHAIR; HASAN; RAMACHANDRAN, 2003), 6leo de
oliva, sebo (LINFIELD et al., 1984) e 6leo de peixe (BYUN et al., 2007). Entretanto, a
gordura de frango tem conquistado espago e interesse, uma vez que apresenta grande
proporcdo de acidos graxos desejaveis, como 0s acidos graxos monoinsaturados, tais
como 4&cido oleico (CENTENARO; FURLAN; DE SOUZA-SOARES, 2008; LEE;
FOGLIA, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi estudar o acimulo de lipidio e a producéo de lipase de
Candida viswanathii, bem como imobilizar e avaliar o potencial para hidrolise de

gordura de frango.

2.2 Objetivos Especificos

= Auvaliar o acimulo de lipidios por Candida viswanathii utilizando diferentes

fontes de carbono em condigdes limitantes de nitrogénio em cultivo submerso.

= Auvaliar a composicao dos &cidos graxos produzidos nos lipidios acumulados por

C. viswanathii em diferentes condi¢des de cultivo.

= Avaliar a produgdo de lipase por C. viswanathii nas mesmas condi¢des
utilizadas para avaliacdo de acimulo de lipidio.

= Imobilizar a lipase produzida por C. viswanathii nas condigdes estabelecidas em
cultivo submerso e determinar suas principais propriedades bioquimicas,

comparando-as com as da enzima livre.

= Auvaliar o potencial para hidrolise de gordura de frango pela enzima encapsulada,

comparando com a enzima livre.
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CAPITULO 1

Revisdo da Literatura
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1. Enzimas

Enzimas sdo fundamentais para as células vivas, uma vez que catalisam todas
as reacOes metabdlicas necessarias para a producdo de macromoléculas indispensaveis
para a manutencdo dos seres vivos. Os primeiros relatos sobre catélise bioldgica sao
datados de 1700 em investigacOes sobre digestdo de carne por secrecfes do estdbmago
(NELSON; COX; 2014). Em 1833, A. Payen e J. F. Persoz fizeram a primeira
constatacdo notavel sobre a enzima diastase (amilase), e a partir disso muitos outros
estudos foram realizados devido a grande importancia que as enzimas apresentam
(SHODA et al., 2016). Com excecdo de RNAses, as enzimas sdo proteinas que
catalisam reacgdes bioquimicas com a capacidade de converter um substrato especifico
em produtos com elevadas taxas de reacdo. Dessa forma, as enzimas reduzem a energia
de ativacdo (Ea) e os produtos sdo formados mais rapidamente e as reacdes alcancam
seu estado de equilibrio mais rapidamente (PATEL; SINGHANIA; PANDEY, 2017).

As enzimas séo classificadas pela International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (IUBMB) em seis grandes classes de acordo com o tipo de reacéo
quimica que catalisam (Tabela 1), sendo atribuido um numero de classificacdo
denominado E.C. (Enzyme Commission of the IUBMB), de quatro digitos, onde o
primeiro nimero designa a qual classe a enzima pertence; o segundo numero, a
subclasse dentro da classe; o terceiro nimero, grupos quimicos especificos que
participam da reacdo, e o0 quarto nimero, a enzima, propriamente dita (NELSON; COX;
2014).



Tabela 1: Classificacao das enzimas.
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Classe  Enzimas

Tipo de Reacédo

Exemplo de Enzimas

1 Oxidoredutases

2 Transferases
3 Hidrolases

4 Liases

5 Isomerases
6 Ligases

ReacOes de oxidacdo e reducdo de ligagOes do
tipo C-H, C-Ce C=C
Transferéncias de grupo aldeidico, cetbnico,

acila, fosforila ou metila

Hidroélise de ésteres, amidas, lactonas, lactamas,

epoxidos, nitrilas, nidridos e glicosideos

Adicdo-eliminacdo de grupos a dupla ligacdo ou
formacdo de duplas ligacGes por remocgdo de
grupos

Transferéncia de grupos dentro da molécula
para produzir isoméros

Formacao e clivagem de ligagbes C-C, C-S, C-
O e CN e ésteres de fosfato

Peroxidase, Lacase, Tirosinase, Glicose
Oxidase

Fosforilase, Glicosiltransferase,
Aciltransferase

Glicosidase (Celulase, Amilase, Xilanase,
Quitinase, Hialuronidase), Lipase, Protease,
Peptidase

Decarboxilase, Aldolase, Desidratase

Racemase, Epimerase, Isomerase

Ligase, Sintetase, Acil Coa Sintetase

Adaptado de (SHODA et al., 2016).
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1.1 Enzimas Hidroliticas

Hidrolases sdo enzimas que catalisam a reacdo de hidrélise de
uma ligacdo quimica na presenca de molécula de agua (H,0), sendo utilizadas como
catalisadores para a producdo de materiais organicos macromoleculares em industrias
que contribuem do ponto de vista ecologico e sustentdvel (SHODA et al., 2016). As
hidrolases séo caracterizadas pelo numero de classe 3 da Enzyme Commission (E.C.) e
sdo classificadas em 13 subclasses de acordo com as ligacdes especificas clivadas. Estas
13 subclasses compreendem esterases (E.C 3.1), incluindo nucleases, fosfodiesterases,
lipases e fosfatases, que catalisam a hidrélise de ligacGes éster; glicosilases (E.C. 3.2)
que hidrolisam acUcares; éter, tioéter e trialquilsulfonio hidrolases (E.C. 3.3) que
rompem ligacOes éter; proteases/peptidases (E.C. 3.4) tais como aminopeptidases,
carboxipeptidases e endopeptidases, que hidrolisam ligacdes C-N peptidicas; hidrolases
que hidrolisam ligacdes C-N ndo peptidicas em amidas, amidinas e nitrilos (E.C. 3.5);
hidrolases que atuam sobre acidos anidridos incluindo nucleosideos di e trifosfatos, e
anidridos contendo sulfonilo (E.C. 3.6); hidrolases atuando em liga¢des C-C (E.C. 3.7),
ligacbes C-haleto (E.C. 3.8), ligacdes P-N (E.C. 3.9), ligacbes S-N (E.C. 3.10), ligacbes
C-P (E.C. 3.11), ligacdes S-S (E.C. 3.12) e ligacbes C-S (E.C. 3.13) (SOUSA et al.,
2015).

O mecanismo de atuacdo destas enzimas € 0 mesmo para todas as subclasses;
no entanto, os sitios ativos das hidrolases sdo diferentes. Existem quatro tipos principais
de sitios ativos que sdo baseados nos aminoacidos presentes e no mecanismo de acdo. O
primeiro tipo contém residuos de &cido aspartico ou glutamico, que é encontrado em
lisozima e pepsina como enzimas. O sitio ativo baseia-se na presenga de dois ou mais
grupos carboxilico. Um dos grupos carboxilico torna-se protonado e atua como acido
geral. O outro grupo carboxilico estd desprotonado e atua como uma base. O acido
(eletrdfilo) ativa o substrato, onde a base (nucleéfilo) ativa dgua. Enzimas que utilizam
este tipo de sitio ativo sdo aquelas que catalisam a hidrolise de éster, amida e as ligacfes
glicosidicas. O segundo tipo € composto por serino-proteases, e possui um grupo
imidazol no sitio ativo para ativacdo da &gua como um nucleodfilo. O mecanismo
catalitico inclui a acilagdo do grupo hidroxilo de um tiol, normalmente em uma serina
no sitio ativo, seguida pela formacdo de intermediarios acil-enzima. A terceira versao

de sitios ativos incluem ions metalicos zinco (Zn), cobalto (Co) ou niquel (Ni) para a
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ativacdo de agua e de substrato. Estes ions metalicos geralmente contém grupos
carboxilo de histidina (imidazol) e acido aspértico (glutdmico) como seus ligantes. Os
ions metélicos podem atuar como agentes eletrofilicos que ativam o centro de reagdo
atacado ou como ativadores eletrofilicos de moléculas de agua que geram céations
hidroxilo. A fosfatase alcalina € um exemplo primario deste mecanismo de sitio ativo. A
ultima categoria de sitio ativo também inclui ions metalicos, que séo ions de manganés
(Mn) ou de magnésio (Mg). Eles também servem como agentes eletrofilicos que ativam
0 substrato. No entanto, induzem um déeficit de eletrodensidade no centro de reagédo
devido a sua poténcia (BETTIN e FRANCO, 2005).

2. Lipases

Lipases sao formalmente chamadas de triacilglicerol hidrolases (E.C. 3.1.1.3)
que catalisam a hidrélise de triglicerideos em diglicerideos, monoglicerideos, &cidos
graxos livres e glicerol sob condicbes aquosas (Figura 1). No entanto, também podem
agir em reacOes de sintese, como esterificacdo e transesterificacdo, amidacéo, sintese de
peptideos e formacdo de lactonas macrociclicas, em condicGes reduzidas de dgua, onde
ha a transferéncia de grupos acila de solventes organicos (BARRIUSO et al., 2016;

BRIGIDA et al., 2014; FICKERS; MARTY; NICAUD, 2011).
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Figura 1: Hidrolise sequencial dos grupos acila no glicerideo, catalisada por lipases
(Adaptada de Castro et al., 2004).
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As lipases pertencem a familia das o/f hidrolases, ou seja, definidas por
estrutura contendo a-hélices e folhas-f (Figura 2). A atividade destas enzimas decorre
da triade catalitica formada pelos aminoacidos serina, acido aspartico (ou glutamico) e
histidina e geralmente uma sequéncia consenso (Gly-X-Ser-X-Gly; onde X é uma
aminoacido &cido) é encontrada ao redor da serina do sitio ativo. O sitio ativo €
protegido do meio por uma estrutura movel, denominada tampa hidrofdbica ou lid, que
ao estar em uma interface agua/lipidio sofre uma alteracdo conformacional para que o
sitio ativo seja exposto (ANGAJALA; PAVAN; SUBASHINI, 2016; BARRIUSO et al.,
2016; BORNSCHEUER, 2002).

Figura 2: Dobra canonica de o/p hidrolases. Alfa hélices sdo indicadas por cilindros, e
folhas B sdo indicadas por setas sombreadas (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

2.1 Mecanismo de agdo

A acdo das lipases acontece quando um atomo de oxigénio do grupo —OH do
residuo de serina nucleofilico ataca o carbono carbonilico ativado do éster lipidico, o
qual esta ligado ao sitio ativo da enzima. Esta reacdo forma um intermediério tetraédrico
transitorio, que se caracteriza pela carga negativa do oxigénio da ligacdo ester e pelos
quatro atomos ligados ao C carbonilico (Figura 3). O intermediario tetraédrico formado
é estabilizado por pontes de hidrogénio que ligam o atomo de oxigénio carbonilico
negativamente carregado denominado oxianion, e pelo menos dois grupos -NH

peptidicos da cavidade do oxianion. A histidina do sitio catalitico aumenta a capacidade
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nucleofilica da serina, a partir da transferéncia de um préton do grupo -OH da serina,
que é favorecida pela presenca do &cido catalitico, que orienta o anel imidazol da
histidina, neutralizando em parte a sua carga. Em seguida, a ligagdo éster é entdo
clivada pela doacdo de um préton ao oxigénio. Assim, um intermediario covalente é
formado quando o componente acido do substrato é esterificado a serina nucleofilica,
enquanto que, no meio o componente alcool é difundido. O préximo passo é a etapa de
desacilagcdo, em que uma molécula de &gua hidrolisa o intermediario covalente. Um dos
prétons da histidina ativa a molécula de a4gua e o ion OH resultante ataca o carbono
carbonilico do grupo acila a serina por ligacdo covalente. Outro intermediario
tetraédrico transitério é formado, estando negativamente carregado e sendo estabilizado
por interagdes com a cavidade oxianion. Um préton é doado da histidina para o
oxigénio da serina ativa, o qual libera o componente acil como acido carboxilico, e a
enzima pode iniciar a catalise de outra molécula de substrato (BORNSCHEUER, 2002;
JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).
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Figura 3: Mecanismo de reacdo de lipases: (A) Ligacdo do lipidio, ativacdo do residuo
de serina pela histidina vizinha e ataque nucleofilico ao &tomo de carbono carbonilico
do substrato pelo O- da Ser. (B) Intermediario tetraédrico transitorio, com O-
estabilizado por ligacdes de hidrogénio com dois grupos -NH peptidicos. (C) O
intermediario covalente (acil enzima). A entrada da molécula de &gua é ativada pelo
residuo de histidina vizinho. (D) O residuo de histidina doa um préton ao atomo de
oxigénio do residuo de serina ativo, a ligagéo éster entre a serina e 0 componente acila é
quebrada, e o produto acila € liberado como &cido carboxilico (JAEGER; DIJKSTRA;
REETZ, 1999).
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2.2 Ativacado Interfacial de lipases

Lipases possuem um mecanismo denominado ativagdo interfacial, descrito
inicialmente por Sarda e Desnuelle (1958). O sitio ativo das lipases € protegido por uma
tampa, também denominada lid, que nada mais é que uma cadeia peptidica de natureza
hidrofobica (Figura 4A). Quando em meio aquoso, as lipases apresentam conformacao
fechada e inativa, e conformacéo aberta e ativa. Na conformacdo fechada, o sitio ativo
estd isolado do meio reacional em virtude da protecdo que a tampa oferece. Ja a
conformacdo aberta ocorre quando a tampa esta na presenca de uma interface lipidio-
agua, havendo uma interacdo entre ambas. Entdo, a tampa se move e altera a forma da
enzima de fechada para aberta. Isso faz com que o sitio ativo seja exposto e favoreca a
catélise, uma vez que o sitio ativo fica acessivel ao substrato e expde uma superficie
hidrofobica ampla (Figura 4B) (MATHESH et al., 2016; RUEDA et al., 2016; SARDA,;
DESNUELLE, 1958). Assim, a ativacdo interfacial faz relacdo entre o aumento da
atividade de lipase e os substratos insollveis, de forma que lipases apresentam
preferéncia por interfaces &gua-6leo e agua-solvente organico, ou seja, substratos
emulsionados (JAEGER; REETZ, 1998).

Lid-aberta
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Ativacao interfacial de lipases

Sitio Ativo

Conformacao Fechada Conformacéo Aberta

Figura 4: (A) Sitio ativo das lipases e lid em conformacdo aberta e fechada (Adaptado
de HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009) e (B) Ativacdo interfacial de lipases
(Adaptado de BARBOSA et al., 2015).

Desse modo, o lid tem papel importante em favorecer a atividade hidrolitica de
algumas lipases(JOHNSON et al., 2016; LINDSAY et al., 2013). Por outro lado, outras
lipases ndo sofrem ativacdo interfacial apesar de apresentarem o lid, mas, como
exemplos pode-se citar lipases de Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia glumae
(MANOEL, 2011). Outro caso é o das cutinases, consideradas como as menores lipases
descritas e produzidas por microrganismos como Fusarium solani e Alternaria solani,
gue ndo apresentam esse mecanismo, ndo sendo dependentes dessa interface hidrofébica
para realizacdo da catalise (MESSIAS et al., 2011).

3. Producéo de lipases microbianas

Lipases podem ser obtidas a partir de diversas fontes, mas as principais fontes
sdo microrganismos, incluindo bactérias, fungos e leveduras. Estes microrganismos
podem produzir lipases em um custo mais baixo e menor tempo. Lipases microbianas
sdo enzimas biotecnologicamente valiosas, em virtude da versatilidade de suas
propriedades aplicadas e facilidade de producdo em grande escala (SHUKLA; DESAI,
2016).

As enzimas industriais sdo comumente produzidas a partir de cultivos

submersos (CSm), do tipo cultivo em batelada e batelada alimentada. No entanto, a
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producdo de enzimas também pode ocorrer por meio de cultivos em substrato sélido
(CSS) (COLLA; REINEHR; COSTA, 2012; SHARMA et al., 2016).

3.1 Cultivo em substrato solido (CSS)

Cultivo em estado solido é um processo em que 0S microrganismos crescem
sobre um material solido, seja ele natural ou sintético, na auséncia ou em quantidade
limitada de agua livre, 0 que previne contaminagdes bacterianas que necessitam de uma
elevada atividade de agua para se desenvolver. Apresenta-se como uma alternativa
interessante para a producéo industrial de enzimas com custos mais baixos, isso porque
apresenta vantagens como rendimentos de producéo e produtividades superiores, custos
operacionais mais baixos, menos exigéncias de controle de assepsia, meios de cultivos
de menor custo, boa distribuicdo de oxigénio, em razdo de células e especialmente hifas
aéreas serem expostas diretamente a fase gasosa; menos problemas operacionais,
equipamentos e sistemas de controle mais simples e menor consumo de energia
(RAMOS-SANCHEZ et al., 2015).

As lipases sdo consideradas enzimas indutiveis, ou seja, sua producdo é
estimulada pela presenca de algum indutor no meio de cultivo (MUTHUMARI;
THILAGAVATHI; HARIRAM, 2016; SETHI; NANDA; SAHOO, 2016). Dessa forma,
diferentes residuos agroindustriais, como farelos de trigo e arroz (LOPES et al., 2016;
MOHSENI et al., 2012), bagaco de cana-de-aclcar (KAM et al., 2016), entre outros,
podem ser efetivamente utilizados como substratos para a producdo de lipases em CSS
(FAISAL et al., 2014). No entanto, é importante ressaltar que é dificil obter todas as
caracteristicas necessarias para a producdo de lipase a partir de um unico substrato,
sendo necessaria a combinacdo de diferentes substratos e/ou a suplementacdo do meio
de cultivo, de modo que o composto tenha fonte de carbono e nitrogénio, além de sais
organicos e inorganicos e vitaminas, entre outros (ALMEIDA et al., 2016).

Quando se fala em biorreatores para CSS, estes devem favorecer o crescimento
e metabolismo dos microrganismos. Assim, os reatores utilizados mais frequentemente
séo do tipo de bandeja, de leito fixo ou de coluna e de tambor rotativo, pois eles variam
as condicOes de agitacdo e aeracdo, de modo que o CSS oferece um ambiente

completamente diferente do CSm para o crescimento celular e metabolismo, gerando
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maior rendimento do produto com reduzido gasto energetico, visto que ha maior
transferéncia de massa do suporte solido em razdo de uma area superficial maior
(HEGDE; RAMESH, 2016; RAMOS-SANCHEZ et al., 2015).

3.2 Cultivo submerso (CSm)

As enzimas industriais sdo produzidas majoritariamente por meio de CSm, em
razdo de vantagens no controle mais eficiente de parametros do processo, como
temperatura, pH, concentracdo de oxigénio dissolvido no meio e concentracdo do
substrato e produto; facilidade de cultivo e no controle de grandes volumes; e maior
homogeneidade do meio de cultura, que facilita o acesso aos nutrientes (PAULOVA;
PATAKOVA; BRANYIK, 2013).

Lipases tém sido produzidas preferencialmente por CSm por facilitar a
recuperacdo de enzimas extracelulares e a determinacdo de biomassa por filtracdo
simples ou centrifugagdo. O controle dos tipos e concentragdes de nutrientes, o pH, a
agitacdo e a presenca e concentracao de indutores podem afetar a produtividade destes
processos biologicos (COLLA et al.,, 2016; DAS et al., 2016). Para uma melhor
producdo de lipases deve-se promover a otimizagao das condicOes de fermentagdo, uma
vez que os parametros de cultivo influenciam diretamente nas caracteristicas e
eficiéncia do microrganismo (CELSON et al., 2016; JUDE; OGONNA, 2016).

A produtividade € pretendida em larga escala, sendo iniciada em escala
reduzida e os resultados obtidos nos frascos de agitacdo tomados como indicadores
preliminares para as condi¢Ges necessarias para a producdo industrial através de estudos
de escalonamento. O método para escalonamento de um sistema de fermentacdo €
geralmente baseado em critérios empiricos, tais como pH, temperatura, entrada de
energia constante por unidade de volume, coeficiente de transferéncia de massa

constante, tempo de mistura constante e velocidade (EL-SEDAWY et al., 2013).
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3.3 Fatores nutricionais

Muitos estudos dedicam-se a identificar quais as melhores condigdes de cultivo
que satisfacam as necessidades nutricionais do microrganismo a fim de produzir lipase
de maneira eficiente. A producdo de lipase microbiana é fortemente influenciada pelo
tipo e concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio, pH do meio de cultivo,
temperatura de crescimento e pela concentragdo de oxigénio dissolvido (OYEDEJI;
IJIGBADE, 2016; SUNDAR; KUMARESAPILLAI, 2013).

A fonte de carbono € um dos fatores nutricionais de maior relevancia quando
se trata de produgdo de lipase. Isso porque essas enzimas sdo indutiveis, produzidas
principalmente na presenca de 6leos, acidos graxos e glicerol, entre outros. A literatura
mostra que substratos lipidicos e seus metabdlitos, principalmente acidos graxos de
cadeia longa, atuam na sintese de lipase (DALMAU et al., 2000). Entre os substratos
para producdo de lipase pode-se citar fontes de triacilglicerdis, como 6leo de milho,
soja, canola, sementes de linhaca, girassol, entre outros; ressaltando-se que estas fontes
favorecem a producéo de lipase, mas ndo em niveis tao elevados, isto pelo fato de que a
lipase de C. viswanathii ser induzida preferencialmente com ésteres de acidos graxos
monoinsaturados (18:1 A9) (ALMEIDA; TAULK-TORNISIELO; CARMONA, 2013).
Dessa forma, é necessario dar a devida atencdo ao azeite de oliva, que possui uma
elevada quantidade de acido oleico em sua composicdo e sendo considerado o melhor
indutor para producdo de lipase de Candida (AB ENZYMES, 2016; SHARMA et al.,
2016).

