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‘A vida depende de uma bem orquestrada série de
reagdes quimicas. Muitas delas, entretanto, ocorrem
muito lentamente para manter os processos vitais. Para
resolver esse problema, a natureza planejou um modo de
acelerar a velocidade das reagbes quimicas por meio da
catalise. As reacgbes cataliticas sdo executadas por
enzimas que facilitam os processos vitais em todas as

suas formas, desde os virus até os mamiferos superiores”

MOTTA, 2006.



RESUMO

Lipases sao enzimas que atuam na interface agua e dleo catalisando a
hidrdlise de triglicerideos, podendo também atuar em baixas concentragdes de agua
em reacoes de esterificagao, transesterificacdo e interesterificagdo. Devido a ampla
quantidade de reacgdes catalisadas, as lipases podem ser aplicadas em variadas
atividades industriais e biotecnoldgicas. As lipases de origem microbiana sao as que
apresentam maior interesse industrial. O objetivo deste estudo foi realizar a
bioprospecgcdo de microrganismo produtor de lipase extracelular e a produgao da
enzima em fermentagao submersa utilizando 6leo de cozinha usado como indutor. A
bioprospeccgao foi feita em diferentes amostras: espuma de caixa de gordura do
restaurante universitario da Universidade Federal de Sdo Joao del-Rei Campus Alto
Paraopeba, solo contaminado com dleo lubrificante (20° 28’ 3,367 S e 43° 50’
58,405” W), amostras de solo de raiz de bambu (20° 28’ 1,967” S e 43° 50’ 57,852”
W, 20° 28 1,703” S e 43° 50’ 57,911” W), abacate em decomposi¢do, manteiga
mofada e banha de galinha deteriorada. As amostras foram inoculadas em meio
YMA, isolou-se treze microrganismos com diferentes caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas, sendo que destes, nove apresentam resultado positivo em meio
seletivo para atividade lipolitica. Por meio do indice enzimatico em meio sdlido e
método titulométrico para determinacéo de atividade enzimatica do extrato bruto, um
microrganismo foi selecionado para uma fermentagao por 120 horas utilizando como
substrato alternativo 6leo de cozinha usado e como controle o Tween® 80.
Utilizando o 6leo de cozinha usado foi obtido maior atividade enzimatica de 0,100 +
0,002 U/mL, enquanto usando Tween® 80 0,080 + 0,002 U/mL.

Palavras chaves: Bioprospecgao; Lipases; Microrganismos; Fermentagdo Submersa.
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1 - INTRODUGAO

Enzimas sao catalisadores bioldgicos responsaveis pela aceleragédo de
reagoes quimicas do metabolismo. Podem ser produzidas em escala industrial para
serem utilizadas em variados processos substituindo a catalise quimica devida sua
alta especificidade e auséncia de reag¢des secundarias indesejadas (CORTEZ et al.,
2017; FERNANDES, 2009).

Produzidas por animais, vegetais e microrganismos, as lipases (glicerol éster
hidrolase, E.C.3.1.1.3) s&o um dos grupos de enzimas mais utilizadas como
biocatalizadores em varios ramos e atividades industriais (TREICHEL et al., 2010).
As lipases atuam em uma grande gama de rea¢des como a hidrdlise total ou parcial
de triacilgliceréis fornecendo diacilglicerdis, monoacilglicerois, glicerol e acidos
graxos. A maioria das lipases encontradas no mercado & produzida em fermentagao
submersa por fungos filamentosos devido a sua alta produtividade e pela enzima ser
extracelular o que facilita o processo de purificagdo (COLLA et al., 2012).

As lipases de origem microbiana podem ser produzidas por fermentagdo em
estado solido ou por fermentagdo submersa, a primeira € caracterizada
principalmente por utilizar algum material sélido que pode ser inerte ou ndo como
substrato com umidade reduzida e controlada, ja na fermentagao submersa ocorre
em meio de cultivo liquido com os microrganismos em suspensao, sendo este um
método que facilita o processo de separagdo e purificagdo da molécula alvo
(KILIKIAN & PESSOA, 2005; VECCHIA et al., 2004).