Gordillo et al. (1998) em estudo de producdo de lipase por Candida rugosa,
relataram que a producdo de lipase aumentou com o comprimento da cadeia de acido
graxo, sugerindo que acidos graxos de cadeia longa participam na expressao de genes de
lipase, como é o caso do &cido oleico, que possui cadeia de 18 atomos de carbono. Ja a
utilizacdo de outros acidos graxos, como acido laurico, miristico, palmitico e estearico
apresentam baixa producdo de lipases, o que pode ser explicado pelo fato de que estes
acidos graxos sdo solidos, dificultando a completa homogeneizacdo no meio
(ALMEIDA; TAULK-TORNISIELO; CARMONA, 2013).

Outras fontes ndo relacionadas a 0leos e gorduras podem ser utilizadas, como é

0 caso de carboidratos. No entanto, ndo apresentam bons resultados para sintese de
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lipase, apesar de propiciarem bom crescimento celular (DALMAU et al., 2000). Isso é
confirmado pelo estudo de Almeida; Taulk-Tornisielo; Carmona (2013), em que
observaram que em meio suplementado com glicose, galactose, manitol, sorbitol ou
glicerol, o crescimento de C. viswanathii € verificado, mas nédo se observa producéo de

lipase.

Além das fontes de carbono, as fontes de nitrogénio sdo indispenséaveis para
producdo de lipase, uma vez que sdo importantes para sintese de fatores de crescimento
celular e aminoacidos necessarios para replicacdo celular das células microbianas,
manutencdo, metabolismo celular e producdo de enzimas (ALMEIDA; TAULK-
TORNISIELO; CARMONA, 2013; GONCALVES; COLEN; TAKAHASHI, 2013;
TAN et al., 2004). E necesséario ressaltar que o nitrogénio, assim como carbono,
enxofre, fdsforo, oligoelementos e oxigénio, compdem os fatores quimicos de
crescimento microbiano. Desse modo, a presenca do nitrogénio é indispensavel para a
sintese de material celular dos microrganismos, uma vez que utilizam nitrogénio
principalmente para sintetizar os grupos amino que estdo presentes nos aminoacidos
para sintese de proteinas. Além disso, para sintese de DNA e RNA se faz necesséria a
presenca de nitrogénio, assim como para a sintese de ATP, que é responsavel pela
transferéncia de energia quimica dentro da célula (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).

Algumas das fontes de nitrogénio mais utilizadas séo extrato de levedura,
peptona e caseina, ressaltando-se que fontes organicas favorecem maior crescimento e
densidade celular que fontes inorganicas (SUNDAR; KUMARESAPILLAI, 2013). O
estudo de Almeida; Taulk-Tornisielo; Carmona (2013) aponta a utilizacdo de fontes
organicas e inorganicas para producdo de lipase por C. viswanathii, em que se observou
que fontes inorganicas como cloreto de amonio e sulfato de aménio favoreceram o
crescimento celular, mas ndo apresentaram boa producéo de lipase, enquanto gue nitrato
de amonio apresentou resultados satisfatorios tanto para crescimento celular como para
producdo de lipase. Ja as fontes organicas de nitrogénio (peptona, triptona e extrato de
levedura) apresentaram bons resultados de producgéo de lipase e crescimento celular,
ressaltando que fontes organicas de nitrogénio sdo normalmente usadas, pois fornecem
fatores nutricionais adicionais, como amino&cidos, vitaminas e cofatores as células
(DARVISHI et al., 2009; TAN et al., 2004).
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3.4 Metabolismo de lipidios em leveduras

Os lipidios s&o os principais depositos de energia, sendo considerados como as
moléculas mais eficientes como reserva energética. Dessa forma, desempenham
importantes funcdes no organismo dos seres vivos, e sd0 armazenados como uma
grande goticula Unica central (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2016). A vista disso,
0s microrganismos possuem grande capacidade de sintese e armazenamento de &cidos
graxos em sua biomassa. Alguns microrganismos possuem capacidade de produzir e
armazenar altos teores de lipidios microbianos em aproximadamente 20% de sua
biomassa seca. Esses microrganismos sdo denominados microrganismos oleaginosos
(BACCIOTTI, 2015; CHANG et al.,, 2015; PAPANIKOLAQOU; AGGELIS, 2011,
VALONI, 2014).

As leveduras oleaginosas sdo consideradas eficientes no acimulo de lipidios
em razdo de possuirem capacidade de armazenar elevado teor lipidico em sua biomassa
celular, na ordem de cerca de 40% de seu peso seco em lipidios em condi¢Ges normais
de crescimento e até 70% em condicBes limitantes de nutrientes (BEOPOULOS et al.,
2009; THEVENIEAU; NICAUD, 2013). Além disso, possuem crescimento rapido,
maior tamanho celular, ndo sdo influenciadas pelo clima, e sdo mais tolerantes a baixa
disponibilidade de oxigénio, ions metalicos e co-produtos inibitérios (SITEPU et al.,
2014).

As leveduras oleaginosas possuem lipidios do tipo triacilglicerdis (TAG),
diacilglicerois (DAG), monoacilglicerois, acidos graxos, ésteres de esterol (EE), esterdis
livres e outros. No entanto, 80-90% destes consistem em triacilglicerdis (TAG) e ésteres
de esterois (EE), coletivamente chamados de lipidios neutros, sendo que a quantidade
varia de acordo com a espécie de levedura, seu crescimento e condi¢cdes de cultivo
(BEOPOULOS; NICAUD; GAILLARDIN, 2011). As moléculas lipidicas séo
armazenadas em compartimentos da célula denominados particula lipidica ou
corpusculo lipidico (Figura 5), sendo um nucleo hidrofébico recoberto por uma
membrana de fosfolipidios com proteinas incorporadas (BEOPOLUS et al., 2008;
NIELSEN, 2009; NILSSON; NIELSEN, 2016; SCHUTZHOLD et al., 2015).
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Figura 5: (A) Imagem de microscopia de fluorescéncia de corpusculos lipidicos em
células de levedura (KOHLWEIN, 2008) (B) Caracteristicas estruturais do corpisculo
lipidico (Adaptado de JAKUBOWSKI, 2016).

Os lipidios sdo biomoléculas organicas compostas, principalmente, por acidos
graxos e alcool. Os &cidos graxos sdo compostos de suma importancia para as leveduras
e podem ser obtidos de trés modos distintos, que sdo: fontes externas absorvidas do
meio, lipidios enddgenos reciclados de proteinas degradadas, e sintese a partir da via de
Kennedy (BACCIOTTI, 2015; BEOPOULOS et al., 2009). Se a levedura ndo obtiver
esses compostos a partir do meio de cultivo para realizar suas fungdes primordiais,
torna-se preciso a realizagdo de uma sintese endogena (PAPANIKOLAOU; AGGELIS,
2011). Para formar novas membranas lipidicas na fase de crescimento, a levedura
precisa produzir fosfolipidios; no entanto, na fase estacionaria de crescimento celular 0s
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lipidios sdo acumulados na forma de lipidios neutros, que sdo os triacilglicerdis (TAG)
e ésteres de esterol (EE), sendo requerida energia na forma de ATP e NADPH e
precursores como acetil-CoA, malonil-CoA e glicerol (BACCIOTTI, 2015;
THEVENIEAU; NICAUD, 2013; ZHANG et al., 2011). O ponto em que a levedura
passa da fase de crescimento para a fase de acimulo é quando ha limitacdo de
nutrientes, o que acaba por comprometer a producdo de biomassa (ANGERBAUER et
al., 2008; BACCIOTTI, 2015; CHANG et al., 2015; THEVENIEAU; NICAUD, 2013;
VALONI, 2014).

Fatores como fisiologia da levedura, limitacdo de nutrientes, pH e temperatura
do meio e producdo de metabdlitos (como etanol e citrato), interferem diretamente no
acumulo lipidios que, por sua vez, interfere na sintese de proteinas e acidos nucleicos
(NELSON; COX, 2014). Esse acumulo pode acontecer de dois modos: via de sintese de
novo e via de acimulo ex novo. A via de sintese de novo acontece quando o crescimento
do microrganismo é induzido por glicose ou glicerol como substrato em condi¢do de
limitacdo de nitrogénio e utiliza acetil-CoA e malonil-CoA como precursores de &cidos
graxos (BACCIOTTI, 2015; BEOPOULOS; NICAUD, 2012; NELSON; COX, 2014;
VALONI, 2014).

A sintese de lipidios necessita de um suprimento de &cidos graxos ativados
para a sintese de TAGs ou EE, sendo que para a sintese de TAGs, necessita-se de
glicerol 3-fosfato obtido pela reducdo de dihidroxiacetona fosfato (DHAP), um
intermediario glicolitico, que pode ser gerado a partir da glicose ou do glicerol, e esta
intimamente ligado a producdo de &cido citrico e a atividade da enzima isocitrato
desidrogenase, pertencente ao conjunto de enzimas presentes no Ciclo de Krebs (CK).
Para inicio da sintese, atomos de carbono obtidos pela clivagem do citrato (fornecido
pelo ciclo do TCA) pela ATP-citrato-liase (ACL) sdo utilizados (BEOPOULOQOS et al.,
2008).

Na auséncia de nitrogénio, a enzima adenosina monofosfato desaminase (AMP
desaminase) quebra adenosina monofosfato em inosina monofosfato (IMP), fazendo
com que diminuam as concentragfes de AMP intracelular e se alterem as funcgdes do
CK, que por sua vez faz a enzima isocitrato desidrogenase perder sua atividade. A
isocitrato desidrogenase tem a funcdo de transformar o acido isocitrico em &cido a-

cetoglutarico; desse modo, quando o acido isocitrico se acumula dentro da mitocéndria
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fica em equilibrio com o acido citrico, que alcanca um ponto critico e é levado para o
citosol e clivado pela enzima ATP citrato liase (ACL) gerando oxaloacetato e acetil-
CoA. Em seguida, acetil-CoA é convertido em malonil-CoA através da acil carboxilase
(ACC). Com a adicdo de acetil-CoA a uma unidade de malonil-CoA ha a formacdo de
acetoacetil-CoA e aumento da cadeia de &cidos graxos. Outras reacGes envolvendo
NADPH, ATP e a incorporagdo de mais moléculas de malonil-CoA (Ciclo de
alongamento) ocorrem favorecendo a formacéo de palmitato, que é o precursor de todos
0S outros acidos graxos, que sdo 0s precursores para a sintese de lipidios (BACCIOTTI,
2015).
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Figura 6: Visdo geral das principais vias metabdlicas da sintese de lipidios em levedura
(Adaptado de VALONI, 2014).

Os TAG sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico (RE) ou na membrana do
corpusculo lipidico através da via de Kennedy, em que acidos graxos livres sao ativados
para coenzima A (CoA) e utilizados para a acilacdo do esqueleto de glicerol para
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sintetizar TAG. No primeiro passo da montagem do TAG, glicerol-3-fosfato (G3P) &
acilado por G3P aciltransferase (SCT1) a acido lisofosfatidico (LPA), que é entdo
adicionalmente acilado por LPA aciltransferase (SLC1) a acido fosfatidico (PA). Isto €
sequido por desfosforilacdo de PA por PA fosfohidrolase (PAP) liberando diacilglicerol
(DAG). No passo final, o DAG é acilado pela DAG aciltransferase (DGA1 com acil-
CoA como doador acila) ou pela fosfolipido DAG aciltransferase (LRO1 com
glicerofosfolipidos como doador acila) para produzir TAG (BEOPOULOS et al., 2008).
Para a sintese de ésteres de esterol (EE), ha a reacdo entre uma molécula de acido graxo
com um grupo hidroxila de esterdis catalisada por uma EE sintase denominada acil-
CoA-colesterol aciltransferase (ACAT); além disso, a mobilizacdo do EE € catalisada
por EE hidrolases que tem a funcédo de liberar tanto ester6is como &cidos graxos livres
(BACCIOTTI, 2015).

Ja na via de acimulo ex novo, a levedura acumula acidos graxos, 6leos e TAGs
a partir do meio de cultura. E necesséario que haja o auxilio do transporte ativo para
conducdo dos acidos graxos livres para dentro da célula. Os &cidos graxos sdo entdo
utilizados tanto para as necessidades de crescimento como para servirem de substratos
para transformacBes endocelulares, onde dentro do corpusculo lipidico sao
reorganizados em TAGS e EE e armazenados, sem modificacbes dentro da célula.
Acidos graxos livres sofrem degradacio pelo processo da B-oxidacdo em reacoes
catalisadas por acil-CoA oxidases (Aox), resultando em cadeias de acil-CoA e acetil-
CoA (BACCIOTTI, 2015).

No processo de degradacdo, os acidos graxos livres geram energia para 0
crescimento e manutencdo das células e formacdo de metabdlitos intermediarios, que
formam os precursores para sintese de materiais celulares. Na via de acimulo ex novo,
0s processos de acumulo de lipidios e crescimento celular acontecem de maneira
simultanea e independem da limitacdo de nitrogénio no meio de cultivo, o que
diferencia esta via da via de sintese de novo (BEOPOULOS et al., 2008; VALONI,
2014).
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4. Imobilizagdo Enzimatica

Enzimas sdo biocatalisadores que desempenham importantes funcdes
biotecnologicas devido a sua versatilidade com respeito a especificidade por substrato e
estereoseletividade, apresentando vérias vantagens quando comparadas com as catalises
quimicas convencionais (BUSSAMARA et al., 2012). Portanto, a utilizacdo de enzimas
como catalisadores requer, em muitos casos, sua recuperacdo para O reuso e, assim,
tornar o processo economicamente viavel (MATEO et al., 2007). A primeira notificacao
do uso de enzimas imobilizadas foi constatada por Nelson e Griffin, em 1916, quando
observaram que a enzima invertase adsorvida em carvdo apresentava capacidade de
hidrolisar sacarose (NISHA; ARUM; GOBI, 2012).

A imobilizacdo de enzimas apresenta algumas vantagens em processos
industriais como: reducdo do volume de reacdo, melhoria da estabilidade da enzima e
sua reutilizacdo, facilidade de controle do processo, purificacdo do produto e reducdo de
inibidores (NISHA; ARUN; GOBI, 2012; OZTURK, 2001). No entanto, apesar das
vantagens incontestaveis da imobilizacdo enzimatica, algumas desvantagens sdo
observadas como mudancas conformacionais na estrutura da enzima devido a sua
interacdo com o suporte e limitagcdes disfuncionais entre enzima e suporte, 0 que pode
causar diminuicdo da eficiéncia e elevacdo dos custos (JAFARY et al., 2016; ZHANG
etal., 2016).

Para se escolher de maneira correta 0 método de imobilizacdo, deve-se
observar atentamente o tipo de suporte a ser utilizado e sua ativagdo, as caracteristicas
da enzima e o0 método de imobilizacdo. Os métodos de imobilizacdo de enzima sdo
classificados em ligac6es covalentes da enzima a uma matriz insolGvel; ligacdo cruzada
intermolecular, utilizando reagentes funcionais; adsor¢do a uma matriz insoldvel em
agua; aprisionamento dentro de uma estrutura insolivel em &gua ou membranas
semipermeaveis (Figura 7) (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).
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Métodos para Imobilizagdo de Enzimas
|
| 1
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No suporie Por ligagio cruzada
enire 4 enzima

& ﬁéi\ & 0 suporte

Figura 7: Métodos de imobilizagdo de enzima (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004).
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4.1 Adsorcéo

A adsorcdo é considerada a mais féacil e mais antiga das técnicas de
imobilizacdo (Figura 8). E um método simples e a enzima ndo necessita ser pré-tratada
ou quimicamente modificada. No entanto, possui a desvantagem de estabelecer ligacédo
fraca entre a enzima e o suporte, possibilitando a dessorc¢éo devido a alteragdes de pH,
temperatura e forga ionica (COSTA; AZEVEDO; REIS, 2005). E um método que
depende intimamente de fatores como a area superficial da matriz, porosidade e
tamanho do poro, e tamanho da enzima. Trata-se de um processo reversivel em que a
interacdo entre a enzima e a superficie da matriz acontece em um meio fraco de ligacGes
de hidrogénio, forcas hidrofébicas, iénicas e de van der Waals (MOHAMAD et al.,
2015; NISHA; ARUN; GOBI, 2012). Os principais materiais utilizados para a adsor¢édo
sdo carvdo ativado, polietileno, alumina, polipropileno, resina de troca idnica e resina
sintética (DATTA; CHRISTENA; RAJARAM, 2012; MOHAMAD et al.,, 2015;
NISHA; ARUN; GOBI, 2012).
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(Imobilizacdo de Enzimas)

Figura 8: Imobilizacdo de enzima por adsorcdo (Adaptado de EBC — Easy Biology
Class, 2016).

4.2 Ligagéo covalente

A ligagdo covalente é um método convencional de imobilizacéo e é realizada
de maneira mais complexa, em que ha ligacdo direta entre a enzima e o suporte (Figura
9). A ligacédo covalente é um tipo de ligacdo forte e estavel. Alguns materiais de suporte
de enzimas incluem poliacrilamida, vidro poroso, agarose e silica porosa, e geralmente
0 suporte exige ativacdo prévia (NISHA; ARUN; GOBI, 2012). A utilizacdo do método
de ligacdo covalente é vantajosa porque a enzima é firmemente fixada, evitando
contaminacdo do produto; mas apresenta a desvantagem de possibilitar perda de
atividade da enzima em decorréncia da sua modificagdo (DATTA; CHRISTENA;
RAJARAM, 2012; JAFARY et al., 2016; MOHAMAD et al., 2015).

A imobilizacdo covalente envolve duas etapas principais: a ativacdo do
material de suporte pela adicdo de um agente ativador em suportes contendo
grupamentos amino primarios, como glutaraldeido e, em seguida, modificacdo da
estrutura do polimero para ativacdo da matriz. A etapa de ativagdo produz o grupo

electrofilico no material de suporte, de modo que os materiais de suporte reagem com 0s
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nucleofilos fortes sobre as enzimas (BEZERRA et al., 2015). A ligacdo covalente é
normalmente formada entre o grupo funcional na matriz de suporte e a superficie da
enzima que contém o residuo de amino&cido. Os residuos de amino&cidos envolvidos na
ligacdo covalente sdo o grupo sulfidrilo de cisteina, grupo hidroxilo de serina e treonina
(NISHA; ARUN; GOBI, 2012; REHM; CHEN; REHM, 2016). A ligacdo entre a
enzima e o material de suporte pode ser conseguida quer através de ligagdo direta ou por
meio de um braco espagador. A potencialidade de usar o braco espacador é que ele
proporciona 0 maior grau de mobilidade para as enzimas que, podem apresentar
atividade mais elevada quando em compara¢do com a ligacdo direta (NISHA; ARUN;
GOBI, 2012; ZHANG et al., 2016).

Ligacao Covalente
entre enzima e suporte

v

ENZIMA
ENZIMA

ENZIMA

SUPORTE

ENZIMA

Ligacao Covalente
(Imobilizagdao de Enzimas)

Figura 9: Imobilizacdo de enzima por ligacdo covalente (Adaptado de EBC — Easy
Biology Class, 2016).

4.3 Crosslinking

Método irreversivel de imobilizacdo enzimatica, que ndo requer um suporte
para evitar perda de enzima na solucédo de substrato (Figura 10). O meétodo crosslinking
(do inglés, ligacdo cruzada) também é chamado de imobilizacdo isenta de transportador,
onde a enzima atua como o seu préprio transportador, ou seja, uma enzima praticamente

pura é obtida eliminando as desvantagens associadas aos transportadores (HANEFELD;
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GARDOSSI; MAGNER, 2009; MOHAMAD et al., 2015), como perda de mais de 50%
de atividade nativa (SHELDON, 2007). A técnica de crosslinking se da pela formacéo
de ligacBes cruzadas intermoleculares entre as moléculas de enzima por meio de
reagentes bi ou multifuncionais. O reagente mais comumente utilizado € o
glutaraldeido, que é vantajoso por ser econdmico e de facil obtencdo (DATTA;
CHRISTENA; RAJARAM, 2012).

Agregados de enzimas reticulados (CLEAS) sdo primeiramente preparados por
agregacao das enzimas com agentes precipitantes tais como a acetona, etanol e sulfato
de aménio, para em seguida realizar-se a imobilizacdo do tipo crosslinking. As reacdes
para a imobilizagdo de enzimas podem ser executadas em trés maneiras diferentes: pela
mistura dos pré-polimeros com um fotossensibilizador, como éter etilico de benzoina;
fusdo, mistura com a solucdo enzimatica, e gelificacdo por exposicdo a radiacdo
ultravioleta (UV); ou congelamento do monémero contendo a solugdo enzimatica sob a
forma de pequenas esferas (HOMAEI, 2015; MOHAMAD et al., 2015).

ENZIMA
ENZIMA

- ENZIMA |

ENZIMA
ENZIMA

ENZIMA

-

ENZIMA

ENZIMA \

Ligagdes Cruzadas

ENZIMA

Reticulagao (Copolimerizagao)

Imobilizagao de Enzimas

Figura 10: Imobilizacdo de enzima por crosslinking (Adaptado de EBC — Easy Biology
Class, 2016).

4.4 Aprisionamento e Encapsulamento

O aprisionamento é definido como um método de imobilizagéo irreversivel em

que as enzimas sdo aprisionadas num suporte ou no interior das fibras, com estrutura de
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rede de materiais ou em membranas de polimero, que permite a passagem de substrato e
produto através dos poros, mas a enzima fica retida (Figura 11A) (MOHAMAD et al.,
2015). De maneira geral, a matriz de suporte protege as enzimas da contaminacao
microbiana, proteinas e enzimas no micro ambiente. E as principais matrizes utilizadas
sdo constituidas por géis de poliacrilamida, triacetato de celulose, agar, gelatina,
carragenina e alginato (EBC — EASY BIOLOGY CLASS, 2016; NISHA; ARUN;
GOBI, 2012).