O mercado global de enzimas industriais movimentou em 2016 US$ 5 bilhdes,
sendo que as lipases e esterases representam cerca de 10% desse mercado,
ficando atras das carboidrases e proteases. Estima-se que esse mercado global
cresca de 6 a 8% nos proximos anos, atingindo cerca de US$ 7 bilhdes em 2020, o
que reforca como a producdo industrial de enzimas ¢ um mercado em crescente
expansao e de impacto na economia (LAl et al., 2018).

Devido as variadas aplicagbes e ao mercado movimentado pelas enzimas,

torna-se necessario a bioprospeccdo de novos produtores. Define-se como
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bioprospecgdo a busca sistematica por microrganismos ou produtos de seu
metabolismo, genes e proteinas que possam ser utilizados na geragcédo de produtos
de valor agregado. As técnicas de bioprospecgao podem ser das mais simples,
como a classica bioprospeccgdo de microrganismos cultivaveis que apresentem
caracteristicas desejaveis, e que podem ser encontrados em variados habitats ou
modernas, e caras incluindo a engenharia de proteinas (FILHO et al., 2014;
SOARES, 2016).

Apesar do promissor uso e suas varias aplicagdes industriais, a produgao de
lipases ainda é limitada pelo seu custo de produgédo e operacao, sendo o substrato
um fator que contribui para o encarecimento do processo. Deste modo, este trabalho
buscou bioprospectar um microrganismo produtor de lipase e estabelecer um
processo produtivo adotando um meio de cultivo alternativo e barato faciimente
encontrado que é o 6leo de cozinha que apds sucessiva utilizacdo € descartado
muitas vezes de maneira incorreta poluindo lengéis freaticos e corpos d’agua, mas

que pode ser utilizado por microrganismos para a produgao de enzimas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivos gerais

Bioprospecgao, selecdao de microrganismo e produgdao de lipase por

fermentagao submersa utilizando como substrato 6leo de cozinha usado.

2.2 — Objetivos especificos

i. Isolamento de microrganismos de diferentes fontes;
i. Teste qualitativo em meio solido para selegao de produtores de lipase;
iii. Teste quantitativo para producédo da enzima e determinacao do melhor
produtor em fermentacao submersa;
iv. Produgdo de lipase em fermentagdo submersa utilizando 6leo de

cozinha usado.
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3 — REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Bioprospecc¢ao

A bioprospecgao pode ser definida de varias formas, mas de maneira geral é
a busca por microrganismos, enzimas, genes e proteinas com finalidade de
aplicagcao na ciéncia ou tecnologia gerando um produto de valor agregado. Quando
se busca especificamente por algum microrganismo, geralmente trata-se de
prospectar aqueles que sao cultivaveis em laboratério. Estima-se que menos de 1%
de toda biodiversidade microbiana pode ser cultivada em laboratério, e isso limita a
compressdao da vasta diversidade do planeta. No caso dos microrganismos
incultivaveis, pode-se usar a metagenémica, que é uma técnica em que o material
genético de determinado ambiente é coletado, isolado, ampliado e comparado com
bibliotecas de DNA disponiveis (ALMEIDA et al., 2015).

A busca sistematica por microrganismos, plantas e moléculas orgéanicas nao é
algo recente. A civilizagdo ha anos utiliza e testa diversos produtos naturais que
potencialmente podem ser aproveitados de alguma forma, e com isso cada vez mais
tecnologias e técnicas de bioprospecgao de alguma molécula ou agente tém sido
desenvolvidas, e com isso ocorre a valorizagao da biodiversidade como fonte de
produtos de valor agregado. Na Figura 1 temos um fluxo de atividades e
procedimentos adotados para utilizar a biodiversidade para desenvolver bioprodutos
(FILHO et al., 2014).
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Figura 1: Fluxo de atividades de pesquisa em bioprospecgéo/biotecnologia envolvendo diferentes

setores modernos da biologia molecular que propiciam o desenvolvimento de novos bioprodutos.
Fonte: FILHO et al., 2014.

A bioprospecgao classica de microrganismos com caracteristicas especificas
¢é feita através da busca em ambientes de caracteristicas adversas e semelhante a
alguma condi¢do em estudo ou nos variados habitats sujeitos a diferentes pressdes
ecoldgicas. A partir de amostras é feita a triagem e o isolamento do microrganismo
que possui as propriedades desejadas. Além do meétodo classico, uma molécula
organica pode ser obtida por técnicas de engenharia de proteinas, embora seja um
método altamente especifico, na maioria dos casos nao € usado devido alto valor de
operagao e equipamentos requeridos (SOARES, 2016).