Algumas vantagens da imobilizacdo enzimatica por aprisionamento sdo as
condicdes rapidas, baratas e suaves requeridas para o processo de reacao, alem de que o
aprisionamento pode melhorar a estabilidade mecénica e minimizar a lixiviagdo da
enzima, sem que a enzima interaja quimicamente com o polimero, evitando a
desnaturacdo. No entanto, alguns entraves sdo observados neste meétodo em decorréncia
de limitacbes de transferéncia de massa do substrato ao sitio ativo da enzima,
possibilidade de fuga de enzima, que pode ocorrer quando os poros da matriz de suporte
sdo demasiadamente grandes, desativacdo durante a imobilizacio (BRIGIDA et al.,
2008; PAULOVA; PATAKOVA; BRANYIK, 2013; ZHANG et al., 2016).

O método de imobilizacdo por encapsulamento se refere a imobilizacdo da
enzima em uma membrana semipermeével, que imp&e uma barreira fisica as enzimas,
mas ndo restringe sua mobilidade (Figura 11B) (FERNANDEZ-FERNANDEZ;
SANROMAN; MOLDES, 2012). As vantagens deste método de imobilizacio sdo a area
de superficie extremamente grande entre o substrato e a enzima, dentro de um volume
relativamente pequeno, e a possibilidade real de imobilizagdo simultanea. As principais
desvantagens deste meétodo incluem a inativacdo ocasional da enzima durante a
encapsulacdo e a concentracdo enzimatica elevada requerida. Além disso, para reter a
enzima, o tamanho do poro precisa ser muito baixo e estes sistemas tendem a ter difusédo
limitada (COSTA; AZEVEDO; REIS, 2005; EBC — EASY BIOLOGY CLASS, 2016).

Os materiais utilizados para esse tipo de imobilizacdo sdo polimeros, sol-gel,
compostos polimeros/sol-gel e outros materiais inorganicos. E necessario ressaltar que
um sol-gel € um processo quimico em que h& formacdo de uma rede de éxidos através
de reacBes de policondensacdo de precursor molecular em um liquido. E uma disperséo
coloidal formada por um sol, que é uma disperséo estavel de particulas sélidas (amorfas

ou cristalinas) ou polimeros coloidais num solvente, e um gel que consiste em uma rede
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tridimensional continua, em que tanto o liquido como o solido estdo dispersos um no
outro, o que apresenta uma rede sélida contendo componentes liquidos (BRINKER;
SCHERER, 1990).

O método mais simples e comum de aprisionamento enzimatico é a gelificacdo
de polimeros polianiénicos e policatidnicos por adicdo de contra-ions multivalentes
(CHEN et al., 2016; TAQIEDDIN; AMIJI, 2004). Os principais polimeros utilizados
como matriz sdo alginato, carragenina, colageno, poliacrilamida, gelatina, borracha de
silicone, poliuretano e alcool polivinilico, sendo o alginato um dos polimeros mais
utilizados em razdo de suas propriedades de gelificacdo suaves e ndo-toxicidade
(DATTA,; CHRISTENA; RAJARAM, 2012; HOMAEI, 2015).

Matriz
A

ENZIMA ENZIMA ENZIMA ENZIMA

ENZIMA ENZIMA ENZIMA ENZIMA

ENZIMA ENZIMA ENZIMA ENZIMA
Aprisionamento
(Imobilizagado de Enzimas)

B Membrana semipermeavel

/

ENZIMA
ENZIMA

ENZIMA
ok ENZIMA

ERCA ENZIMA

Encapsulagao

Imobilizacao de Enzimas

Figura 11: Imobilizacdo de enzima por (A) aprisionamento / (B) encapsulacéo
(Adaptado de EBC — Easy Biology Class, 2016).
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4.5 Imobilizacéo de lipases

Por razBes préaticas e econbémicas é vantajoso utilizar lipase em sua forma
imobilizada. A lipase pode ser imobilizada por varios métodos que incluem adsorcao,
ligacdo covalente e aprisionamento em matrizes poliméricas (ABDULLA,;
RAVINDRA, 2013; ELAKKIYA; PRABHAKARAN; THIRUMARIMURUGAN,
2016; NIKPOUR; PAZOUKI; DASHT, 2016). No entanto, a selecdo de uma estratégia
de imobilizacdo deve levar em consideracdo as caracteristicas do catalisador, incluindo
parametros como atividade enzimatica global, inativacdo e caracteristicas de
regeneracdo, custo do procedimento de imobilizacdo, toxicidade de reagentes na
imobilizacdo e as propriedades finais desejadas do derivado de imobilizacdo
(ANDRADE et al., 2016; CAO et al., 2016; MENDES et al., 2011; THANGARAJ et
al., 2016; ULKER; GOKALP; GUVENILIR, 2016).

As lipases podem apresentar propriedades cataliticas diferentes de acordo com
a técnica de imobilizacdo e o suporte empregado, e por isso torna-se tdo importante um
estudo minucioso das condi¢des de imobilizacdo. O encapsulamento possui um
ambiente restrito e a taxa de transferéncia de massa é relativamente baixa. Refere-se a
captura de enzima dentro de uma matriz de polimero (BARBOSA et al., 2014). Neste
método, a carga de enzima é alta (80-100%), mas a difusdo do substrato é restrita, sendo
a principal vantagem do aprisionamento a interacdo fisica do polimero com a lipase e,
consequentemente, baixa desnhaturacdo da enzima (NIKPOUR; PAZOUKI; DASHT,
2016; ZHAO et al., 2016).

5. Alginato de Sédio

O alginato é um polissacarideo natural que desempenha papel estrutural nas
células e espaco intercelular nas algas marrons como Laminaria hyperborean,
Ascophyllum nodosum e Macrocystispyrifera, nas quais compreende cerca de 40% de
seu peso seco, sendo componente estrutural da parede celular e nos espacos
intracelulares, promovendo rigidez e, ao mesmo tempo, flexibilidade a parede celular
(DA SILVA; GARCIA-CRUZ, 2010). No entanto, pode ser obtido de fontes

bacterianas, como 0s géneros Pseudomonas e Azobacter, que podem produzir esse
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polimero extracelularmente durante sua fase vegetativa (DATTA; CHRISTENA,
RAJARAM, 2012; FERREIRA, 2016; MARQUES, 2011; NOREEN et al., 2016).

O alginato tem forma linear, randomica e anionica, ¢ ¢ formado por acido -D-
manur6nico e a-L-gulurénico, denominados blocos M e G, respectivamente, e ligados
por ligacdes glicosidicas tipo 1,4 (Figura 12). Na molécula, os monémeros sdo dispostos
da maneira mais energética possivel. Blocos G-G sdo unidos por ligacdo glicosidica
a(1—4), e blocos M-M sdo unidos por ligacdo glicosidica do tipo f(1—4), sendo uma
ligacdo glicosidica equatorial/equatorial em M-M, uma ligacdo glicosidica axial/axial
em G-G e uma ligacdo glicosidica equatorial/axial para M-G (GARCIA-CRUZ;
FOGGETTI; DA SILVA, 2008).

Cada espécie ou parte da alga analisada apresenta proporcées de blocos M e G
distintas, de modo que a partir disso o polimero apresente viscosidade distinta, até uma
estrutura gelificada, na presenca de cations divalentes, como célcio, bario e cobre, que
tém a funcéo de ligar os blocos secundarios M-M, M-G ou G-G, sendo que estruturas de
blocos M-G séo mais flexiveis e estruturas G-G sdo mais rigidas (FERREIRA, 2016;
MARQUES, 2011; MORSCHBACHER; VOLPATO; SOUZA, 2016; NOREEN et al.,
2016).

B- (1,4) - D — Acido Manurdnico a- (1,4) - L — Acido Gulurénico

Figura 12: (A) Estruturas dos acidos B-D-manurdnico e a-L-gulurdnico (Adaptado de
IRO Alginate Industry Co, 2013) e (B) sua estrutura secundaria em blocos MM e GG.
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Em razdo de suas propriedades, como biocompatibilidade, porosidade e
facilidade de manipulacéo, o alginato tem sido extensivamente utilizado na industria,
principalmente alimenticia, de farmacos e biotecnolégica, para 0 uso em
microencapsulacao e formacdo de membranas. No que diz respeito a enzimas, o alginato
pode ser utilizado em processos de extragdo, imobilizacdo e purificacdo; sendo
denominado de polimero inteligente ou smart polymer em razdo de sua capacidade de
gelificacdo em condicdes de presenca de cations bivalentes (MARQUES, 2011).

Juntamente com a solucdo da enzima de interesse, 0 alginato forma um
complexo e, pela afinidade entre as moléculas, a enzima co-precipita, de modo a
facilitar sua separacdo do meio inicial. As lipases apresentam afinidade com o alginato,
0 que favorece a precipitacdo por afinidade em que a solu¢do enzimatica de lipase €
misturada ao alginato e, em seguida, precipitada com célcio, sendo possivel obter lipase
com atividade enzimatica aumentada em até cinco vezes, além de melhor afinidade e
estabilidade para com o substrato (DATTA; CHRISTENA; RAJARAM, 2012;
FERREIRA, 2016; MARQUES, 2011; MORSCHBACHER; VOLPATO; SOUZA,
2016; NOREEN et al., 2016; TSAI; MEYER, 2014).

6. Caracterizacdo de lipases

Em razdo da grande heterogeneidade das lipases produzidas é necessario se ter
esclarecidas as caracteristicas bioquimicas da enzima, como pH e temperatura 6timos,
estabilidade e efeitos de ions metalicos, uma vez que o efeito desses fatores estdo
diretamente ligados a atuacdo enzimatica e alteragdes que ocorram durante a reagdo
enzimatica, e consequentemente sua aplicacdo na industria (MAZHAR et al., 2016;
PATEL et al., 2016; SETHI; NANDA; SAHOO, 2016).

Observa-se sensibilidade das lipases a variagfes de pH e temperatura. De
maneira geral, o pH 6timo de atuacéo das lipases estdo na faixa de 4 a 11, enquanto que
a estabilidade se observa na faixa de 3 a 12. O pH afeta a atividade e estabilidade das
lipases de acordo com as variagdes no estado de ionizagdo dos componentes do sistema.
E necessario se ter bem elucidado o ponto isoelétrico (pl) da enzima, que é onde a carga
liquida total da enzima € nula, ou seja, quando o pH do meio propicia a auséncia de

cargas na estrutura da enzima. Comumente, observa-se pl na faixa de 4 a 10 em lipases
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microbianas (MAZHAR et al., 2016; PATEL et al., 2016; SETHI; NANDA; SAHOO,
2016). Hiol et al. (2000) apontam o pH de 7,5 como o pH 6timo de atividade da lipase
de Rhizopus oryzae, bem como lipase de Mucor hiemalis, a qual apresentou pH étimo
na faixa de 7 — 9 (ULKER; KARAOGLU, 2012).

Lipases também tem sua atividade e estabilidade influenciada pela acdo da
temperatura. A temperatura pode tanto favorecer a reacdo como prejudicar, i1Sso porque
0 aumento na temperatura transmite maior energia cinética as moléculas, gerando maior
numero de colisdes produtivas por unidade de tempo, 0 que aumenta a taxa de reacao.
No entanto, valores muito elevados de temperatura podem romper a estrutura terciaria
da enzima, promovendo a perda de atividade enzimética, num processo que se chama de
desnaturacdo (MAZHAR et al., 2016; PATEL et al., 2016; SETHI; NANDA; SAHOO,
2016).

Desse modo, a relacdo entre atividade e temperatura esta de acordo com a
aceleracdo da reacdo pela elevagao da temperatura em contraposicéo a desnaturacéo. Foi
observado que a temperatura 6tima das lipases geralmente esta entre 30 e 60°C, ja sua
estabilidade térmica é observada em torno de 50°C. Fatores como aumento das cargas
superficiais, o numero de cadeias P e as ligacdes de hidrogénio, auxiliam na estabilidade
térmica da enzima (MAZHAR et al., 2016; PATEL et al., 2016; SETHI; NANDA;
SAHOO, 2016). Minovska; Winkelhausen; Kuzmanova (2005) relatam temperatura
Otima de 30 °C para lipase de Candida rugosa, assim como para lipase de Aspergillus
niger no estudo de Silva; Contesini; Carvalho (2008), cuja temperatura 6tima concentra-
se na faixa de 30 — 35 °C.

Outro ponto a ser observado é o efeito de solventes, os quais atuam na
atividade, estabilidade e especificidade da enzima. A estabilidade de lipases € observada
na presenca de solventes tais como etanol, metanol, isopropanol, dimetilsulfoxido e
benzeno. E importante ressaltar que quanto mais hidrofébico os solvente, melhor para
atividade da enzima, uma vez que n&o interferem significativamente com a camada de
hidratagdo da enzima. Além do efeito de solventes, o efeito de ions pode tanto estimular
como inibir a atividade de lipases. Alguns ions metélicos bivalentes sdo descritos pelo
seu poder ativador, tal como Ca®*, Mg** ou Mn?*, enquanto Zn**, Fe’* e Fe** podem
inibir a acdo das enzimas. No entanto, isso varia de acordo com a fonte produtora e deve
ser levado em consideracdo no estudo (PATEL et al., 2016; SETHI; NANDA; SAHOO,
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2016). Brigida et al. (2014) em estudo com lipase de Yarrowia lipolytica, aponta
ativacéo da lipase na presenca de Ca®" e inibigdo por Fe?*, Cd*" e Ni**, enquanto Mg**
ndo afetou a atividade enzimatica. J& em relacdo a presencga de solventes, mostra que
numa concentracdo de 20%, acetona, etanol e isopropanol desativaram completamente a

enzima.

7. Aplicaces biotecnoldgicas de lipases

Lipases sdo enzimas muito versateis e sua imobilizacdo as torna ainda mais
promissoras, de modo que sdo requeridas para aplicacdo em uma ampla gama de
indUstrias, como na producdo de biocombustiveis, indastria de papel, industria de
alimentos, industria de cosméticos e farmacéutica, hidrdlise de lipidios e inddstria de
detergentes para utilizacdo doméstica e industrial (NISHA; ARUN; GOBI, 2012;
PATEL et al., 2016).

Desde sua descoberta, as lipases tornaram-se parte integrante da industria de
detergentes, juntamente com proteases, amilases e celulases, para remocao de manchas
de oOleo e gorduras. Hoje em dia, sdo amplamente utilizadas em detergentes,
desengraxantes e no processamento de couro. Lipase também tem sido utilizada para
limpeza de ralos entupidos, devido a deposicdo de alimentos e materiais ndo
alimentares, além de serem incluidas na lavagem de pratos, limpeza de lentes de
contato, a degradacdo de residuos de compostos organicos na superficie de tubos de
escape e vasos sanitarios. Em comparagao com detergentes sintéticos os detergentes de
base bioldgica tem boa propriedade de limpeza e podem ser utilizados em baixa
quantidade, sdo biodegradaveis e ndo afetam o ambiente (NISHA; ARUN; GOBI, 2012;
SALIHU; ALAM, 2012).

Lipases tém aplicacdo potencial em cosméticos e perfumarias, uma vez que
apresentam atividades em tensoativos e na produgdo de aromas. Monoacilglicerois e
diacilglicerois sdo produzidos por esterificacdo de glicerdis e sdo usados como agentes
tensoativos na industria de cosméticos e perfumes (PATEL et al., 2016). Na industria
farmacéutica as lipases catalisam reacfes de acilacdo, transesterificacdo e hidrolise
regiosseletiva, em substratos pro-quirais e resolucdo cinética de misturas racémicas,

sendo que alguns grupos sobre os quais as lipases atuam sdo alcoois e ésteres
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carboxilicos, aminas, cianonidrinas e cloridrinas, entre outros (LASON;
OGONOWSKI, 2010; MESSIAS et al., 2011).

O biodiesel é composto por ésteres monoalquilicos de &cidos graxos de cadeia
longa, produzido através de triglicerideos (0leo e gordura animal) com esterificacdo de
alcool (metanol ou etanol) na presenca do catalisador. A producdo do biocombustivel é
um problema em virtude da alta exigéncia de energia, recuperagéo de glicerol e reacdes
secundarias que podem gerar poluicdo. Desse modo, a producdo bioldgica de
combustivel com o auxilio de lipases tem se apresentado muito promissora. A lipase
catalisa a reacdo com menos necessidade de energia, além de que a imobilizacdo de
lipase diminui os custos de producdo por resultar em uso repetido e estabilidade. Outro
fator importante é que na producdo de biodiesel o metanol inativa a lipase, de modo que
a imobilizacdo é uma vantagem para a producdo de biodiesel por fornecer maior
protecdo a enzima (EL-BATAL et al., 2016; NISHA; ARUN; GOBI, 2012; ZHAO et
al., 2016, 2015).

Lipases tornaram-se parte integrante da industria alimentar moderna. E
desejavel na producdo de aroma e sabores no queijo, acelerando sua maturacdo, para
interesterificacdo de Oleos e gorduras e lipolise de manteiga, gorduras e creme. A adicao
de lipases a esses produtos libera principalmente acidos graxos de cadeia curta, 0 que
contribui para a formacdo de um sabor suave. As lipases também sdo empregadas na
industria de lacticinios para a hidrolise da gordura do leite, além da utilizacdo na
producdo de carne como a carne de peixe sem excesso de gordura, sendo que a gordura
¢ removida adicionando as lipases durante o processamento do peixe e este
procedimento é chamado de biolipélise (JOOYANDEH; KAUR; MINHAS, 2009;
PATEL et al., 2016).

Dentre as aplicacGes de lipases, é necessario chamar a atencdo para hidrdlise de
6leos e gorduras, visto que a utilizacdo de enzimas como catalisadores em processos
industriais tém se tornado cada vez mais interessantes em virtude de suas vantagens
sobre as reagdes quimicas convencionais (MURTY; BHAT; MUNISWARAN, 2002).
Os métodos existentes para a produgdo de &cidos graxos sao baseados em métodos
fisicos, em que ha hidrolise dos 6leos a alta temperatura e pressdo, o que gera acidos
graxos escuros e solucdo de glicerol aquosa descolorada devido a polimerizacdo de

gordura, além da formacéo de subprodutos. Desse modo, as desvantagens da hidrolise
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convencional podem ser evitadas pelo processo catalisado por lipase, sendo um método
que utiliza temperaturas mais brandas, gera economia de energia, além de ser um
procedimento operacional simples, de baixo custo e que minimiza a degradacao térmica
dos produtos. Acidos graxos produzidos a partir de hidrélise de dleos e gorduras por
técnicas enzimaticas naturais sdo preferiveis, especialmente em industrias de alimentos,

cosmeticos e produtos farmacéuticos (GUPTA, 2016).

Os oleos e gorduras sdo matérias-primas versateis para aplicacdo podendo ser
utilizados em processos implementados em escala comercial (CASTRO et al., 2004).
Nesse contexto, varios tipos de 0Oleos e gorduras podem ser utilizados, como 6leo de
coco, soja, mostarda, girassol e arroz (GHOSH; BHATTACHARYYA, 1995), dleo de
palma (AL-ZUHAIR; HASAN; RAMACHANDRAN, 2003), 6leo de oliva, sebo
(LINFIELD et al., 1984) e 6leo de peixe (BYUN et al., 2007). Além desses substratos, é
necessario dar a devida atencdo para a gordura de frango, que apresenta grande
proporcdo de &cidos graxos insaturados e polinsaturados, sendo que entre os &cidos
graxos insaturados, 0s &cidos graxos monoinsaturados, tais como &cido oleico, séo
considerados como desejaveis 0 que a deixa em situacdo mais promissora que outras
gorduras animais (CENTENARO; FURLAN; DE SOUZA-SOARES, 2008; LEE;
FOGLIA, 2000).

Além disso, a producdo de lipase com gordura de frango é relatada como uma
alternativa viadvel (ALMEIDA, 2012), bem como sua hidrolise, como relatado por
Almeida; Tauk-Tornisielo; Carmona (2013), uma vez que a producdo de acidos graxos
por hidrélise de bleos e gorduras foi explorada utilizando matérias-primas renovaveis;
sendo considerada uma importante operacdo industrial, uma vez que 1,6 milhdes de
toneladas de acidos graxos sdo produzidos a nivel mundial a cada ano por este processo
(ALMEIDA et al., 2016).

8. Fontes produtoras de lipases

Lipases sdo encontradas em todos 0s organismos vivos, porem, as de origem

microbianas apresentam maior valor econémico por serem enzimas extracelulares e por
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apresentarem facilidades de otimizacdo de meios de cultura e separacdo do caldo
fermentado. As lipases podem ser produzidas tanto por procariotos como por eucariotos
(CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2017), sendo descritos géneros como Bacillus
(MAZHAR et al., 2016), Rhizopus (HIOL et al., 2000; YU; XU; XIAO, 2016) e
Aspergillus (SALIHU; BALA; ALAM, 2015; SETHI; NANDA; SAHOO, 2016), e
Yarrowia (BRIGIDA et al., 2014; DARVISHI et al., 2009), nos quais demonstram
atividade fosfolipidica e atuam como mecanismo de defesa, uma vez que ao serem
secretadas favorecem a competicdo com a microbiota e digestdo de lipidios, sendo 0s
acidos graxos livres liberados utilizados na adesdo tecidual célula-célula e célula-
hospedeiro (MESSIAS et al., 2011).

Os microrganismos potencialmente produtores de lipases podem ser
encontrados em varios habitats, como residuos de 0leos vegetais e de petroleo, solos
contaminados, alimentos deteriorados, industrias de produtos lacteos, ambiente marinho
e antartico, entre outros (CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2017; MESSIAS et al.,
2011). Dentre esses microrganismos, as leveduras apresentam-se como fontes
promissoras, em virtude de possibilitarem a producdo de grandes quantidades de
enzimas, menores tempos de fermentacdo e baixo custo (SILVA, 2011). Nesse sentido,
destacam-se leveduras do género Candida como Candida rugosa (BARRIUSO et al.,
2016), Candida antartica (EOM et al., 2013), Candida cilyndracea (SALIHU et al.,
2011) e Candida viswanathii (ALMEIDA et al., 2016).