A exploragao da diversidade microbiana é justificada pela notavel diversidade

metabdlica e adaptabilidade genética dos microrganismos, o que torna a
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bioprospecgao microbiana como importante ferramenta para o avango biotecnoldgico
e para o desenvolvimento sustentavel, além é claro do desenvolvimento de produtos
de valor agregado nos diferentes ramos industriais (OLIVEIRA et al., 2006).

Atualmente a bioprospeccao utiliza tecnologias avangadas com o objetivo de
desenvolver novos produtos farmacéuticos, agroquimicos, cosméticos, aromas,
fragrancias, enzimas industriais e outros produtos. Para regularizagédo do processo
existem leis especificas para que a entidade ou pesquisador envolvido na
bioprospecg¢ao tenha a obrigacdo de compensar o pais ou regido na qual o material
biolégico foi coletado, sendo que cada pais tem o direito e soberania para controlar o
acesso a biodiversidade nas suas fronteiras, sendo que nesse contexto € importante
estar atento quanto a biopirataria (ARTUSO, 2002).

3.2 - Enzimas

Enzimas sao catalisadores bioldgicos, tendo como fungdo aumentar a
velocidade de uma reacgéo por meio da redugao da energia de ativagdo da mesma, a
acao das enzimas pode levar a um aumento da velocidade de reagédo por um fator
de até 10%° vezes a mais que a reacdo ndo catalisada, sendo que o equilibrio da
reagdo nao é afetado pela enzima. As enzimas apresentam alto grau de
especificidade por seus substratos, sendo depois dos antibidticos as moléculas
biolégicas mais conhecidas. Para que a catalise ocorra é necessario que o substrato
se ligue ao sitio ativo da enzima, quando isso ocorre é formada uma estrutura
denominada como complexo enzima-substrato que apds dois processos cataliticos
dimensionais o produto gerado é solubilizado em fase aquosa (NELSON & COX,
2014; TOMBINI, 2015).

O que torna as enzimas moléculas de grande importancia como catalisadores
€ que as mesmas sao altamente ativas, versateis e executam uma variedade de
transformagdes de modo seletivo e rapido o que é interessante industrialmente.
Diferente da catélise quimica, a especificidade das enzimas permite operar
diferentes reagdes sem a ocorréncia de reagdes paralelas indesejaveis, além de a

atividade enzimatica ser facilmente regulada dentro de uma faixa de operagao. A
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catalise enzimatica foi descrita pela primeira vez em estudos de digestao de carne
no final dos anos de 1700, utilizando secregbes de estdbmago como agente
degradante (COLEN, 2006).

Nos processos de biotransformacéo, ou seja, as modificagbes especificas ou
interconversdes da estrutura tridimensional realizadas por catalisadores bioldgicos,
as enzimas sao os agentes mais desejados quando existem restricbes com a
permeabilidade do substrato da membrana da célula, ou quando ocorrem reagdes
secundarias indesejadas. A utilizacdo industrial de enzimas ocorre principalmente
nas industrias de detergente e amido, mas o interesse industrial por tecnologias
enzimaticas aumenta cada vez mais, principalmente na area de engenharia de
proteinas e enzimologia em meios ndo convencionais. Os processos com destaque
industrial sdo as reag¢des de hidrolise, sintese e interesterificagdo de lipidios pelas
lipases (CASTRO et al., 2004).

As reacbes catalisadas por enzimas podem ter mecanismos diferentes, os
principais mecanismos sao: efeito de proximidade e orientagao, catalise eletrostatica,
catalise acido-basica geral e a catalise covalente. O efeito de proximidade e
orientagdo esta relacionado ao fato de que para que a enzima possa atuar sobre o
substrato deve ocorrer correta aproximacgao espacial entre o sitio ativo da enzima e o
substrato, no posicionamento correto ocorre a formagdo do complexo enzima-
substrato com posterior liberagao do produto; a catélise por ions metalicos ocorre
guando um ion (geralmente zinco, magnésio ou calcio) estao ligados a aminoacidos
do centro ativo da enzima e atuam durante a catalise orientando o substrato ou
estabilizando eletricamente o complexo enzima-substrato; catalise acido-basica geral
necessita da transferéncia de prétons de um substrato ou de um intermediario, e
com isso 0s grupos quimicos se tornam mais reativos; ja na catalise covalente
ocorre a formacao de uma ligagédo covalente transitéria entre a enzima e o substrato
e assim aumenta-se a velocidade da reacdo (MOTTA, 2006).