9. Candida viswanathii

Candida viswanathii € uma levedura cujas colénias sao esféricas, sem brilho,
de coloracdo creme e podem ser lisas ou rugosas, de acordo com o tempo e condicdes
de incubacdo. Em relacdo as células, observa-se que possuem tamanhos variados, de
1,4 - 6,0 x 2,0 — 10,8 um, sendo Unicas ou na forma de cadeias ramificadas e
arredondadas, ovais ou cilindricas (Figura 13). Os primeiros relatos da linhagem séo de
isolamento de fluido cerebrospinal de um caso fatal de meningite, sendo posteriormente
isolada de escarros durante investigacdes de rotina em materiais clinicos (SANDHU e
RANDHAWA, 1962).
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Figura 13: (A) Células de Candida viswanathii e (B) pseudomicélio (SANDHU e
RANDAWA, 1962).

Uma linhagem de Candida viswanathii isolada de aguas residuais de uma
refinaria de petréleo brasileira (Replan / Petrobras, Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) (Soares
et al., 2008), foi utilizada em estudo de Almeida; Taulk-Tornisielo; Carmona (2013)
com o objetivo deste trabalho de selecionar as melhores cepas microbianas isoladas de
diferentes ecossistemas brasileiros ou de efluentes industriais, tendo apresentado o
maior crescimento celular e producdo de lipases; e com isso, sendo utilizada para o

presente trabalho.

Barnett et al. (2000) afirmam que C. viswanathii possui capacidade de
assimilacdo de diversos compostos como D-glicose, maltose, D-galactose, sacarose,
amido, xilitol, e glicerol, entre outros, além de fermentar glicose, galactose e maltose.
No entanto, Sandhu; Randhawa (1962) apontam que a levedura ndo é capaz de assimilar

fontes de nitrogénio como nitrato de potéssio e ureia.

O estudo de Almeida; Taulk-Tornisielo; Carmona (2013) mostra que Candida
viswanathii apresenta bons resultados na presenca de acido oleico e trioleina. No
entanto, possui maior eficacia na producdo de lipases e no crescimento celular na
presenca de triacilglicerdis naturais, como azeite de oliva, em comparagdo com acidos
graxos e triacilglicerdis puros; além de que demonstra preferéncia por fontes organicas
de nitrogénio, sendo o extrato de levedura a melhor fonte para aumento de

produtividade de lipases e crescimento celular.
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CAPITULO 2
Acumulo de lipideo intracelular e producéo de lipase por Candida viswanathii

usando fontes de carbono renovaveis em condices limitantes de nitrogénio
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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar as condi¢des de cultivo para a producdo de lipase e
acumulo de lipidio pela levedura Candida viswanathii utilizando diferentes fontes de
carbono e condicdes limitantes de nitrogénio em cultivo submerso. A maior producgéo
de lipase foi observada utilizando azeite de oliva (26,78 U/ml), enquanto que a maior
acumulo de lipidio ocorreu com trioleina (44,6%). As condi¢bes limitantes de
nitrogénio mostraram que C. viswanathii pode utilizar nitrato de aménio para o
crescimento, mas a maior acumulo de lipidio e producédo de lipase ocorreu com extrato
de levedura. A adicdo de glicose ao meio de cultivo causou repressdo na producdo de
lipase, mas aumentou o acUmulo de lipidio no decorrer do tempo de cultivo,
provavelmente devido ao excesso de carbono e condi¢bes limitantes de nitrogénio. A
avaliacdo do perfil dos acidos graxos revelou predominancia de acido oleico (C18:1),
obtendo porcentagem de 69,31, 60,69 e 68,84%, para azeite de oliva, glicose e
azeite+glicose, respectivamente. Conclui-se que a linhagem C. viswanathii pode ser
considerada como uma linhagem oleaginosa capaz de acumular altas concentracdes de
lipidios intracelulares e simultaneamente produzir altos niveis de lipase. O lipidio
produzido por esta linhagem tem potencial para utilizacdo em varios setores da inddstria
alimenticia como suplementos alimentares devido ao seu alto teor de &cidos graxos

monoinsaturados da familia 6mega-6.

Palavras-chaves: Levedura lipolitica; Azeite de oliva; Triacilglicerol.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the culture conditions for lipase production and lipid
accumulation by yeast Candida viswanathii using different carbon sources and nitrogen
limiting conditions in submerged cultures. The highest lipase production was observed
using olive oil (26,78 U/ml), while the highest lipid accumulation occurred with triolein
(44,6%). Limiting nitrogen conditions showed that C. viswanathii can utilize
ammonium nitrate for growth, but increased lipid accumulation and lipase production
occurred with yeast extract. The addition of glucose to the culture medium caused
repression of lipase production, but increased lipid accumulation over time, probably
due to carbon excess and nitrogen limiting conditions. The evaluation of the fatty acid
profile showed a predominance of oleic acid (C18:1), obtaining a percentage of 69,31,
60,69 and 68,84%, for olive oil, glucose and olive oil+glucose, respectively. It is
concluded that the strain C. viswanathii can be considered as an oleaginous lineage
capable of accumulating high concentrations of intracellular lipids and simultaneously
producing high levels of lipase. The lipid produced by this lineage has potential for use
in various food industry sectors as dietary supplements because of its high content of

monounsaturated fatty acids in the omega-6 family.

Keywords: Lipolytic yeast; Olive oil; Triacylglycerol.
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1. INTRODUCAO

Lipases, também denominadas como triacilglicerol ester hidrolases (EC
3.1.1.3), sdo enzimas responsaveis por catalisar a hidrélise de 6leos e gorduras em
diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos livres e glicerol em condi¢Ges aquosas,
mas também podem facilitar reacbes como esterificacdo e transesterificacdo, na
presenca de solventes organicos (BARRIUSO et al., 2016; BORNSCHEUER et al.,
2002; CORZO; REVAH, 1999; JAEGER; REETZ, 1998; JAEGER; EGGERT, 2002;
KAPOOR; GUPTA, 2012; REETZ, 2002; SHARMA,; CHISTI; CHAND, 2001). Estas
enzimas sdo consideradas como uma das classes mais importantes de enzimas
industriais, sendo responsaveis por cerca de 10% do mercado de enzimas. Algumas de
suas aplicacbes sdo na industria de detergentes, processamento de couro, em
cosméticos, perfumaria, producdo de biocombustiveis, quimica fina, industria de papel e
celulose, alimentos humanos e animais, diagnésticos médicos e produtos farmacéuticos
(CORZO; REVAH, 1999; JAEGER; REETZ, 1998; REETZ, 2002; SALIHU; BALA,
ALAM, 2015).

Lipases sdo obtidas a partir de plantas e animais (SHARMA; CHISTI,
CHAND, 2001). No entanto, lipases comerciais sé@o obtidas mais frequentemente a
partir de fontes microbianas por meio de fermentacdo de diferentes bactérias, fungos e
leveduras como Aspergillus niger, Chromobacterium viscosum, Candida rugosa,
Rhizopus delemar e Yarrowia lipolytica (CORZO; REVAH, 1999). A principal forma
de producdo de enzimas em processos industriais é fermentacdo submersa que apresenta
grandes vantagens, em virtude da facilidade de esterilizagdo e controle do processo,
além de tornar possivel a utilizacdo de substratos de baixo custo como 06leos vegetais,
residuos agroindustriais, gorduras de aves e sebo (ALMEIDA; TAUK-TORNISIELO;
CARMONA, 2013; PAULOVA; PATAKOVA; BRANYIK, 2013).

Algumas espécies microbianas, além de produzirem lipases, tem potencial em
sintetizar e armazenar quantidades relevantes de lipideos em sua biomassa (CHANG et
al., 2015). Microrganismos que armazenam teores de 6leo em cerca de 20% de sua
biomassa sdo considerados microrganismos oleaginosos, e entre estes estdo microalgas,
bacterias, fungos e leveduras, sendo que estes ultimos sintetizam lipidios de composicao
semelhante a triacilglicerdis de dleos vegetais (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011).



Pagina |76

Leveduras oleaginosas sdo de rapido crescimento e acumulam teor elevado de lipidio
em sua biomassa celular, uma vez que pode armazenar cerca de 40% de seu peso seco
em lipidios em condic¢Ges normais de crescimento e até 70% em condicGes limitantes de
nutrientes. Algumas leveduras importantes no acumulo de lipidios sdo dos géneros
Rhodotorula, Trichosporon, Lipomyces, Yarrowia e Candida (THEVENIEAU;
NICAUD, 2013).

Desse modo, leveduras oleaginosas apresentam grande potencial na acimulo
de lipidios em funcdo da sua alta taxa de acumulo. Esses lipidios séo classificados em:
neutros (triglicerideos) e polares (glicolipidios e fosfolipidios), sendo a grande parte
constituida por triglicerideos saturados e monoinstaurados (HUGENHOLTZ; SMID,
2002). Esses lipidios acumulados podem ser utilizados em diversos segmentos, como
geracdo de produtos especiais - lubrificantes e polimeros, ou produtos de base -
biocombustiveis. Além disso, estudos tém sido realizados para o desenvolvimento de
6leos microbianos enriquecidos em Omega-3 e Omega-6, para fins dietéticos e infantis,
e em substituicdo a manteiga de cacau (ANGERBAUER et al., 2008; CHANG et al.,
2015; PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011; THEVENIEAU; NICAUD, 2013;
ZHANG et al., 2014). Este trabalho teve como objetivo avaliar as condicGes de cultivo
para a producdo de lipase e acumulo de lipidio pela levedura Candida viswanathii
utilizando diferentes fontes de carbono e nitrogénio em condic¢6es submersas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo e condicdes de cultura

A levedura C. viswanathii € mantida no Laboratorio de Biotecnologia, Anélise
de alimentos e Purificacdo de produtos (LABAP), Habite — Incubadora de Empresas de
Base Biotecnoldgica, Universidade Federal do Tocantins, Gurupi-TO. Cultivos
periodicos foram realizados em tubo inclinado contendo meio BDA (200 g de batata, 20

g de dextrose, 20 g de agar) e incubados a 28 ° C, durante 72 horas.

2.2 Cultivo submerso

Os cultivos foram realizadas em frascos de Erlenmeyer de 125 ml contendo 20
ml de meio de Sais de Vogel (Vogel, 1956). As culturas foram suplementadas com
fontes de carbono e nitrogénio. Os meios de cultivo foram autoclavados a 121 °C
durante 20 min, inoculados com 1 ml do indculo padronizado, sendo o in6culo
preparado em solucdo de NaCl a 0,85%, e padronizado para 10 células por ml. Os

cultivos foram mantidos a 180 rpm, a 28 ° C por 72 horas.

2.3 Fontes de carbono e condic¢es limitantes de nitrogénio

As fontes de carbono puras e complexas trioleina, tributirina, 6leo de milho,
6leo de girassol, 6leo de canola ou azeite foram adicionadas aos meios de cultura na
concentracdo de 1,0% (p/v). CondigOes limitantes de nitrogénio foram proporcionadas
utilizando o mesmo meio de cultura suplementado com trioleina ou azeite de oliva e
adicdo de 0,2% (p/p) de extrato de levedura ou glutamina. O pH inicial do meio foi

ajustado para 6,0 por adi¢do de NaOH 1 M antes da esterilizacao.



Pagina |78

2.4 Biomassa e extrato bruto

Para a obtencdo do extrato em bruto, os cultivos foram centrifugados a 7500xg
a 4 °C durante 15 min. O sobrenadante foi recolhido e utilizado para quantificagéo de
enzima e proteina. As biomassas foram lavadas com agua destilada e centrifugadas para
remover o meio de cultura residual. As biomassas foram secas a 60 °C em estufa até

peso constante.

2.5 Efeito de glicose no acumulo de lipidios e na producéo de lipase

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 ml contendo 20 ml
de sais de Vogel (Vogel, 1956) suplementado com 0,2% de extrato de levedura e 1,0%
de azeite de oliva ou de glicose. Glicose a 1% (p/v) foi adicionada aos cultivos que
continham azeite de oliva 1,0%. Amostras foram retiradas de 12 em 12 horas e usadas
para determinar o crescimento microbiano, a acimulo de lipidios e producao de lipase.
Os cultivos foram realizados em triplicata a 28 °C, agitado a 180 rpm por 96 horas.

2.6 Métodos analiticos
2.6.1 Atividade de lipase

A atividade de lipase foi determinada utilizando palmitato de p-nitrofenila (p-
NPP) como substrato (Almeida et al., 2013). Dissolveu-se 3,8mg de p-NPP em 0,5 ml
de dimetilsulfoxido, depois diluido para 50 mM com tampédo fosfato de s6dio 50 mM,
pH 7,0, contendo 0,5% de Triton X-100. A hidrolise de pNPP foi determinada
descontinuamente a 37 °C através da liberagao de p-nitrofenol (p-NP). Ap6s 5 min de
pré-incubacdo de 0,9 ml desta solucdo de substrato num banho de agua, a reacdo foi
iniciada por adicdo de 0,1 ml de amostra diluida apropriadamente. A reagdo foi
interrompida em intervalos diferentes (1 e 2 min) por choque térmico (90 °,. 1 min),
seguida pela adicdo de 1 ml de solucdo de tetraborato de sodio saturado. A absorbancia
foi medida a 405 nm e a atividade foi determinada de acordo com a curva padrdo feita

com p-nitrofenol (coeficiente de extincdo molar de pNP: 1,8 x 10* M™* cm™). Os
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controles foram preparados sem enzima. Uma unidade de atividade enzimatica foi

definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de pNP por ml por min.

2.6.2 Determinacao de lipidio microbiano

A extracdo de lipidios foi realizada apds a biomassa ter sido desidratada a 60
°C até peso constante, utilizando o método de Folch (FOLCH et al., 1956). Cerca de
100 mg de biomassa foram transferidas para frascos conicos selados para extracdo de
lipidios utilizando 5,0 ml de cloroféormio e 2,5 ml de metanol. Os frascos foram
mantidos a temperatura ambiente durante 24 h, e ¥ do volume da solucdo de KCI a
0,85% foi adicionado para formacao de mistura bifésica de cloroférmio, metanol e 4gua
(2,0: 1,0: 0,8 v/v). A mistura foi agitada e centrifugada a 340xg por 30 min. A camada
superior foi dispensada e a fase inferior contendo cloroférmio foi cuidadosamente
transferida para um tubo de ensaio, previamente pesado. O solvente foi removido em

chapa aquecedora a 60 °C. O teor total de lipidio foi determinado por gravimetria.

2.6.3 Quantificacdo de acidos graxos por cromatografia gasosa

Foram pesadas em balanca analitica, 100 mg de biomassa liofilizada da
levedura nos diferentes tratamentos em triplicata e transferidas para tubos headspace de
20ml. Para realizar a extracdo e transesterificacdo in situ dos lipidios da biomassa,
utilizou-se a metodologia adaptada do NREL (WYCHEN; RAMIREZ; LAURENS,
2015). Foram adicionados em cada tubo, 2 ml de solucdo de cloroférmio e metanol
(2:1) (Preparados com 100 ml de Cloroférmio e 50 ml de Metanol) e 3 ml da solucédo de
HCI em metanol a 0,6M (Preparados com 5 ml de HCI 37% e 95 ml de Metanol) e
deixados em banho ultrassdnico termostatizado em poténcia maxima a 55 °C por 60
minutos. Em seguida, foram adicionados 3 ml de hexano para realizar a separacao das
fases onde na parte superior se encontrava os FAMEs (&cidos graxos metilados) da

reacdo diluidos no hexano. Foram retirados 1,5 ml da fase do hexano com os FAMEs e
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passados para vial para ser analisados por cromatografo gasoso com detector de FID
(AOAC, 2005).

Os é&cidos graxos metilados foram analisados em cromatdégrafo a gas marca
Shimadzu, modelo GC-2010 Plus, acoplado com coluna HP-88 (60 m x 0,250 mm X
0,20 um), utilizando gas hélio como gas de arraste, fluxo constante de 1 ml/min. O
detector utilizado foi detector de ionizagdo de chama (FID). A temperatura do injetor foi
de 260 °C. com diviséo de amostra 50:1. A temperatura do detector foi de 260 °C. com
fluxo de hidrogénio de 30 ml/min e fluxo de ar de 400 ml/min. As condi¢6es de analise
dos acidos graxos iniciaram com a temperatura do forno a 140 °C, mantido por 5 min,
aumentando a temperatura em 4 °C por minuto até 240 °C. Os &cidos graxos foram
identificados e quantificados utilizando padrdes de acidos graxos.

2.6.4 Determinacdo do 6leo residual apos o cultivo

O sobrenadante da cultura foi transferido para tubos falcon (50 ml) e
acidificou-se com &cido sulfurico concentrado até pH 1,0. Em seguida, 10 ml de hexano
foram adicionados as amostras, as quais foram agitadas vigorosamente e mantidas em
repouso até a separacdo de fases organica e aquosa. A fase organica foi seca em estufa a

60 ° C até peso constante e a biomassa foi pesada em balanca analitica.

2.6.5 Parametros da fermentacéao

O rendimento de lipase e lipidio sobre substrato (Yp/s) e sobre biomassa
(Yp/x), rendimento de biomassa (Yx/s), produtividade de lipase (PL) e de biomassa
(Px), e a taxa especifica de producdo de lipase foram determinados de acordo as

equac0es abaixo (qL):
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Pr— P Pr— P
f 0 f 0
YP/S = m 1) YP/X = Xr — X, (2)
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/s = (3) L= =
So — S T T
P —P X — X

Em que:
Xo e Xy = concentragdes (g/L) inicial e final de Biomassa,
So e S = concentragdes (g/L) inicial e final de Substrato e

Py e Py = concentragdes (U/L) inicial e final de Lipase, respectivamente.

3. RESULTADOS

3.1 Efeito de fontes de carbono sobre o crescimento, producéo de lipase

e acumulo de lipidio

A linhagem C. viswanathii foi analisada quanto ao potencial em produzir lipase
e acumular lipidios em cultivo submerso utilizando diferentes fontes de carbono de
origem lipidica (Figura 1). As fontes lipidicas tributirina (4:0) e trioleina foram
escolhidas devido a sua composicdo no triacilglicerol, sendo quatro carbonos em
tributirina e dezoito carbonos e uma insaturacdo no carbono 9, acido oleico, (18:1cis-
A9), enquanto que as fontes de lipidio renovaveis, azeite de oliva, dleo de linhaga e dleo
de girassol foram escolhidas por comporem em seus triacilglicerois 79% de acido
oleico, 66% &cido linoleico (18:2 cis-A9,12) e 53% de acido linolénico (18:3 cis-
A6.,9,12).
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Figura 1: Efeito de fontes de carbono puras e complexas sobre o crescimento de C.
viswanathii, producdo de lipase e acumulo de lipidio. Condicdes de cultivo: meio
liquido de Vogel suplementado com 1% (p/v) de triacilglicerol, pH 6.0, 72 h, 200 rpm,
28 °C.

A linhagem de C. viswanathii foi capaz de se desenvolver em todos o0s
triacilglicerois analisados apresentando valores de biomassa seca de, aproximadamente,
7,0 g/L. As maiores taxas observadas foram com trioleina e 6leo de girassol (7,75 g/L e
7,57 g/L, respectivamente) e 0 menor crescimento com tributirina (1,56 g/L). A maior
producéo de lipase foi observada com azeite de oliva (26,78 U/ml) seguido por trioleina
(24,60 U/ml). Valores intermediarios foram observados com 0leo de linhaca (22,84
U/ml) e o6leo de girassol (21,96 U/ml). O maior acimulo de lipidio intracelular foi
observado com a fonte de lipidio puro trioleina (3,45 g/L), que correspondeu a 44,57%

do peso seco da biomassa da levedura.

Na Figura 2 é apresentada a morfologia da linhagem de C. viswanathii com as
vesiculas de lipidios intracelulares. O acumulo de lipidio utilizando fontes renovaveis

de lipidio 6leo de linhaga, azeite de oliva e 0leo de girassol ndo apresentou diferenca
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(~2,7 g/L). A menor concentracdo de lipidio intracelular foi observada com tributirina
(0,55 g/L). O acumulo de lipidio utilizando azeite de oliva correspondeu 39% da
biomassa seca, enquanto que para tributirina, 6leo de linhacga e 6leo de girassol o lipidio
intracelular correspondeu a aproximadamente 34%.

Figura 2: Células de levedura C. viswanathii apds 72h de incubacdo em meio de cultivo
contendo azeite de oliva. Setas indicam as vesiculas com lipidios. Aumento 400x.

Os parametros da fermentacdo foram analisados quanto aos rendimentos de
biomassa, producéo de lipase e acOmulo de lipidio (Yxis, Yiipasers, Yiipidioss,
respectivamente), produtividade em biomassa (Px), lipase (Piipase) € lipidio (Piipigio) € @
taxa especifica de producdo (q) (Tabela 1). A maior produtividade em biomassa foi
observada com trioleina (Px=0,110 g/h).

As fontes de lipidio renovaveis, azeite de oliva, 6leo de girassol e dleo de
linhaca, apresentaram produtividade de aproximadamente 0,10 g/h, enquanto que a
tributirina apresentou a menor produtividade (Px=0,022 g/h). Os maiores rendimentos
de biomassa foram observados com azeite de oliva (Yxs=1,435 g/g de substrato
consumido) e 6leo de girassol (Yxs=1,316g/g de substrato consumido), enquanto que
com linhaga (Yxs=0,855 g/g de substrato consumido) e trioleina (Yx/s=0,820 g/g de
substrato consumido) apresentaram valores intermediarios e a tributirina apresentou o

menor valor de rendimento (Yxs=0,168 g/g de substrato consumido).
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Tabela 1: Acumulo de lipidio, producéo de lipase e biomassa C. viswanathii com utilizacao de triacilglicerois puros e complexos.