As enzimas podem ter origem vegetal, animal e microbiana. No caso das
enzimas de origem vegetal, essas podem influenciar o processamento dos alimentos
de varias formas, como no amolecimento e escurecimento de frutas, o que gera
grandes perdas de alimentos por ano. Dentre as enzimas de origem vegetal as de

maior interesse sdo as proteases como, por exemplo, a papaina e a bromelina.
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Como exemplo de enzimas de origem animal pode-se citar a pancreatica, a tripsina,
a pepsina e a renina. Ja as enzimas microbianas produzidas comercialmente sao
provenientes de bactérias e fungos sendo que a maioria é extracelular e da classe
hidrolase (FERNANDES, 2009; GONCALVES, 2006).

Quanto a sua estrutura, as enzimas possuem estrutura molecular complexa,
sendo formada principalmente por uma parte proteica que pode estar integrada a
outras moléculas como carboidratos e lipideos. A estrutura primaria das enzimas é
formada pela sequéncia linear de aminoacidos ligados entre si; a estrutura
secundaria é formada pelas interacbes da cadeia linear com os aminoacidos
adjacentes, formando arranjos espaciais do tipo a-hélice ou folha B; ja a estrutura
terciaria corresponde a tor¢gdes e dobramentos tridimensionais causados pelas
interagbes entre aminoacidos nao adjacentes sequencialmente; em alguns casos a
enzima pode interagir com outras cadeias polipeptidicas formando assim a estrutura
quaternaria (ORLANDELLI et al., 2012).

Todas as enzimas, com exce¢cao de moléculas de RNA catalitico, sdo
proteinas. Por isso, a atividade catalitica é totalmente dependente da sua estrutura.
Quando uma enzima é desnaturada ou dissociada nas suas subunidades a enzima
torna-se inativa. Algumas enzimas necessitam de outras moléculas ou grupos
quimicos como os cofatores e coenzimas para exercer a sua fungao catalitica, o
cofator pode ser um ou mais ions inorganico e as coenzimas sao moléculas
organicas ou metalorganicas complexas que tém como fungcdo o carreamento
transitério de grupos funcionais. A maioria das coenzimas é derivada das vitaminas e
nutrientes organicos provenientes da alimentagcdo. Em alguns casos as enzimas
podem ser modificadas covalentemente por fosforilagdo, glicosilagdo e outros
processos que podem estar envolvidas na regulacdo da atividade enzimatica
(NELSON & COX, 2014).

As enzimas sao classificadas pelas reagdes que catalisam. A International
Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) classifica as enzimas em seis
classes com base no tipo de reacao catalisada como podemos ver na Tabela 1.
Neste sistema o numero de classificagao é formado por 4 nimeros conhecidos como
E.C. Neste sistema de classificagdo temos que o 1° digito refere-se a classe da

enzima, 2° a subclasse, 3° a grupos quimicos especificos que participam da reagao
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e o0 4° digito se refere ao nome sistematico da enzima (FERNANDES, 2009;
GONCALVES, 2006; NELSON & COX, 2014).

Tabela 1: Classificagao internacional das enzimas.

Num. classe Nome da classe Tipo de reagao catalisada
1 Oxidorredutases Transferéncia de elétrons
2 Transferases Reagdes de transferéncias de grupos
3 Hidrolases Reacdes de hidrolise

Clivagem de C-C, C-O, C-N ou outras
ligacdes por eliminagao, rompimento de
ligacdes duplas ou anéis, ou adigédo de

grupos a ligagdes duplas

4 Liases

Transferéncia de grupos dentro de uma
5 Isomerases mesma molécula produzindo formas
isoméricas
Formacao de ligagdes C-C, C-S, C-O e C-N
6 Ligases por reagdes de condensacao acopladas a
hidrélise de ATP ou cofatores similares

Fonte: NELSON & COX, 2014.