Acidos Graxos Biomassa Acumulo de Lipidio Producédo de Lipase
Triacilgliceréis
Predominantes Yxis Py Yers Yeix Plipidio q Lipid (%) Yeis Yeix Plipase q
Tributirina 4:0 (100%) 0,168 0,022 0,059 0,350 0,008 0,0048 35,0 167,6 1.217,9 26,4 16,91
Trioleina 18:1 (100%) 0,820 0,110 0,405 0,446 0,050 0,0061 44,6 2460,0 3.1742 3417 44,10
Azeite de Oliva 18:1(76-79%) 1,435 0,0970 0,276 0,389  0,0376  0,0054 39,0 2.6780 3.8532 3719 53,16
Oleo de Girassol 18:2 (66%) 1,316 0,105 1,224 0,361  0,0378 0,0050 36,1 2,196,0 29009 3172 40,30
Oleo de Linhaca 18:3 (53%) 0,855 0,101 0,409 0,400 0,04034 0,0055 31,4 2,284,0 3.146,0 305,0 43,70

CondicGes de cultivo: os cultivos foram realizados em meio Vogel com 1% (p/v) de 6leos vegetais ou gorduras animais, pH 6,0, 72 h, 200 rpm at 28 °C. YX/S producédo de
biomassa em substrato consumido (g/g); YP/S produto por substrato consumido; PX produtividade em biomassa (g/h); P produtividade (P/h); g taxa especifica de formacao de

produto (P/biomass,h-1), Lipidio (%) formacdo de lipidio nas células.
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As maiores produtividades de lipase foram observadas com azeite de oliva e
trioleina  (Piipase=371,9 U/L/h e Pjipase=341,7 U/L/h, respectivamente) e a maior
produtividade de lipidio com trioleina (Pjipiaio=0,050 g/h). Oleo de linhaga, 6leo de
girassol e azeite de oliva apresentaram produtividade de, aproximadamente, 0,040 g/h e
tributirina de 0,008 g/h. O rendimento em lipase e lipidio sobre o consumo de substrato
foi maior com azeite de oliva (Yipase/s=2.678,0 U/g de substrato consumido) com 6leo de
girassol (Yiipiiors=1,222 g/g substrato consumido), enquanto que o 6leo de linhaca e
trioleina foi as segundas e terceiras melhores fontes para a acUmulo de lipidio
(Yiipidiors=0,409 € Yiipidiors=0,405 g/g substrato consumido, respectivamente). O menor
rendimento de produc&o lipase e lipidio sobre o substrato consumido foi observado com
tributirina (Y=167,6 U/g substrato consumido e Y=0,059 g/g substrato consumido,

respectivamente),

O parametro de rendimento da producéo de lipase sobre a producao de biomassa
apresentou o maior indice com azeite de oliva (Y= 3.853,2U/g biomassa) e trioleina
(Y=0,446 U/g biomassa) para a acumulo de lipidio e a maior taxa especifica da
producdo de lipase foi de 53,16 U/g biomassa/h com azeite de oliva, enquanto que para
a acumulo de lipidio foi de 0,006 g/g biomassa/h com trioleina. Os menores valores de
rendimento e taxa especifica para lipase e acumulo de lipidio foram observados com

tributirina.

3.2 Efeito de fontes de nitrogénio sobre o crescimento, producédo de

lipase e acimulo de lipidio

Em raz&o de os parametros da fermentagéo indicarem melhores resultados com
a utilizacdo de azeite de oliva e trioleina, fontes de nitrogénio organica e inorganicas na
concentracdo de 0,2% foram avaliadas para a producdo de lipase e acimulo de lipidios
por C. viswanathii utilizando tais fontes de carbono (Figura 3). A maior producdo de
biomassa foi observada utilizando-se nitrato de amonio e trioleina (8,83 g/L), seguido
por azeite de oliva (8,35 g/L). A producéo de biomassa em trioleina e azeite de oliva

com extrato de levedura foi de 7,96 e 6,95 g/L, respectivamente.
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Figura 3: Efeito de fontes de nitrogénio sobre o crescimento de C. viswanathii,
producdo de lipase e acimulo de lipidio, CondicGes de cultivo: meio liquido de Vogel
suplementado com 1% (p/v) de triacilglicerol e 0,2% (p/v) de fonte de nitrogénio, pH
6,0, 72 h.

As maiores produgOes de lipase foram observadas utilizando-se fonte de
nitrogénio organica (extrato de levedura) com azeite de oliva e trioleina (26,78 U/ml e
23,6 U/ml, respectivamente). A maior acimulo de lipidio foi observada com trioleina
(3,45 g/L). O nitrato de aménio reduziu tanto a producao de lipase quanto a acimulo de
lipidio, sendo que com trioleina os maiores valores foram de 16,45 U/ml para lipase e
0,6 g/L para lipidio e com azeite de oliva de 12,96 U/ml e 3,40 g/L, respectivamente.

Os parametros da fermentacdo analisados para as duas fontes de nitrogénio séo
apresentados na Tabela 2. O cultivo com extrato de levedura apresentou o0 maior
rendimento de biomassa utilizando-se azeite de oliva (Yx;s=1,435 g/g); no entanto, em
conjunto com trioleina apresentou Yx;s=0,820 g/g. O uso de nitrato de amdnia também
causou reducdo nos parametros analisados, tendo Yx;s=1,265 g/g com azeite de oliva e
Yxs=0,920 g/g com trioleina. No que diz respeito a produtividade de biomassa, nitrato
de aménio apresentou-se como a melhor fonte de nitrogénio, a qual obteve Px=0,123
o/h para trioleina e Px=0,115 g/h para azeite de oliva.
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Tabela 2: Acumulo de lipidio, producéo de lipase e biomassa C. viswanathii com utilizacao de diferentes fontes de nitrogénio.

Fonte de Nitrogénio Biomassa Acumulo de Lipidio Producédo de Lipase

Lipid
Yxis Py Yers Yeix Plipidio q Ypss Yeix Plipase q
(%)

Extrato de levedura

Trioleina 0,820 0,110 0,405 0,446 0,0500 0,0061 44,6 2.460,0 3.174,2 3417 44,10

Azeite de oliva 1,435 0,0970 0,276 0,389 0,0376 0,0054 39,0 2.678,0 3.853,2 3719 53,51

Nitrato de amonio

Trioleina 0,939 0,123 0,0627 0,0668 0,0061 0,0007 6,7 1.645,0 1.862,0 228,5 25,82

Azeite de oliva 1,265 0,115 0,5152 0,4072 0,0354 0,0042 40,7 1.296,0 1.552,7 180,0 21,14

Condicdes de cultivo: os cultivos foram realizados em meio Vogel com 1% (p / v) de 6leos vegetais ou gorduras animais e 0,2% (p/v) de fonte de nitrogénio, pH 6,0,
72 h, 200 rpm at 28 °C. YX/S producdo de biomassa em substrato consumido (g/g); YP/S produto por substrato consumido; PX produtividade em biomassa (g/h); P

produtividade (P/h); q taxa especifica de formac&o de produto (P/biomass,h-1), Lipid (%) formacao de lipidio nas células.
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A fonte de nitrogénio orgéanica também apresentou bons resultados para os demais
parametros da fermentacdo como producdo de lipase e acumulo de lipidios. Os melhores
valores de rendimento para acumulo de lipidio foram observados com trioleina, enquanto que
para lipase o azeite de oliva foi melhor fonte de carbono. A taxa de especifica para a producéo
de lipase € maior utilizando-se azeite de oliva (q=53,51 U/g biomassa/h), representando um
aumento de 48,2% com relacdo a taxa especifica dos cultivos realizados com nitrato de
amonio. A acumulo de lipidio utilizando nitrato de aménio como fonte de nitrogénio e azeite
de oliva como fonte de carbono nos cultivos mostrou que os parametros da fermentacéo
apresentaram-se proximos aos observados com extrato de levedura (Yipigios=0,5152 g/g,
Yiipidiorx=0,4072 g/g, Px=0,0354 g/h, q=0,0042 g/g biomassa/h e 40,7% lipidio acumulado).
Esses resultados podem estar relacionados com o tipo de fonte de carbono utilizada, uma vez
que, o azeite de oliva possui, além dos acidos graxos monoinsaturados, outras substancias

como tocoferol que podem ter influenciado na acimulo de lipidio microbiano.

3.3 Cinética de acumulo de lipidio e producao de lipase

A cinética de producdo de biomassa, producdo de lipase e acumulo de lipidio
utilizando-se a azeite de oliva e/ou glicose 1,0% (p/v) e extrato de levedura 0,2% (p/v) foi
realizada durante 96h em cultivos sob agitagdo constante de 180 rpm, a 28 °C (Figura 4a). Os
resultados observados para a producdo de biomassa sugerem que a linhagem de C.
viswanathii possui maior preferéncia para o crescimento em fontes lipidicas do que em
carboidratos. A maior producdo de biomassa foi observada no cultivo com azeite de oliva
apos 72 h de cultivo (13,45 g/L). O crescimento microbiano em glicose mostrou-se acelerado
nas primeiras 24 h de cultivo, enquanto que no meio de cultivo com azeite de oliva+glicose, o

crescimento foi inferior com producdo maxima de biomassa ap6s 36 h (8,35 g/L).
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Figura 4: Crescimento de C. viswanathii (A), producdo de lipase (B) e cinética de acimulo
lipidica (C). Condigdes de cultura: as culturas foram realizadas em meio VVogel com fonte de
carbono a 1% (p / v) e fonte de nitrogénio a 0,2% (p / v), pH 6,0, 72h, 200 rpm a 28 ° C. Setas
indicam a adicdo de glicose ao meio de cultivo.

A producdo de lipase foi extremamente influenciada com as condicGes de cultivo
estabelecidas (Figura 4b). O meio de cultivo com a adicdo de azeite de oliva apresentou a
maior producdo de lipase ap6s 96 h de cultivo (23,7 U/ml). O meio de cultivo contendo
glicose apresentou repressao quanto a producdo da enzima, evidenciando sua propriedade
indutiva na presenca de compostos lipidicos. Esta caracteristica também foi observada no
meio de cultivo contendo azeite de oliva+glicose. A adi¢do de glicose ao meio de cultivo apds
6 h de cultivo mostrou repressdo catabdlica pela linhagem de C. viswanathii, tendo inicio da
producéo de lipase apo6s 18 h de cultivo, com a produgdo maxima apos 36 h (14 U/ml). Nas
condigdes de cultivo estabelecidas, observou-se alteragdo na morfologia celular da linhagem

crescida em glicose, onde as células apresentaram-se alongadas e com formacéo de pseudo-
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hifas, uma caracteristica presente no género Candida (Figura 5b). As células crescidas em
azeite de oliva apresentaram-se tamanho inferior as células crescidas nos cultivos com azeite
de oliva+glicose.
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Figura 5: Morfologia de células de C. viswanathii crescida em azeite de oliva (A), glicose (B)
e azeite de oliva+glicose (C) por 72 h de cultivo, a 180 rpm, 28 °C. Aumento 400x.

O acumulo de lipidio intracelular teve resposta contraria a producdo de biomassa e
lipase (Figura 4c). O meio de cultivo que continha azeite de oliva + glicose apresentou maior
producédo e acumulo de lipidio ap6s 96 h de cultivo (4,50 g/L). Interessantemente, a acimulo
de lipidio aumentou apds a adicdo de glicose ao meio de cultivo. O meio de cultivo contendo
azeite de oliva apresentou o maior acimulo de lipidio ap6s 72 h de cultivo (3,41 g/L), como
também observado para a producdo de biomassa. No meio de cultivo contendo glicose, a
maior acumulo de lipidio foi de 0,3 g/L. Este fato pode estar relacionado com a alteracdo da
morfologia celular observada na Figura 5.

Os parametros da cinética de fermentacdo foram analisados quanto aos rendimentos
de biomassa, lipase e lipidio (Yxss, Yiipasers, Yiipidiors, respectivamente), produtividade em
biomassa (Px), lipase (Piipase) € lipidio (Piipigio) € a taxa especifica de produgéo (q) (Tabela 3).
Em relacdo a conversdo de substrato, percebe-se que a melhor conversdo de substrato em
biomassa foi observada em cultivo utilizando-se glicose como fonte de carbono (Yx/s=2,53
g/g). O uso de azeite de oliva favoreceu a melhor conversdo de substrato em lipase
(Yiipasers=2,740,64 g/g), enquanto que a maior converséo de substrato em lipidio foi observada
no cultivo azeite+glicose (Yiipigiors=0,75 9/g). O mesmo é observado em relagdo a taxa de
conversdo, em que azeite de oliva apresentou-se como melhor fonte de carbono para taxa de
conversdo de lipase e o cultivo azeite/glicose foi o melhor para taxa de conversdo de lipidio,
apresentando valores de q=19,4219 e 0,0088 U/g biomassa/h, respectivamente. Em relacdo a
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produtividade de lipase observa-se superioridade do azeite de oliva, obtendo valores de

Plipase=2246,6579 U/h, enquanto que a produtividade de lipidio apresentou melhores

resultados no cultivo azeite/glicose (Piipidic=0,0681 g/h).

Tabela 3: Acumulo de lipidio, producdo de lipase e biomassa C. viswanathii em 96h de

cinética de cultivo.

Parametros Glicose Azeite de Oliva  Azeite + Glicose
Biomassa (g/L) 7,17 12,70 7,72
Lipase (U/L) 167,15 23679,16 14065,10
Lipidio (g/L) 0,065 1,655 6,537
Conversdo de substrato em lipase (Ypss) 59,17 2740,64 1627,90
Conversdo de substrato em lipidio (Yps) 0,023 0,191 0,757
Conversdo de substrato em biomassa (Yxs) 2,54 1,47 0,89
Taxa de conversdo lipase (q,) 0,243 19,420 18,966
Taxa de conversdo lipidio (q,) 0,00009 0,00130 0,00880
Produtividade lipase (P) 1,74 246,65 146,51
Produtividade lipidio (P) 0,0006 0,0172 0,0681

3.4 Perfil de &cidos graxos

A andlise das amostras de lipidios realizada por cromatografia gasosa revelou o perfil

dos acidos graxos produzidos pela levedura nas condigdes de cultivos contendo como fonte de

carbono azeite de oliva, glicose ou azeite de oliva + glicose (Tabela 5). Nas trés condicdes de

cultivo, o maior teor de lipidio intracelular foi obtido com azeite de oliva+glicose (59,73%,

p/p), seguido por azeite de oliva (25,35%, p/p) e glicose (3,16%, p/p). Observou-se também



Pagina |94

maior quantidade de acidos graxos insaturados que de &cidos graxos saturados, porém, nos
cultivos com glicose houve aumento na quantidade de acidos graxos saturados (33,36%, p/p).
Nos cultivos em que o azeite de oliva estava presente, com ou sem glicose, houve maior
acumulo dos &cidos graxos insaturados (86,06 e 85,62%, p/p); enquanto que, no cultivo com
glicose a concentracao desses acidos foram de 66,64% (p/p).

Tabela 4: Perfil dos acidos graxos produzidos por C. viswanathii em diferentes fontes de
carbono.

Azeite de oliva +

Parametros (%) Nomenclatura Glicose Azeite de oliva
Glicose

Lipidio total 3,16 +0,13 25,35+1,89 59,73 + 2,87
Acido graxo saturado 33,36 £ 0,51 13,94 £ 0,40 14,38 £ 0,76
Acido graxo insaturado 66,64 + 0,86 86,06 + 2,87 85,62 + 4,46
Acido miristico C14:0 n,d, n,d, n,d,
Acido palmistico C 16:0 17,56 £ 0,13 10,80 £ 0,28 10,79 £ 0,59
Acido palmitoleico C 16:1 Acis-9 595+0,13 1,19+ 0,05 1,31+£0,08
Acido estearico C18:0 15,79 £ 0,38 3,14+£0,12 3,59+0,18
Acido oleico C 18:1Acis-9 60,69 + 0,72 69,31+ 2,33 68,84 + 3,55
Acido vacénico C 18:1 Atrans-11 n,d, 1,80 £ 0,05 1,79+ 0,09
Acido linoleico C 18:2 Acis-9,12 n,d, 12,55+ 0,40 12,84 £ 0,69
Acido linolénico C 18:3 Acis-6,9,12 n,d, 0,79+ 0,03 0,85+ 0,05
Acido eicosadiendico C 20:2 Acis-11,14 n,d, 0,42 +0,01 n,d,
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Entre os perfis de &cidos graxos, ndo foi observada presenca de &cido graxo de cadeia
carbonica de 14 C em nenhuma das condi¢des. Além disso, em todas as condicOes testadas
observou-se predominancia de acido oleico, obtendo porcentagem de 69,31, 60,69 e 68,84%,
para azeite de oliva, glicose e azeite/glicose, respectivamente. Utilizando-se azeite de oliva
como fonte de carbono, percebe-se a presenca de &cidos graxos de tamanhos variados de
cadeia carbonica, de 16 a 20 C, sendo observados também, como constituintes, 12,55% de
acido linoleico (C18:2n- 6¢) e 10,80% de &cido palmitico (C16:0). O mesmo também ¢é
observado no cultivo azeite + glicose, onde observou-se presenca de &cidos graxos de
tamanhos variados. No entanto, no cultivo azeite + glicose ndo observou-se a presenca de
acido cis-11,14-eicosadiendico (C20:2n6), assim como no cultivo com glicose como fonte de
carbono, em que também ndo observou-se a presenca de acido vacénico (C18:1 trans-11),
linoleico (C18:2) e alfa-linolénico (C18:3) como constituintes. Com a utilizagéo de glicose no
meio de cutlivo notou-se presenca de 17,56% de &cido palmitico e 15,79% de &cido estearico
(C18:0).

4. DISCUSSAO

A co-producdo de metabdlitos com valor agregado por microrganismos € uma
alternativa viavel para o aproveitamento de produtos extracelulares e intracelulares em um
mesmo processo fermentativo. Desta forma, o caldo fermentado é fonte de moléculas
extracelulares sollveis como enzimas e, a biomassa pode ser utilizada para obtencdo de
metabdlitos intracelulares como lipidios, proteinas, vitaminas entre outros. A linhagem C.
viswanathii demonstrou produzir alta quantidade de biomassa em substratos lipidicos para a
producdo de lipase e acimulo de lipidio. Em todos os cultivos foram mantidas as condicdes
limitantes de nitrogénio com o objetivo de verificar a influéncia da fonte de carbono sobre o
acumulo de lipidio intracelular. Os microrganismos acumulam lipidios durante o crescimento
secundario contendo elevadas concentracbes de carbono e concentragbes limitadas de
nitrogénio. Eles convertem o carbono residual em 6leos quando a quantidade de nitrogénio é
esgotado no meio de cultura (SAYGUN et al., 2014).

A utilizacdo de fontes de carbono lipidicas, como tributirina, trioleina, azeite de
oliva, o0leo de girassol e 6leo de linhaga, influenciou a producédo de lipase, biomassa e de
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acumulo de lipidios. Estes resultados estdo relacionados com a composi¢do dos acidos graxos
presentes no triacilglicerol. A maior producdo de lipase foi observada com azeite de oliva,
seguida pela trioleina. Estas fontes de carbono séo ricas em acido oleico. A producao de lipase
por microrganismos € mediada, em sua maioria, pelo uso de azeite de oliva como fonte de
carbono (SHARMA et al., 2001; TREICHEL et al., 2010). Além disso, 0 azeite de oliva
possui fatores nutricionais, como tocoferol, que favorecem o crescimento microbiano e a
producdo de lipase (BALDIOLI et al., 1996). O uso de tributirina inibiu a producéo de lipase
pela linhagem de C. viswanathii. Estas observacdes corroboram com os resultados obtidos em
estudos anteriores, indicando que a linhagem produz uma lipase verdadeira, pois tem

preferéncia por acidos graxos de cadeia longa (ALMEIDA et al., 2013).

A actmulo de lipidio utilizando fontes oleaginosas mostrou que a linhagem de C.
viswanathii acumulou acima de 30% de lipidio em todas as fontes analisadas, tendo a maior
acumulo em trioleina (44,6%), seguido por azeite de oliva (39%). A menor concentracdo de
lipidio foi observada com dleo de linhacga (31,4%). Embora tributirina tenha apresentado as
menores producBes de biomassa e lipase, na presenca desta fonte de carbono a linhagem
acumulou 35,0% de lipidio. A adicdo de diferentes 6leos ao meio de cultivo pode aumentar a
acumulo de lipidios dependendo da composicdo dos acidos graxos presentes (SAYGUN et al.,
2014). A actmulo de lipidios por Yarrowia lipolytica foi diretamente influenciada pela
composicdo dos acidos graxos dos substratos hidrofobicos utilizados no meio de cultivo
(PAPANIKOLAOU et al., 2001). A acumulo de lipidio nas células de C. viswanathii
decresceu de acordo com o aumento do nimero de insaturacdes nos acidos graxos presentes
nos lipidios utilizados como fonte de carbono. Trioleina apresenta 100% de &cido oleico
(18:1) em sua composi¢do e apresentou 44,6% de lipidios acumulados nas células. Azeite de
oliva era composto por ~80% de acido oleico (lipidio acumulado — 39,0%), 6leo de girassol
possui 66% de acido linoleico (18:2) (lipidio acumulado — 36,1%) e Gleo de linhaca possui
53% de acido linolénico (18:3) (lipidio acumulado — 31,4%).

O crescimento em diferentes fontes de nitrogénio (extrato de levedura e NH;NO3)
teve pouco efeito sobre a producédo de biomassa total por C. viswanathii e sobre o acimulo de
lipidio, exceto no meio de cultivo contendo trioleina e NH4NO3. Os resultados mostram que,
embora o nitrato de aménio tenha sido utilizado para o crescimento microbiano, a maior
acumulo de lipidio e lipase foi observada com fonte de nitrogénio orgénica. Estas observacoes
também foram encontradas por Certik; Megova; Horenitzky (1999) com o fungo filamentoso
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Cuninghamella echinulata e Evans; Ratledge (1984) com leveduras oleaginosas. Estes autores
observaram que 0S microrganismos cresceram rapidamente nos meio de cultivo contendo
nitrogénio organico, mas pouco lipidio foi produzido e armazenado pelas células. A natureza
e concentracdo da fonte de nitrogénio usado no meio de cultivo é um fator essencial para a

regulagéo da lipogénese.

As razbes para a acumulo de lipidios envolve a capacidade de produzir um
fornecimento continuo de acetil-CoA diretamente no citosol da célula como um precursor
necessario para a sintese de acidos graxos e a capacidade de produzir um suprimento
suficiente de NADPH como redutor essencial para a biossintese de &cidos graxos. Em
condigdes limitantes de nitrogénio os microrganismos induzem uma cascata de reagdes que
levam & formacéo de acetil-CoA (RATLEDGE, 2004). Certik; Megova; Horenitzky (1999)
observaram que a acumulo de lipidios em C. echinulata ocorreu em fontes de nitrogénio
organicas, onde também foi observado o aumento da atividade da enzima acetil-CoA
carboxilase. Os autores observaram que a mudanca das condigdes de cultivo para condicdes
limitantes de nitrogénio provocou um aumento das atividades de ATP-citrato liase e acetil-

CoA carboxilase acompanhada de uma aumento no acumulo de lipidios.

A cinética de crescimento, producao de lipase e acimulo de lipidio de C. viswanathii
foram realizadas utilizando azeite de oliva, glicose e uma terceira condicdo, onde a glicose foi
adicionada ao meio de cultivo ap6s 8 horas de cultivo. A morfologia celular de C. viswanathii
nas diferentes condi¢Bes de cultivo mostrou interferéncia direta sobre a acimulo de lipidio.
As células crescidas em meio contendo azeite de oliva apresentaram-se menores e com
vesiculas de lipidios grandes no centro da célula. Nos cultivos com glicose como fonte de
carbono, a células apresentaram-se alongadas com formacdo de pseudo-hifas e gotas pequenas
de lipidio intracelular. Nos cultivos em que a glicose foi adicionada ao meio contendo azeite
de oliva, as células apresentaram-se maiores e também com vesiculas de lipidios grandes.
Nestas condi¢bes, a producdo de lipase também foi influenciada, uma vez que nos meio de
cultivo contendo glicose, houve producdo muito baixa de lipase e no meio contendo azeite de
oliva, apo6s a adicdo de glicose, ocorreu repressao catabolica e a producdo de lipase foi
interrompida. Enquanto que, no meio com azeite de oliva, a producdo de lipase ocorreu até 96

h de cultivo,
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A glicose presente no meio de cultivo foi rapidamente consumida pela linhagem de
C. viswanathii, que pode ter levado a levedura entrar em estado de estresse nutricional e
consumir os lipidios intracelulares para seu crescimento. A filamentacdo de leveduras do
género Candida ocorre em condigdes de estresse como falta de nutrientes. Zhang et al. (2011)
observou que uma mudanca significativa da morfologia na linhagem de Cryptococcus
curvatus durante o crescimento para a acumulo de lipidios. Durante os estagios iniciais, as
células cresceram dramaticamente por causa da abundancia de nutrientes e apresentaram-se
alongadas com grandes vesiculas de lipidios no centro da célula. Apos 48 h de cultivo,
qguando a fonte de nitrogénio foi exaurida do meio, as hifas tornaram-se fragmentadas e as
vesiculas de 6leo diminuiram de tamanho. Almeida et al. (2013) mostraram que a linhagem C.
viswanathii produz lipase somente na presenca substratos hidrofébicos, sendo melhor

induzida na presenca de acido oleico ou trioleina,

A adigéo de glicose ao meio de cultivo contendo azeite de oliva reduziu a producao
de biomassa e de lipase em 26,4% e 40%, respectivamente; mas promoveu aumento na
acumulo de lipidio em 31,40%. Resultados semelhantes foram observados com a levedura Y.
lipolytica quando cultivada em substratos hidrofébicos e com glicose (BEOPOULOQOS et al.,
2008). Os resultados mostraram que com a adi¢do de glicose ao meio de cultivo, a acimulo de
lipidio nas celulas passou de 14,1% para 37,0%, correspondendo a um aumento de 2,6 vezes.
A adicdo de glicose ao meio de cultivo pode ter causado um excesso de carbono nas
condicdes limitantes de nitrogénio, permitindo que o carbono fosse diretamente direcionado
para a sintese de lipidio, tendo como resultado sintese de triacilglicerois dentro das células
com vesiculas de lipidios (RATLEDGE, 2004).

Alteragdes no perfil dos acidos graxos de C. viswanathii também foram observadas
quando cultivada nas diferentes condicdes (azeite de oliva, glicose e azeite de oliva + glicose).
A utilizacdo de azeite de oliva ou azeite de oliva + glicose nos meios de cultivo reduziu a
producdo de cidos graxos saturados, como &cido palmitico (16:0) e acido oleico (18:0), tendo
um acimulo de acidos graxos saturados totais de 13,94% e 14,30%, respectivamente.
Enquanto que no meio de cultivo contendo glicose a producédo de 16:0 e de 18:0 foi del7,56%
e 15,79%, respectivamente, representando 33,35% dos acidos graxos saturados totais. Por
outro lado, observou-se producdo de &cidos graxos insaturados de 86,06% e 85,56% nos
cultivos contendo azeite de oliva e azeite de oliva + glicose. O &cido oleico foi o acido graxo

insaturado encontrado em maior concentracdo, seguido do &cido linoleico (~12%) também
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nos cultivos contendo azeite de oliva e azeite de oliva + glicose. Outros &cidos graxos poli-

insaturados ndo foram observados nos cultivos contendo glicose como fonte de carbono.

O perfil dos acidos graxos dos lipidios acumulados por linhagens microbianas séo
diretamente afetados pelo conteudo dos acidos graxos presentes nos 6leos utilizados como
substrato. A adigdo de diferentes 6leos aos meios de cultivo de Y. lipolytica pode aumentar a
producdo de &cidos graxos poli-insaturados dependendo do contedo dos acidos graxos das
fontes lipidicas (PAPANIKOLAQOU et al., 2001; PAPANIKOLAOU et al.,, 2003).
Chatzifragkou et al. (2011) observaram que a adicdo de 6leos essenciais ao meio de cultivo
alterou o perfil dos acidos graxos de Y. lipolytica, sendo que o0 meio de cultivo que continha
acido gama-linolénico favoreceu a producdo de 6leo microbiano com alto teor desse acido
graxo. De acordo com os resultados obtidos para C. viswanathii, 0 uso de azeite de oliva
favoreceu o aumento na producédo de &cidos graxos insaturados, como &cido oleico, linoleico,

linolénico e eicosadiendico e, consequentemente reducdo dos acidos palmitico e esteérico.

Darvish et al (2009) explicam que a entrada seletiva de &cidos graxos em células
microbianas pode ocorrer por dois diferentes sistemas de transporte seletivo de &cidos graxos
de diferentes tamanhos: um sistema carreador é especifico para os &cidos laurico e miristico
(12:0 e 14:0) e um segundo para os acidos palmitico e estedrico (16:0 e 18:0). Nestes
sistemas, observado para células de Y. lipolytica, os acidos laurico e miristico sdo usados para
o0 crescimento celular, enquanto que o &cido oleico é acumulado como lipidio de reserva e
armazenado (PAPANIKOLAOQOU et al., 2001; PAPANIKOLAOQU et al., 2003). No caso da
linhagem de C. viswanathii, indica que os &cidos graxos presentes no substrato podem serem
usados para 0 seu crescimento ou em processos de biotransformacdo para produzir novos

acidos graxos que nao existiam previamente no substrato.

Beopoulos; Nicaud (2012) relatam que o conteudo lipidico e o perfil de &cidos
graxos diferem entre as espécies de leveduras oleaginosas, porém as proporc¢des principais de
acidos graxos sdo similares aquelas produzidas pelas plantas e consistem principalmente em:
acido miristico (C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0), oleico
(C18:1), linoleico (C18:2; C18:3). Desse modo, o fato de que a maioria dos perfis lipidicos
observados ser semelhantes em tipo e composicao aos lipidios de plantas pode, portanto, ter
muitas vantagens pelo fato de ndo serem competitivas com alimentos, terem curtos ciclos de

processo e seu cultivo ndo depender de fatores climaticos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo em diferentes substratos hidrofobicos para a producdo de lipase e acimulo
de lipidio mostrou que a linhagem de C. viswanathii pode ser classificada como uma
linhagem pertencente ao grupo dos microrganismos oleaginosos. Este € o primeiro estudo que
relata a producdo e acumulo de lipidios por esta linhagem. A adigdo de glicose ao meio de
cultivo contendo azeite de oliva reduziu a producdo de lipase, mas aumentou a acumulo de
lipidio sem alterar significativamente o perfil dos acidos graxos, em especial, 0s acidos graxos
insaturados como &cido oleico que pertencem a familia émega 9. Dessa forma, os lipidios
produzidos por C. viswanathii possuem grande potencial para seu uso como suplementos
alimentares. Estudos envolvendo o controle fisiologico para a producédo de lipase e acumulo
de lipidios em outros substratos hidrofébicos e com residuos agroindustriais devem ser
realizados para otimizar a co-producdo destes metabolitos e aprofundar o entendimento nos

mecanismos de biotransformacao dos lipidios dos substratos em lipidios microbianos.
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CAPITULO 3

Encapsulagéo da lipase de Candida viswanathii em alginato de sodio e hidrolise da
gordura de frango em biorreator tipo cesto
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RESUMO

As lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a
hidrélise de ligacdes éster de triglicerideos em diglicerideos, monoglicerideos, &cidos graxos e
glicerol. Contudo, a imobilizagdo dessas enzimas as torna ainda mais promissoras, de modo
que séo requeridas para aplicacdo em uma ampla gama de inddstrias, bem como na hidrolise
de lipidios produzindo acidos graxos de grande interesse. Assim, 0 objetivo deste estudo foi a
encapsulacdo da lipase de Candida viswanathii em alginato e avaliacdo do seu potencial para
hidrélise da gordura de frango em biorreator tipo cesto. Desse modo, estudou-se a influéncia
do diametro da esfera e da concentracédo de alginato, obtendo-se o melhor diametro de 2 mm e
concentracdo de 2% de alginato, com atividade enzimatica de 13,42 U/g e 28 Ulqg,
respectivamente. Utilizou-se alginato de sédio em sua forma convencional e modificado com
glutaraldeido, alcool polivinilico e carboximetilcelulose, sendo que o alginato na forma
convencional foi o que apresentou melhores resultados, obtendo-se 28,6 U/g e mais de 50%
de atividade ap6s 15 ciclos de reuso. A caracterizacdo da lipase livre e encapsulada de C.
viswanathii revelou temperatura étima de atividade de 35 °C para a enzima encapsulada e na
faixa de 40 — 45 °C para a lipase livre sobre a hidrdlise do palmitato de paranitrofenila (p-
NPP). Sobre a hidrdlise de gordura de frango, tanto enzima livre quanto encapsulada
apresentaram temperatura 6tima de atividade a 40 °C. Quanto a estabilidade térmica, a enzima
livre apresentou boa estabilidade até 12h de incubagdo nas temperaturas de 30 e 40 °C. Ja a
enzima encapsulada mostrou-se estdvel em até 72 horas de incubagdo nas mesmas
temperaturas. A enzima livre apresentou aumento de atividade na presenca de NH4Cl e CaCl,
(117,50% e 111,25%, respectivamente). Ja a lipase encapsulada apresentou aumento na
atividade com todos os ions analisados, sendo CaCl, (152,94%), NH,CIl (145,88%), BaCl,
(144,12%) e NaCl (138,24%). Em relagdo a hidrolise, observou-se que tanto a enzima livre
como encapsulada apresentaram maior atividade hidrolitica apds 96 horas de incubacdo, em
gue a enzima encapsulada obteve 34,66% de hidrélise e a enzima livre obteve 17,91% de
hidrolise. Assim, a lipase encapsulada de Candida viswanathii apresentou boa estabilidade e
potencial para aplicacdo na hidrolise de gordura de frango.

Palavras-chave: Levedura Lipolitica; Encapsulagéo; Hidrdlise; Gordura.



Pagina | 106

ABSTRACT

Lipases (triacylglycerol hydrolases, EC 3.1.1.3) are enzymes that catalyze the hydrolysis of
triglyceride ester bonds in diglycerides, monoglycerides, fatty acids and glycerol. However,
the immobilization of these enzymes makes them even more promising, so they are required
for application in a wide range of industries, as well as in lipid hydrolysis producing fatty
acids of great interest. Thus, the objective of this study was the encapsulation of Candida
viswanathii lipase in sodium alginate and evaluation of its potential for hydrolysis of poultry
fat in a basket-type bioreactor. Thus, the influence of the ball diameter and alginate
concentration was studied, obtaining the best 2 mm diameter and 2% alginate concentration,
with enzymatic activity of 13.42 U/g and 28 U/g, respectively. Sodium alginate was used in
its conventional form and modified with glutaraldehyde, polyvinyl alcohol and
carboxymethylcellulose, and the alginate in the conventional form gave the best results,
obtaining 28.6 U/g. In addition, the enzyme encapsulated in conventional sodium alginate
showed 100% activity in the first 6 cycles and more than 50% activity after 15 cycles of
reuse. The free and encapsulated lipase characterization of C. viswanathii revealed optimal
activity temperature of 35 °C for the encapsulated enzyme and in the 40-45 °C range for free
lipase on the hydrolysis of p-NPP. On the hydrolysis of poultry fat, both free and
encapsulated enzyme had an optimum temperature of activity at 40 °C. As for thermal
stability, the free enzyme presented good stability up to 12 h of incubation at temperatures of
30 and 40 °C. The encapsulated enzyme was stable in up to 72 hours of incubation at the same
temperatures. The free enzyme presented increased activity in the presence of NH,Cl and
CaCl;, (117.50% and 111.25%, respectively). In addition, the encapsulated lipase presented
increased activity with all the ions analyzed, being CaCl, (152.94%), NH,Cl (145.88%),
BaCl; (144.12%) and NaCl (138.24%). In relation to the hydrolysis, it was observed that both
the free and encapsulated enzyme presented higher hydrolytic activity after 96 hours of
incubation, in which the encapsulated enzyme obtained 34.66% hydrolysis and the free
enzyme obtained 17.91% hydrolysis. Thus, the encapsulated lipase of Candida viswanathii
showed good stability and potential for application in poultry fat hydrolysis.

Keywords: Lipolytic Yeast; Encapsulation; Hydrolysis; Fat.
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1. INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a
hidrolise de ligacOes éster de triglicerideos em diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos e
glicerol, e sdo consideradas as enzimas mais importantes entre as enzimas industriais
(BARRIUSO et al., 2016; BRIGIDA et al., 2014; FICKERS; MARTY: NICAUD, 2011). S&o
utilizadas em uma ampla gama de aplicacdes, como na inddstria de detergentes (HASAN et
al., 2010), industria alimenticia (GANDRA et al., 2008), tratamento de efluentes (MENDES
et al., 2005) e producéo de biodiesel (YU et al., 2013), entre outros.

No entanto, as enzimas podem tornar o processo oneroso, sendo que em muitos casos
€ requerida a sua recuperacdo e reuso para tornar 0 processo economicamente viavel
(MATEO et al., 2007). Nesse contexto, destaca-se a imobilizacdo enzimatica, que apresenta
vantagens como reducgdo do volume de reacdo, melhoria da estabilidade da enzima e sua
reutilizacdo, facilidade de controle do processo e purificagdo do produto e redugdo de
inibidores (NISHA; ARUN; GOBI, 2012; OZTURK, 2001).

A classificacdo dos métodos de imobilizacdo de enzima compreende ligacbes
covalentes da enzima a uma matriz insoltvel; ligagdo cruzada intermolecular, utilizando
reagentes funcionais; adsorcdo a uma matriz insolivel em agua; aprisionamento dentro de
uma estrutura insolivel em &gua ou membranas semipermedveis (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Em relacdo a lipases, os principais métodos utilizados incluem adsorcédo, ligacao
covalente e encapsulacido (ABDULLA; RAVINDRA, 2013; ELAKKIYA;
PRABHAKARAN; THIRUMARIMURUGAN, 2016; NIKPOUR; PAZOUKI; DASHT,
2016); sendo que a encapsulacdo é vantajosa por imobilizar a enzima em uma membrana
semipermeavel, que impde uma barreira fisica, mas ndo restringe sua mobilidade, além de
favorecer uma maior area de superficie entre o substrato e a enzima (FERNANDEZ-
FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2012).

A utilizacdo de lipases imobilizadas torna essas enzimas ainda mais promissoras, de
modo que sdo requeridas para aplicagdo em uma ampla gama de industrias (NISHA; ARUN;
GOBI, 2012; PATEL et al., 2016). Nesse contexto, deve-se dar atencao a hidrolise de lipidios,
uma vez que as desvantagens da hidrolise convencional podem ser evitadas pelo processo

catalisado por lipase, sendo um procedimento operacional simples, de baixo custo e que
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minimiza a degradacdo térmica dos produtos. Além disso, &cidos graxos produzidos a partir
de hidrélise de dleos e gorduras por técnicas enzimaticas naturais sao mais preferiveis,
especialmente em inddstrias de alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (GUPTA,
2016).

Outro ponto importante € que entre 6leos e gorduras utilizados nesses processos de
hidrolise, destaca-se a gordura de frango, que apresenta grande propor¢do de acidos graxos
insaturados e poli-insaturados, sendo que seus acidos graxos insaturados sao bastante
desejaveis, 0 que torna a gordura de frango mais promissora que outras gorduras animais
(CENTENARO; FURLAN; DE SOUZA-SOARES, 2008; LEE; FOGLIA, 2000). Desse
modo, este trabalho objetivou encapsular a lipase de Candida viswanathii em alginato e

avaliar seu potencial para hidrdlise da gordura de frango em biorreator tipo cesto.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Manutencao da linhagem

A linhagem Candida viswanathii € mantida no Laboratorio de Biotecnologia e
Analise de Alimentos e Purificacdo de Produtos (LABAP), Habite — Incubadora de Empresas
de Biotecnologia da Universidade Federal do Tocantins, Campus Universitario de Gurupi-TO.
Cultivos periddicos foram realizados em meio BDA a 30 °C, por 3 dias. Cultura estoque da
linhagem é mantida em geladeira a 4 °C pelo método de Castellani (CASTELLANI, 1967).

2.2 Condic0es de cultivo e obtencdo do extrato proteico extracelular

Cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 100 ml, contendo 20 ml de meio
liquido de Vogel (VOGEL, 1956) que foram preparados com as seguintes modificacdes: 1,0%
(p/v) de azeite de oliva e 0,2% (p/v) de extrato de levedura; pH inicial 6,0 e previamente
autoclavados a 121 °C, por 30 min. Os meios de cultivo foram entdo inoculados com 1 ml de
uma suspenséo contendo 10" células/ml e mantidos por 72 horas, sob agitacio orbital de 180
rpm, a 28 °C. Apos o crescimento, as células foram separadas do meio por centrifugacdo
(8500xg, 30 min, 4 °C) e o sobrenadante submetido a liofilizacdo para posterior utilizacéo

como preparacao de proteinas e enzimas extracelulares.

2.3 Determinacdo da atividade enzimética

A atividade enzimatica foi determinada por método espectrofotométrico pela
hidrélise de palmitato de p-nitrofenila; e por método titulométrico, pela hidrélise de gordura

de frango.

2.3.1 Atividade enzimatica por método espectrofotométrico

A atividade da lipase foi determinada utilizando palmitato de p-nitrofenila (pNPP)
como substrato. O meio reacional utilizado foi composto por 3,8 mg de pNPP solubilizado em
0,5 ml de dimetilsulfoxido (DMSO) e diluido a 0,5 mM com tampdo Mcllvaine pH 4,0
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contendo 0,5% de Triton X-100. A hidrélise do pNPP foi determinada descontinuamente a 40
°C pela liberagdo do p-nitrofenol. Em cada tubo de ensaio adicionou-se 900 ul de meio
reacional e pré-incubou-se em banho-maria por cerca de 5 min. Para a enzima livre, a reacao
foi iniciada pela adicdo de 100 pl da amostra devidamente diluida, e ap6s 1 min a reacéao foi
interrompida com choque térmico (90 °C, 1 min), seguida pela adi¢cdo de 1 ml de solucédo
saturada de tetraborato de sodio decahidratado. Ja para a enzima imobilizada, adicionou-se
0,1g de esferas para inicio da reacdo, que foi interrompida retirando-se 100 pul e adicionando-
se em banho-maria a 90 °C por 1 min, seguida pela adi¢cdo de 100 pl de solucéo saturada de
tetraborato de sédio decahidratado. Todos o0s ensaios enzimaticos foram realizados em
duplicata e a leitura da absorbancia foi realizada a 405 nm (Coeficiente de extingdo molar (&)
do pNP: 22363 M-1.cm-1). Os controles (brancos) foram preparados sem adicionar a enzima.
Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima que libera 1

pumol de pNP por min por ml.

2.3.2 Atividade enzimatica por método titulométrico

A hidrolise de gordura de frango foi desenvolvida a 40 ° C seguindo-se os &cidos
graxos liberados por titulagdo. A gordura de frango (10%, p/v) foi emulsionada em tampdo de
Mcllvaine de pH 4,0, contendo 5% (p/v) de Triton X-100. Para a enzima livre, a reacdo foi
iniciada pela adicdo de 1 ml de amostra a 5 ml da emulsédo, e para a enzima imobilizada foi
iniciada pela adicdo de 1 g de esferas. Ambas foram mantidas durante 30 min a 300 rpm de
agitacdo orbital. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 16 ml de uma mistura de acetona:
solucdo de etanol (1:1, v/v). Os &cidos graxos liberados foram titulados até pH 11 com uma
solucdo 0,05 M de NaOH. Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a
guantidade de enzima que libera 1 pmol de &cido graxo por ml por min. Os resultados foram

expressos como porcentagem de gordura hidrolisada.

2.4 Determinacéo de proteinas

A determinacéo de proteinas foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY et al.,

1951) utilizando soro albumina bovina como padrao.
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2.5 Imobilizagéo da lipase de C. viswanathii

2.5.1 Alginato e imobilizacdo

As solucGes de alginato foram preparadas dissolvendo o alginato sélido em
agua destilada na concentracdo desejada. Extrato enzimatico e solucdo de alginato foram
misturados em voértex formando um volume total de oito mililitros. A mistura alginato/extrato
enzimético foi, entdo, gotejada em solugdo precipitante de cloreto de célcio 0,2M sob
constante agitacdo com o uso de agitador magnético. As esferas de alginato recém-formadas
permaneceram por mais 20 minutos na solucdo para garantir total solidificacdo das particulas,
sendo em seguida separadas da solugdo de calcio com o uso de papel de filtro e lavadas com
agua destilada. A solucdo de célcio e lavagens foram reservadas e utilizadas para anélises
enzimaticas e contetdo proteico (WON et al., 2005).

2.5.2 Influéncia das variaveis na imobilizacao de lipase de C. viswanathii

2.5.2.1 Diametro da esfera

O diametro das esferas foi avaliado em utilizando diferentes tamanhos de agulhas: 1
mm e 2 mm, utilizou-se Seringa BD Ultra-FineTM 1l Calibre 30G; e 3 mm, utilizou-se
Seringa Calibre 22G. O procedimento de imobilizacdo foi realizado nas condi¢bes

anteriormente citadas.

2.5.2.2 Concentragéo de alginato

Foram testadas quatro concentragdes de alginato: 1, 2, 3 e 4%, sendo o0 procedimento

de imobilizag&o realizado nas condigdes anteriormente citadas.
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2.5.3 Modificacdo de alginato para imobilizagéo de lipase de C. viswanathii

2.5.3.1 Modificacdo por Glutaraldeido

Adicionou-se 0,8 ml de solucdo de glutaraldeido (25%, p/p) em 20 ml de uma
solucdo de alginato de sodio (2%, p/p). A mistura foi agitada durante 5 min, seguido por
adicao de 250ul de solugdo de lipase, resultando em uma solucédo diluida 40x. A mistura foi,
entdo, gotejada em solucdo precipitante de cloreto de célcio 0,2M sob constante agitacdo com
0 uso de agitador magnético. A mistura foi agitada durante 10 min e as esferas foram

recolhidos por filtracdo, e depois lavadas com agua destilada.

2.5.3.2 Modificagdo por Alcool Polivinilico (PVA)

Uma solucdo de alcool polivinilico (10%, p/p) foi misturada a uma solucdo de
alginato de sddio (2%, p/p), até dissolver completamente. Em seguida, adicionou-se 250pl de
solucdo de lipase, resultando em uma solucdo diluida 40x. A mistura foi, entdo, gotejada em
solucdo precipitante de cloreto de célcio 0,2M sob constante agitacdo com o uso de agitador
magnético. A mistura foi agitada durante 10 min e as esferas foram recolhidas por filtragéo e
lavadas com &gua destilada.

2.5.3.3 Modificacdo por Carboximetilcelulose (CMC)

Misturou-se uma solucdo de carboximetilcelulose (1%, p/p) a uma solucdo de
alginato de sédio (2%, p/p), até dissolver completamente. Adicionou-se 250l de solucdo de
lipase, resultando em uma solucdo diluida 40x, e a mistura foi, entdo, gotejada em solugédo
precipitante de cloreto de célcio sob constante agitacdo com o uso de agitador magnético.
Outras modificacbes foram feitas adicionando-se solucdo de glutaraldeido (25%, p/p) e de
alcool polivinilico (10%, p/p) a mistura. A estas modificagdes adicionou-se 250pl de solucdo
de lipase, resultando em uma solugéo diluida 40x. As misturas foram, entdo, gotejadas em
solucéo precipitante de cloreto de célcio 0,2M sob constante agitagdo com o uso de agitador
magnético, deixadas sob agitacdo durante 10 min e as esferas foram recolhidas por filtracdo, e

depois lavadas com agua destilada.
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2.5.4 Calculos dos parametros de imobilizagédo

2.5.4.1 Atividade Especifica

Relaciona a atividade da enzima por massa de proteinas totais contida na solucéo

avaliada.
A
Atividade Especifica (4,) = Pt (U/mg)

Onde:
A = Atividade enzimatica (U/Q)
Pt = Proteina Total (mg/g)

2.5.4.2 Taxa de imobilizagéo

Relaciona a atividade especifica da enzima imobilizada e atividade especifica no
extrato bruto enzimatico usado na imobilizacéo.

Aeim

e(l)

* 100

Taxa de imobilizagao (%) =

Onde:
Acim) = Atividade especifica da enzima imobilizada

Ay = Atividade especifica da enzima livre

2.5.4.3 Rendimento da imobilizacao

Relaciona a atividade enzimaética da lipase livre antes da imobilizacdo e a atividade
no sobrenadante de filtracdo das esferas apds a imobilizacao.

S

* 100

Rendimento da imobilizagdo =
l

Onde:

A, = Atividade enzimatica antes da imobilizagdo

A = Atividade no sobrenadante de filtracdo das esferas



Pagina | 114

2.6 Caracterizacéo da lipase de C. viswanathii livre e imobilizada

2.6.1 Determinacdo da temperatura 6tima de atividade

A temperatura étima de atividade da enzima livre e imobilizada foi determinada nas

temperaturas de 20 a 60 °C, com intervalos de 5 °C, em tampao Mcllvaine pH 4,0. A enzima

foi convenientemente diluida no mesmo tampéo e a atividade determinada conforme os itens

23.1e23.2.

2.6.2 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada foi avaliada pela incubacdo das

amostras em diferentes temperaturas na auséncia do substrato, sendo incubadas a 30, 40, 50 e

60 °C. Aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo variados, transferidas para banho de

gelo, e entdo utilizadas para a determinacdo da atividade residual, que foi ensaiada pelo

método espectrofotométrico nas condi¢Bes anteriormente citadas. A partir dos resultados

obtidos, calculou-se a energia de ativacdo (Ea) e o tempo de meia-vida (t1/2) (JAVED et al.,

2009):
InKd = — @
RT
Onde:
Ea = Energia de ativacdo
Kd = Constante de primeira ordem para inativagao
R = Constante dos gases = 8,314 kJ mol™
T = Temperatura Absoluta (em Kelvin)
0,693
ti = Kd

Onde:
t1» = Meia-vida

Kd = Constante de primeira ordem para inativacao
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2.6.3 Efeito de fons metalicos

O efeito de ions metélicos sobre a atividade da enzima livre e imobilizada foi
avaliado pela adicdo das mesmas as misturas de reacao, realizando-se o célculo das atividades
em relacdo ao controle que ndo continha nenhuma dessas substancias. Foram avaliados 0s
efeitos das seguintes substancias: cloreto de célcio, cloreto de béario, cloreto de amonia,
cloreto de sddio, na concentracdo de 10 mM. A dosagem da atividade de lipase foi realizada

em tampdao Mcllvaine pH 4,0 a 40 °C, pelo método titulométrico.

2.6.4 Reuso da lipase imobilizada

O reuso da enzima imobilizada foi realizado em frascos erlenmeyer contendo 0,1g do
derivado da imobilizagdo no meio reacional com 0,5 mM p-nitrofenil palmitato como
anteriormente descrito. Decorrido o tempo de reagcdo, o meio foi removido e o derivado da
imobilizacéo lavado duas vezes com agua destilada. Em seguida, um novo ciclo de reacéo foi
iniciado adicionando-se novo meio reacional com substrato. Os experimentos foram

realizados em duplicata.

2.7 Hidrdlise de gordura de frango por lipase de C. viswanathii livre e

imobilizada em biorreator com agitacdo mecéanica e do tipo cesto

A atividade hidrolitica da lipase foi realizada em biorreator de 1 litro, sendo o
volume da reacdo de 800 ml, e determinada utilizando método de titulagdo modificado. A
hidrélise da gordura de frango foi determinada a 40 °C, sendo em seguida, determinada a
liberacdo de acidos graxos por titulacdo. A hidrolise foi realizada utilizando-se 10% de
gordura de frango (p/v) emulsificada em tampdo Mcllvaine pH 4,0, contendo 5% (p/v) Triton
X-100 . A reacdo foi iniciada com a adicdo da lipase livre a emulsdo e depois mantida sob
agitacdo orbital durante 120 horas. O mesmo procedimento foi realizado para a enzima
imobilizada. Em intervalos de 24 horas uma aliquota de 5 ml foi retirada e parou-se a reacdo
adicionando 16 ml de uma solucéo de acetona: etanol (1:1, v/v). Os acidos graxos liberados
foram titulados até pH 11,0 com uma solucéo de NaOH 0,1 M. Os resultados foram expressos
como percentagem de gordura de frango hidrolisada, e o valor da conversdo é calculado a
partir da seguinte equacdo (NOOR; HASAN; RAMACHANDRAN, 2003):
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W - VoM
10mf,

Onde:
X = grau de hidrélise (%);
W = peso molecular médio dos acidos graxos da gordura de frango (277,3 g.mol-1);
V = volume (ml) da solucdo de NaOH titulada para a amostra;
VO = volume (ml) da solugcdo de NaOH titulada para o controle;
M = molaridade da solucdo de NaOH = 0,05M;
m = peso da amostra (g); e

FO = fracdo em peso de 6leo no inicio da reacéo.

E a taxa de reacdo é dada por:
10%S, dXx
o ==y (E)t=o
Onde:
r0 = Taxa inicial de hidrélise (mmol/L/min);
S0 = Concentracdo inicial do 6leo (g/L);
W = peso molecular médio dos &cidos graxos da gordura de frango (277,3 g.mol-1);

(dX/dt)t=0 = Inclinacdo do grau de hidrolise (X) versus curva do tempo t=0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Influéncia de variaveis sobre a imobilizacéo da lipase de C. viswanathii

A encapsulacdo da lipase em alginato de sddio com solucdo de ions calcio foi
analisada em diferentes diametros de esferas (Tabela 1). A adi¢cdo de 20 unidades de lipase em
10 ml da solucéo de alginato de sodio permitiu a obtencéo de 1,32 g de esferas de alginato de
sodio com a enzima encapsulada. Nestas condi¢des, a maior atividade recuperada da enzima
encapsulada foi com as esferas de 2 mm de didmetro (13,42 U/g de esferas). O didametro de
1,0 mm e 3,0 mm proporcionaram menores atividades da enzima encapsulada (9,57 e 11,79

U/g de esferas, respectivamente).

Tabela 1: Influéncia do didmetro da esfera na imobilizag&o de lipase de C. viswanathii.

Diametro da Esfera (mm) Atividade Enzimaética (U/g)
1,0 9,57
2,0 13,42
3,0 11,79

A atividade foi determinada em tampao Mcllvaine pH 4,0 a 40 °C.

O tamanho das esferas e concentracdo de alginato sdao parametros que influenciam
diretamente na transferéncia de massa em enzimas encapsuladas. As enzimas em esferas
menores podem apresentar maior atividade catalitica devido a reduzida resisténcia de
transferéncia de substrato (BHUSHAN et al., 2008; WON et al., 2005). Won et al. (2005)
observaram que esferas de tamanho meédio 1.1 e 3.4 mm ndo interferiram na atividade
enzimatica e ndo afetaram a eficiéncia de imobilizacdo. Zeeb et al. (2015) também
observaram os didmetros de 2 a 3 mm como os melhores didmetros médios das esferas
produzidas. Pinto; Freire; Pinto (2014) indicam a auséncia de correlacédo significativa entre 0s
diametros de poros e a retengdo de atividade e entre as caracteristicas dos poros e o nivel de

carga de proteina em suportes de diferentes composicoes.
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Os resultados observados para a encapsulacdo da lipase de C. viswanathii em
diferentes tamanhos de esferas de alginato mostram que as esferas entre 1 e 3 mm
apresentaram valores de atividade enzimatica muito proximo (~10 a 13 U/g de esferas). A
encapsulacdo da lipase de Burkholderia cepacia em alginato de sddio em esferas de varios
tamanhos mostrou que esferas entre 1 a 3 mm de didmetros apresentaram melhores condicdes
de atividade enzimatica, podendo indicar maior contato entre a solucdo precipitante e a
solucdo enzima/alginato de modo a favorecer a separacdo de proteinas contaminantes durante
o tempo de solidificacdo do polimero (MARQUES, 2011).

O efeito da concentracdo do alginato de sédio sobre a encapsulacdo da lipase de C.
viswanathii foi avaliado utilizando esferas de 2 mm de diametro (Figura 1). A maior atividade
enzimatica foi observada com a concentracdo de 2% de alginato de sodio (28.58 U/g de
esferas), seguida por 1% (25,39 U/g de esferas). Com as concentracdes de 3% e 4% observou-

se as atividades de 13,29 e 15,82 U/g, respectivamente.

Atividade lipase (U/g)

- - N N w w
o (¢)] o [é)] o o
1 1 1 1 1 1

a
1

o
|

1% 2% 3% 4%

Concentracdo de Alginato

Figura 1: Efeito da concentracdo de alginato de sddio sobre a atividade enzimatica de lipase
produzida por C. viswanathii.
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A ligacdo cruzada entre o alginato de sodio e os ions célcio, que conduz a gelificacdo
e a retencdo da lipase no gel, esta diretamente relacionada com as concentracdes de ambos 0s
constituintes. Won et al. (2005) avaliaram as concentracfes de 1 a 2% de alginato para a
encapsulacdo da lipase de Candida rugosa. A melhor concentracdo observada foi de 1% de
alginato, tendo como pardmetro de andlise a eficiéncia da encapsulagdo. Marques (2011)
avaliou diferentes concentracdes de alginato de sédio (1 a 3%) para a encapsulacao da lipase
de Burkholderia cepacia. Os autores observaram diminuicdo no valor da resposta da atividade
enzimética de acordo com o aumento da concentracdo de alginato, indicando que quanto
menor a concentracdo de alginato melhores os resultados obtidos. No entanto, essa
concentracdo ndo deve ser demasiada pequena, pois pode levar a perda de forma e/ou quebra
da esfera na solucdo precipitante, por levar maior tempo de solidificacdo. Outros estudos na
literatura, obtiveram melhores resultados com a concentragdo de 1,5% de alginato para a
encapsulacao da lipase de Arthrobacter sp. (BHUSHAN et al., 2008) e com a concentracao de
4% para a encapsulacdo de lacase e CMCase, respectivamente (NOREEN et al., 2016;
SIDDIQUI; SIDDIQUI; VARMA, 2016).

A concentracdo do alginato altera a morfologia da esfera com relacdo ao tamanho
dos poros e sua superficie. A adicdo de outros componentes ao alginato também pode alterar
essas caracteristicas e sua performance devido a alteracdo da conformacgdo da enzima
encapsulada. Assim, a modificacdo do alginato de sddio para a encapsulacdo de enzimas deve

ser estudada para alcancar melhores rendimentos no processo.

3.2 Modificacgdo de alginato para encapsulagdo da lipase de C. viswanathii

A imobilizacdo de lipase foi realizada utilizando-se como polimero principal o
alginato de soédio na concentracdo de 2% e as modificagbes realizadas empregando-se
glutaraldeido, alcool polivinilico e carboximetilcelulose. Observam-se melhores resultados
com a utilizagdo de alginato convencional no que diz respeito a valores de atividade
enzimatica e proteina total separadamente, obtendo-se 28,60 U/g e 25,13 mg/g,
respectivamente (Tabela 2). No entanto, esses resultados ndo se mantém quando se observam

resultados de atividade especifica e taxa de imobilizacdo, em que a imobilizacdo somente com
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alginato convencional obteve os valores mais baixos, 0,53 U/mg e 2,06%, respectivamente;
sendo 0os melhores resultados observados com a matriz formada por
alginato/carboximetilcelulose, com valores de 72,27 U/mg para atividade especifica e
281,49% de taxa de imobilizacdo. Valores maiores que 100% de taxa de imobiliza¢do também
foram obtidos com matriz formada por alginato/glutaraldeido (155,33%), com atividade

especifica de 39,88 U/mg.

Wu et al. (2006) afirmam que a reticulacdo de biocatalisadores com reagentes bi-
funcionais como o glutaraldeido tem sido amplamente estudada devido ao seu baixo custo,
alta eficiéncia e estabilizacdo significativa dos biocatalisadores, de modo que favorece
inicialmente o cross-linking das enzimas pela acdo de glutaraldeido para posterior
aprisionamento em esferas de alginato. Esses autores obtiveram resultados iguais a 2,1
mmol.h™.g™ (peso imido de conjugado imobilizado) e atividade recuperada de 117% fazendo

uso de glutaraldeido para cross-linking das enzimas na presenca de 2-propanol.

Ja o estudo de Cavalcante (2014) com lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em
organo-geéis a base de alginato de sodio ativados com glutaraldeido 2% (v/v) apresentou
valores de rendimento e eficiéncia 82,6 % e 0,5 % m/v, respectivamente na presenca de
hexano, e 60,6 % e eficiéncia 1,0 % na presenca de heptano, chegando-se a conclusdo que
guantidades de glutaraldeido na etapa de reticulacdo do suporte provocaram uma diminuicéo
na atividade dos derivados, bem como, uma reducdo nos tempos de meia-vida dos

biocatalisadores produzidos.

Dalla-Vecchia et al. (2005) estudaram o efeito da imobilizagéo de lipase de Rhizopus
oryzae com carboximetilcelulose, alcool polivinilico e carboximetilcelulose/alcool
polivinilico, afirmando que tais polimeros podem ser utilizados com sucesso como materiais

alternativos para imobilizacdo de lipases.
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Tabela 2: Imobilizacéo da lipase de C.viswanathii em diferentes métodos de modificacéo.

Atividade Proteina Atividade Taxa de Rendimento

Imobilizacéo Enzimatica  Total Especifica Imobilizagdo Imobilizacéo

(U/g) (mg/g)  (U/mg) (%) (%)
Extrato Bruto 8628,02 336,04 25,68 - -

Alginato 28,60 25,13 0,53 2,06 99,91
Alginato+PVA 11,70 2,03 5,77 22,48 99,71
Alginato+Glu 10,90 0,27 39,88 155,33 99,93
Alginato+CMC 12,76 0,18 72,27 281,49 99,90
Alginato+CMC+PVA 12,63 1,74 7,27 28,32 99,91
Alginato+CMC+Glu 10,77 0,47 23,07 89,84 99,92

No que diz respeito ao rendimento da imobilizagdo, observam-se valores
praticamente idénticos entre os diversos tipos de matrizes avaliadas e, por esse motivo, optou-
se por realizar um estudo de reutilizacdo da lipase de C. viswanathii imobilizada nos

diferentes métodos de modificacao.

3.3 Reuso da lipase encapsulada

O reuso da lipase encapsulada foi avaliado em frascos Erlenmeyer (125 ml) contendo
0,1g do derivado da imobilizagdo no meio reacional com 0,5 mM p-nitrofenil palmitato. Apds
cada ciclo, a enzima encapsulada foi lavada com &gua destilada e tampéo Mcllvaine e, entéo,
novo meio reacional foi adicionado para determinar a atividade enzimatica. Os resultados

mostraram que a enzima encapsulada em alginato de sddio convencional apresentou 100% de
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atividade nos 6 primeiros ciclos e mais de 50% de atividade ap6s 15 ciclos de reuso, sendo
que a reducdo na atividade se da, provavelmente, pela liberacdo da enzima do suporte para o
meio reacional (Figura 2). As enzimas encapsulada em alginato/CMC, alginalto/glu,
alginato/glu/CMC e alginato/PVA/CMC apresentaram reuso de quatro ciclo (~50% da
atividade), enquanto que em alginato/PVA apresentou reuso de apenas 2 ciclos.

Atividade relativa (%)

Reuso

Figura 2: Reutilizacdo da lipase de C. viswanathii imobilizada em alginato convencional. A
atividade foi determinada em tamp&o Mcllvaine pH 4,0 a 40 °C.

Os resultados obtidos no presente trabalho apresentam-se semelhantes aos
encontrados na literatura. A lipase de Burkholderia cepacia encapsulada em alginato e k-
carragenina apresentou 75,54% de atividade residual ap6s 10 ciclos de reutilizagdo
(ABDULLA; RAVINDRA, 2013). Chen et al. (2016) observaram retencdo de 50% de
atividade relativa em 10 ciclos de reuso da lipase de Candida rugosa encapsulada em
microesferas funcionais de polifosfazeno ciclomatriz (PMS). Bhushan et al. (2008) também

observaram reuso de 10 ciclos da lipase de Arthrobacter sp. encapsulada em alginato.
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3.4 Caracterizacgao operacional da lipase de C. viswanathii livre e encapsulada

3.4.1 Efeito da temperatura sobre a atividade

A Figura 3 apresenta a temperatura 6tima de atividade da enzima livre e encapsulada
sobre a hidrélise de palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) e da gordura de frango. A atividade
enzimatica maxima da enzima livre (100%) sobre a hidrdlise do p-NPP foi obtida na
temperatura entre 40 e 45 °C (111, 14 e 111,61 U/ml, respectivamente) (Figura 3A). A
atividade de lipase apresentou elevacdo continua até 45 °C, sendo observada queda nas
demais temperaturas para 84,67% em 50 °C, 78,00% em 55 °C e 58,81% em 60 °C. A enzima
encapsulada apresentou atividade 6tima (100%) a 35 °C. Com o aumento da temperatura,
observou-se queda de atividade, 92,61%, 89,49%, 71,02% e 59,66% de atividade nas
temperaturas de 40, 45, 50 e 55 °C, respectivamente; chegando a 28,70% na temperatura de
60 °C.

Monier; El-Sokkary; Sarhan (2010) estudaram a temperatura 6tima de atividade de
lipase de C. rugosa, em que a temperatura 6tima tanto para a lipase imobilizada quanto para a
lipase livre foi de 40 °C. Almeida; Tauk-Tornisielo; Carmona (2013) observaram que a
temperatura 6tima de atividade da lipase de C. viswanathii livre e imobilizada foi de 40 °C.
Lipase de C. rugosa foi avaliada no estudo de Chen et al. (2016), em que apresentou
temperatura 6tima de atividade a 30 °C para a enzima livre e de 33, 40 e 45 °C para a enzima
imobilizada em VPMS (Microesfera de policiclotrifosfazeno), D-GPMS (Microesfera de
policiclotrifosfazeno com glicose) e DPMS (Microesfera de policiclotrifosfazeno com

dodecil), respectivamente.

Temperaturas 6timas de atividade mais elevadas sdo observadas para lipase
imobilizada em PVDF-co-HFP (Polivinilideno-fluoreto-hexafluoropropileno), obtendo-se
melhores resultados a 60 °C (KAYHAN; EYUPOGLU; ADEM, 2016) e para k-carragenase,
obtendo melhores resultados em 60 e 55 °C para enzima livre e imobilizada de

Pseudoalteromonas sp., respectivamente (XIAO et al., 2016).
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Figura 3: Temperatura Otima de atividade da lipase de C. viswanathii sobre a hidrélise de
palmitato de p-nitrofenila (A) e gordura de frango (B), utilizando a enzima livre e encapsulada
em alginato de sodio 2%. A atividade foi determinada em tampdo Mcllvaine pH.
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Na Figura 3B observa-se a temperatura 6tima de atividade da enzima sobre a
hidrolise de gordura de frango. A enzima livre apresentou elevada atividade enzimatica nas
temperaturas iniciais, sendo a atividade enziméatica maxima obtida também na temperatura de
40 °C. No entanto, observa-se queda brusca de atividade apds essa temperatura, obtendo-se
1,61% de atividade a 45 °C e nenhuma atividade nas demais temperaturas avaliadas. Em
relacdo a enzima encapsulada, nota-se também atividade enzimatica maxima na temperatura
de 40 °C, com atividade acima de 70% nas temperaturas de 20 a 35 °C. Apds a temperatura de
40 °C observa-se reducéo da atividade para 43,70% a 45 °C, para 40,34% a 50 °C e 31,09%
nas temperaturas de 55 e 60 °C.

O presente estudo assemelha-se ao estudo de Silva; Contesini; Carvalho (2008) com
lipase de Aspergillus niger na hidrdlise de azeite de oliva, em que obtiveram temperatura
Otima de 30 — 35 °C para enzima livre e 40 °C para enzima imobilizada. Temperaturas mais
elevadas foram obtidas por Carvalho et al. (2013), que apontam temperatura 6tima de
atividade da lipase de Bacillus sp., livre e imobilizada, de 80 °C na hidrélise de azeite de
oliva, sendo que a atividade relativa variou entre 75 e 100% na faixa de 25 a 100 °C. A lipase
de C. rugosa apresentou temperatura Otima de 30 °C, tanto para enzima livre como
imobilizada, sobre a hidrolise de azeite de oliva (MINOVSKA; WINKELHAUSEN;
KUZMANOVA, 2005).

A hidrolise de triacilglicerois para produzir &cidos graxos livres e glicerol representa
um grupo de reac¢fes quimicas importantes para a transformacao industrial de 6leos e gorduras
naturais, sendo a principal reacdo para a producdo de acidos graxos livres, que podem entdo
ser interesterificados, transesterificados ou convertidos em alcoois graxos de alto valor
(ROONEY; WEATHERLEY, 2001). Desse modo, a temperatura de reacdo é de suma
importancia, uma vez que pode proporcionar uma maior taxa de conversdo, menor risco de
contaminacdo microbiana, maior solubilidade dos substratos, e baixa viscosidade do meio

reacional, o que favorece a transferéncia de massa (CARVALHO et al., 2013).

3.4.2 Estabilidade térmica

Na Figura 4 observa-se a estabilidade térmica da enzima livre e encapsulada,
avaliada em tampdo Mcllvaine pH 4,0, na auséncia de substrato. Observa-se que a

estabilidade térmica da enzima foi aumentada apés a encapsulacdo, uma vez que, quanto a
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enzima livre, nota-se perda concomitante de atividade enzimatica conforme o tempo de
incubacdo, sendo que na temperatura de 30 °C observa-se 69,93% em 12 horas e menos de
50% de atividade em 24 horas de incubacéo (42,32%) (Figura 4A). Na temperatura de 40 °C
observa-se atividade enzimatica de 65,72% ap6s 12 horas de incubagdo, mas em 18 horas de
incubacgdo, a enzima reteve 49,74% da sua atividade. Além disso, nota-se desativacdo da

enzima antes mesmo de 10 horas de incubacédo nas temperaturas de 50 e 60 °C.
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Figura 4: Termoestabilidade da lipase livre (A) e imobilizada (B) de C. viswanathii. A
atividade foi determinada em tamp&o Mcllvaine pH 4,0 a 40 °C.
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Em relacdo a enzima encapsulada, nota-se retengdo de 62,10 e 61,17% de atividade
relativa da enzima nas temperaturas de 30 e 40 °C até 72 horas de incubacéo, respectivamente;
0 que reflete maior estabilidade da enzima imobilizada em relacdo a enzima livre. Quanto as
temperaturas de 50 e 60 °C, em ambas observa-se perda de mais de 50% de atividade em 16
horas de incubagdo, sendo observada maior estabilidade da enzima imobilizada nestas

temperaturas que para a enzima livre.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os obtidos por Bhushan et al.
(2008), em que a de Arthrobacter sp., apresentou maior estabilidade térmica apds a
encapsulacdo a 40 °C, e a enzima livre foi completamente desativada a 40 °C. Esses dados
estdo de acordo om a afirmacdo de Kartal; Akkaya; Kilinc (2009), de que a estabilidade
térmica de uma enzima é melhorada quando acoplada a um portador polianiénico, sendo
necessario ressaltar que devido ao seu caracter anfolitico, as proteinas existem como
polications ou polidnions, dependendo do pH do meio. Assim, podem formar complexos com
polieletrolitos carregados de forma oposta, que é o caso do alginato, um poliani6nico, que faz
com que as interacBes entre eles permitem formar géis rigidos e, assim, mais protecdo e
estabilidade a enzima (HOMAEI, 2015).

A Tabela 3 apresenta os valores experimentais da constante de desativacdo (Kd) e
tempo de meia-vida (ty2) para lipase livre e encapsulada, em fungédo da temperatura. A partir
da constante de desativacdo foi possivel calcular a energia de ativacdo (Ea), a qual foi de
101,65 kJ.mol™ para a enzima livre e de 92,08 kJ.mol™ para a enzima encapsulada. Além
disso, calculou-se o tempo de meia vida (t12), em que é possivel observar que a 30 °C o (ty2)
foi de 1372 min para a enzima livre e 1478 min para a enzima encapsulada. Nas temperaturas
de 40 e 50 °C, obteve-se tempo de meia vida da enzima livre de 245 e 32 min,
respectivamente; enquanto que para a enzima encapsulada o (ty,) foi de 266 e 53 min nessas
mesmas temperaturas. No que diz respeito a temperatura de 60 °C, o tempo de meia vida foi

de 9 e 19 min para enzima livre e encapsulada, respectivamente.

Com a observacdo dos resultados, pode-se notar que a enzima encapsulada
apresentou-se mais estavel que a enzima livre em todas as temperaturas observadas, sendo
gue a maior estabilidade foi observada na temperatura de 30 °C. Nelson; Cox (2014) relatam
que durante uma reagdo a enzima tem a funcdo de diminuir a energia de ativagéo, para que a

reacao ocorra no menor tempo. Heidtmann et al. (2012) em estudo da caracterizagao cinética
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e termodinamica de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus também observou que a
enzima foi mais estavel em temperaturas proximas de 30 °C. A caracterizacdo termoestavel de
lipase de Bacillus sonorensis mostra energia de ativacdo de 31,102 kJ.mol?, refletindo
natureza altamente termoestavel de lipases produzidas por Bacillus (BHOSALE; SHAHEEN;
KADAM, 2016).

Tabela 3: Valores experimentais da constante de desativacdo (Kd) e tempo de meia-vida
(t1/2) para lipase livre e encapsulada, em funcdo da temperatura.

Temperatura Temperatura Enzima Livre Enzima Encapsulada
(°C) (K) Kd (min) t1/2(min) Kd (min)  t1/2(min)
30 303 0,00047 1372 0,00046 1478
40 313 0,00260 245 0,00261 266
50 323 0,00131 32 0,00113 53
60 333 0,03470 9 0,02430 19

3.4.3 Efeito de ions metalicos

A Tabela 4 apresenta o efeito de ions metélicos sobre a atividade da lipase livre e
encapsulada. A enzima livre apresentou maior atividade na presenca de NH4Cl (117,50%),
seguido pelo CaCl; (111,25%). Cloreto de bario e cloreto de sddio apresentaram pouco efeito
sobre a atividade enzimatica. A lipase encapsulada apresentou aumento na atividade com
todos os ions analisados. A maior atividade foi observado com CaCl, (152,94%), seguido
pelos ions NH4CI e BaCl, (145,88 e 144,12%, respectivamente). O ion NaCl promoveu um

incremento na atividade de 138,24%.
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Tabela 4: Efeito de ions metélicos sobre a atividade da lipase livre e imobilizada de C.
viswanathii.

Atividade Relativa (%0)

Enzima
fons (10 mM) Enzima Livre
Imobilizada
Controle 100 100

BaCl, 104,58 144,12
CaCl, 111,25 152,94
NaCl 101,25 138,24
NH4CI 117,50 145,88

Os ions podem ter influéncia tanto positiva como negativa no que diz respeito a
ligacdo enzima-substrato, isso porque podem inibir a ligacdo e assim diminuir a atividade
enzimatica, podendo também afetar a estrutura espacial da enzima e com isso gerar
desnaturacdo. Por outro lado, os ions podem ativar a ligacdo enzima-substrato, melhorando
esse complexo e aumentando a atividade enzimatica, além de que determinados ions podem
assumir a funcéo de cofatores na ligacdo da enzima com o substrato, agindo como indutores e
aumentando a atividade enziméatica (NELSON; COX, 2014).

Desse modo, muitos autores relatam sobre o efeito estimulador que alguns ions
exercem sobre a atividade da enzima, por exercer um efeito de rastreio e dispersar as
moléculas enzimaticas. Eles proporcionam uma for¢a motriz para a ligacdo do substrato e
catalise, reduzindo as barreiras de energia e aumentando a atividade enzimatica através de
transi¢bes conformacionais desencadeadas apos a ligacdo a um local onde o ion ndo faz
contato direto com o substrato (ABDULLA; RAVINDRA, 2013; CARVALHO et al., 2013).
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Carvalho et al. (2013) observaram que na presenca dos fons EDTA, Fe** ou Mn?*, a lipase de

Bacillus sp. imobilizada em matriz sol-gel apresentou maior atividade hidrolitica.

Oztiirk (2001) observaram que fons de metais pesados podem inibir a atividade da
lipase, enquanto que a maioria dos ions de metais alcalinos aumenta a atividade. Alguns dos
fons relatados por inibir a atividade de lipase sdo Co**, Ni** e Hg?. Almeida; Tauk-Tornisielo;
Carmona (2013) estudaram o efeito de ions metalicos sobre a atividade de lipase livre de C.
viswanathii a 40 °C durante 1 h, a concentracdo final de 10 mM e 20 mM.. Nesse estudo, 0
autor observa que o fon Na aumentou a atividade, enquanto que Mg?*, Ba**, NH4™ e Ca** ndo

apresentaram efeito significativo sobre a atividade.

Na Figura 5 séo apresentados os resultados para as diferentes concentracdes dos ions
analisados sobre a atividade da enzima livre e encapsulada. Todos os ions avaliados ativaram
a lipase livre em todas as concentracgdes, exceto BaCl, na concentragdo de 40 mM e NaCl na
concentracdo de 50 mM, que reduziram a atividade para 94,58% e 88,33%, respectivamente.
O ion NH,4CI promoveu ativacdo da enzima com um aumento de 145% na concentracdo de 50
mM (Figura 5A). Esses resultados também foram observados em relagdo a enzima
imobilizada, em que NH4CI apresentou aumento da atividade enzimatica nas concentragdes
do ion, alcangando 184,12% a 50 mM . Os demais ions metalicos avaliados também tiveram
efeito de ativacdo da atividade de lipase encapsulada, sendo que BaCl, apresentou melhor
resultado com concentragdo de 30 mM (165,88%), CaCl, na concentracdo de 40 mM
(167,65%) e NaCl na concentragéo de 50 mM (150%).

Kanmani et al. (2015) observaram que baixas concentragdes de diferentes sais
metalicos (CaCl,, MgSO,, KCI, NaCl and CuSO,) nao exercem efeito significativo sobre a
atividade da lipase de farelo de arroz livre. No entanto, inibiram a atividade da enzima
imobilizada. Estes mesmos autores observaram que um aumento na concentracéo do fon Ca™*?
reduziu a atividade da enzima livre de 97,63 para 64,51%, e da enzima imobilizada, de 78,18
para 26,56%. Por outro lado, Kanwar et al. (2006) observaram que na concentracéo de 1 mM
dos fons Fe*, Hg?*, NH4* e AI** aumentaram as atividades hidroliticas da lipase de
Pseudomonas aeruginosa livre e imobilizada, enquanto que os fons Co?* inibiram de modo
que a exposicdo de lipase livre ou imobilizada aos fons Fe**, AI**, NH4" e Hg®* a uma

concentracdo de 5 mM aumentou fortemente a hidrélise do substrato, obtendo-se aumento da
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atividade da lipase livre em 269, 387, 455 e 217% e para a lipase imobilizada em 297, 397,

478 e 170%, respectivamente, das suas atividades originais.
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Figura 5: Efeito da concentracdo de ions metalicos sobre a atividade enzima de lipase livre
(A) e imobilizada (B) produzida por C. viswanathii.
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3.5 Hidrolise de gordura de frango por lipase de C. viswanathii livre e

imobilizada em biorreator do tipo cesto com agitacdo mecéanica

A atividade hidrolitica de lipase de C. viswanathii livre e encapsulada sobre gordura
de frango foi realizada em biorreator do tipo cesto (Figura 6), em que observa-se que tanto a
enzima livre como encapsulada apresentaram maior atividade hidrolitica apds 96 horas de
incubacdo (Figura 7). A enzima encapsulada obteve 34,66% de hidrolise, sendo o grau de
inclinacdo de hidrdlise versus tempo em (dX/dt)t=0 de 0,3086 e a taxa inicial de hidrolise
nessa condicdo de 1112,8741 mmol/L/min. Observa-se que a enzima encapsulada foi bastante
superior a enzima livre, a qual obteve 17,91% de hidrdlise, com grau de inclinacdo de
hidrolise versus tempo em (dX/dt)t=0 de 0,1806 e taxa inicial de hidrolise de 651,2802

mmol/L/min.

Figura 6: Biorreator do tipo cesto com agitacdo mecanica.
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Figura 7: Perfil de hidrdlise da gordura de frango por lipase de C. viswanathii livre e
encapsulada.

Tabela 5: Pardmetros de hidrolise de gordura de frango utilizando lipase livre e encapsulada
de C. viswanathii.

ro dX/dt R2
Enzima livre 651,28 0,1806 0,9720
Enzima encapsulada 1.112,87 0,3086 0,9100

Dois requisitos sdo necessarios para que ocorra 0 processo de hidrolise enzimatica: a
formagéo da interface lipideo/agua e a absorcdo da enzima nesta interface, sendo que uma
interface maior favorece a adsor¢do de mais enzimas e com isso taxas mais altas de hidrolise.
Desse modo, a utilizacdo de técnicas que aumentem essa taxa de hidrolise é requerida, sendo

uma dessas técnicas a utilizagio de lipases imobilizadas (BALCAO et al., 1996; PIMENTEL
et al., 2007).
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A utilizacdo de lipases imobilizadas para a hidrélise de 6leos é atualmente um
assunto de interesse crescente, devido ao fato de que o uso de lipases é mais rentavel quando
estas enzimas sdo empregadas na forma imobilizada em vez da forma livre. Em geral, os
reatores multifasicos considerados para esta aplicagdo contém uma fase sélida que pode ser
movel ou estacionéria, sendo que a literatura aponta varias configuracdes de reator usadas em
estudos de lipases imobilizadas. Dois tipos de fases sdo invariaveis, que sdo uma fase solida
(isto é, a matriz no qual a lipase estd imobilizada) e uma ou duas fases liquidas (isto &,
solventes) (MURTY; BHAT; MUNISWARAN, 2002).

Almeida et al. (2016) em estudo de hidrolise de gordura de frango por lipase de
Candida viswanathii, obtiveram uma maior atividade hidrolitica com a enzima bruta até 72 h,
atingindo 40% de hidrolise, sendo a taxa de reacdo inicial de 33,17 mmol/L/min e o grau de
inclinagdo de hidrolise versus tempo de 0,0092. E necessario ressaltar que esses resultados
foram obtidos em pH 4,0, mesmo pH utilizado no presente trabalho. No entanto, os autores
citados realizaram a hidrolise em frascos erlenmeyers, enquanto o presente estudo realizou
hidrolise em biorreator do tipo cesto.

O estudo de Bengtsson e Olivecrona (1980) aponta que cations de sais inorganicos
favorecem a formagédo de acidos graxos, possibilitando com que sejam removidos da interface
0leo-agua, isso gera uma maior disponibilidade da interface para ligacdo da lipase, 0 que faz
com que haja um aumento de hidrélise. No entanto, tal fato ndo é observado no presente
estudo, uma vez que a enzima encapsulada sem a presenca de sal no meio gerou melhores
resultados de atividade hidrolitica.

Quando se fala em lipases, a literatura apresenta principalmente biorreatores do tipo
tanque agitado, com operacdo em batelada, por ser de operacdo facilitada, em que enzima e
substrato s&o alocados no biorreator, com a remoc¢édo do produto ao final da reacdo. No caso
de enzimas imobilizadas, utiliza-se um tipo de biorreator com agitacdo equipado com cesto
denominado de basket reactor e que tem a funcdo de aprisionar a enzima imobilizada
permitindo sua reutilizacdo como biocatalisador sem perdas significativas de massa
(SOARES, 2014).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A imobilizacdo da lipase de C. viswanathii mostrou-se eficaz no presente estudo,
sendo definido que o melhor didmetro de esfera e concentracdo de alginato séo 2 mm e 2%,
respectivamente. A imobilizacdo favoreceu a enzima, de modo que a encapsulacdo em
alginato de sédio permitiu 15 ciclos de reuso com mais de 50% de atividade. A temperatura
Otima de atividade tanto da enzima livre quanto da enzima encapsulada concentra-se na faixa
de 35 a 40 °C. No entanto, a imobilizacdo favoreceu a estabilidade térmica da enzima, sendo
possivel permanecer estdvel em até 72 horas de incubacdo nas temperaturas de 30 e 40 °C.
Além disso, a imobilizacdo favoreceu o poder catalitico da enzima no que tange a hidrélise de
gordura de frango, obtendo 34,66% de hidrdlise enquanto a enzima livre obteve 17,91% de
hidrolise. Assim, os resultados obtidos no presente trabalho, apontam a grande importancia da
imobilizacdo de lipase para aplicacdes industriais, bem como seu grande potencial e amplas

possibilidades de futuras aplica¢fes na hidrélise de 6leos e gorduras.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia, Andlise de
alimentos e purificagdo de produtos (LABAP), Habite — Incubadora de Empresas de Base
Biotecnoldgica na Universidade Federal do Tocantins, campus de Gurupi-TO.

Assim, a primeira parte deste trabalho dedicou-se em avaliar as condicGes de cultivo
para a producdo de lipase e acumulo de lipidio pela levedura C. viswanathii utilizando
diferentes fontes de carbono e condic¢des limitantes de nitrogénio em cultivos submersos, em
que se observou maior producdo de lipase utilizando azeite de oliva (26,78 U/ml), maior
acumulo de lipidio com trioleina (44,6%), suplementados com extrato de levedura. O perfil
dos 4&cidos graxos dos lipidios acumulados pela levedura Candida viswanathii aponta
predominancia de &cido oleico (C18:1), obtendo porcentagem de 69,31, 60,69 e 68,84%, para
azeite de oliva, glicose e azeite+glicose, respectivamente.

Com isso, pode-se observar que a levedura C. viswanathii pode ser considerada
como uma linhagem oleaginosa e os lipidios acumulados apresentam potencial para utilizacdo
em Vvarios setores da industria alimenticia em razdo de seu alto teor de &cidos graxos
monoinsaturados da familia 6mega-6.

Além disso, este trabalho objetivou encapsular a lipase de Candida viswanathii em
alginato de sodio e avaliar seu potencial para hidrolise da gordura de frango em biorreator tipo
cesto, onde observou-se melhor didmetro de esfera de 2 mm e concentracdo de 2% de
alginato, com atividade enzimatica de 13,42 U/g e 28 U/g, respectivamente. A enzima
encapsulada em alginato de s6dio convencional apresentou 100% de atividade nos 6 primeiros
ciclos, além de permitir 15 ciclos de reuso com mais de 50% de atividade. A atividade 6tima
tanto da enzima livre quanto da enzima encapsulada concentra-se na faixa de temperatura de
35 a 40 °C. No entanto, a imobilizacdo favoreceu a estabilidade térmica da enzima, sendo
possivel permanecer estavel em até 72 horas de incubacdo nas temperaturas de 30 e 40 °C. O
poder catalitico da enzima também foi influenciado pela imobilizacdo, uma vez que a
hidrolise de gordura de frango pela enzima imobilizada obteve 34,66% de hidrdlise enquanto
a enzima livre obteve 17,91% de hidrolise.

Com isso, os resultados obtidos neste trabalho revelam que a levedura Candida
viswanathii apresenta grande potencial como levedura oleaginosa, assim como a imobilizagéo
da lipase produzida, favorecendo a exploracdo de maiores aplicagfes, como a hidrolise de

oleos e gorduras.