As enzimas podem sofrer inibigdo, ou seja, alguma substancia é capaz de
interferir de maneira especifica na taxa de velocidade de uma reagao catalitica.
Existem dois tipos de inibicdo, a reversivel e irreversivel. A inibicdo reversivel como
diz o préprio nome ndao € um processo permanente, sendo dividido em trés tipos
basicos: competitivo, ndo competitivo e incompetitivo. O inibidor competitivo
apresenta caracteristicas estruturais e de afinidade parecidas com as do substrato e
por isso compete com o mesmo pelo sitio ativo da enzima, podendo levar a
formagdo de um complexo enzimatico inativo. Um inibidor ndo competitivo liga-se a
um sitio diferente do sitio de ligagdo do substrato, apresentando o comportamento

de remocao da enzima ativa da solucédo resultando na reducdo da velocidade da
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reagao devido a quantidade de enzima livre. O inibidor incompetitivo se liga somente
ao complexo enzima-substrato formado, a ligagao ocorre em um sitio de ligagao
diferente do sitio em que o substrato se encontra ligado a enzima. Ja a inibigao
irreversivel, o inibidor se liga ao sitio ativo da enzima de maneira irreversivel, em
muitos casos por ligagdes covalentes podendo até destruir grupos funcionais
essenciais, sendo um processo progressivo ao longo do tempo até atingir o maximo
de inibicdo (MARQUES & YAMANAKA, 2008).

3.3 - Lipase

As lipases (glicerol éster hidrolase, E.C.3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a
hidrélise total ou parcial de triacilglicerol formando diacilglicerol, monoacilglicerol,
glicerol e acidos graxos livres. Estas enzimas sdao amplamente distribuidas nos
diferentes seres vivos, apresentando peso molecular variando de 20-75 kDa com
cerca de 300 residuos de aminoacidos, sendo glicoproteinas em que a parte
glicosilada hidrofébica circunda o sitio ativo, apresentando capacidade catalitica na
interface agua e 6leo (CARVALHO et al. 2003).

O estudo mais antigo em que a atividade catalitica das lipases foi observada é
datado de 1856 em que Claude Bernard descobriu no suco pancreatico a existéncia
de uma enzima que hidrolisava goticulas de O6leo insoluveis e as convertia em
produtos sollveis. As enzimas que hidrolisam triglicerideos sao estudadas ha mais
de 300 anos, e a capacidade das lipases de catalisar a hidrdlise e sintese de ésteres
€ reconhecida ha quase 90 anos (HASAN et al., 2006).

Estas enzimas pertencem ao grupo das ao/B-hidrolases e possuem um padrao
de dobramento especifico, sendo compostas por um nucleo de oito folhas j,
principalmente paralelas, rodeadas por a-hélices. As lipases possuem uma estrutura
semelhante a uma “tampa” que tem forma de pequena a-hélice ou de lago que
possui a fungcao de bloqueio do sitio ativo, esta tampa na presenga do substrato
lipidico sofre mudangas conformacionais expondo o sitio ativo e uma grande area
hidrofébica facilitando a ligagéo da enzima na interface agua e 6leo (CORTEZ et al.,
2017).
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A diferenga entre uma lipase e uma esterase (E.C.3.1.1.1) & que as lipase
catalisam reagbes de substratos insoluveis em agua, e a segunda em substratos
soluveis. As esterases hidrolisam éster com acidos carboxilicos de cadeia curta
enquanto as lipases acilglicerideos de cadeia longa (RICO, 2009; VECCHIA et al.,
2004).

Pelo fato que as lipases atuam na interface agua e oleo, estas enzimas
contrariam as equagdes de Michaelis-Menten para cinética enzimatica, isto ocorre
devido a essas equagdes serem validas somente em fases homogéneas. Para a
determinacao da velocidade de reagao € necessario determinar a area superficial de
uma emulsao de particulas por unidade de volume e ndo a concentracao de lipideos
na emulsao (GOMES et al., 2006).

Ao contrario das lipases as esterases seguem a cinética de Michaelis-Menten
aumentando sua atividade conforme a aumenta a concentragao de substrato até um
limite de saturacdo, enquanto as lipases ndo apresentam atividade quando seus
substratos estdo presentes em estado monomérico, porém ocorre aumento da
atividade enzimatica, como pode ser visto na Figura 2, quando a concentragao de
substrato esta préxima ou maior que o limite de solubilidade, o que explica o fato
que a lipase ndo hidrolisa substratos que estejam abaixo de uma concentragao
minima denominada concentragdo micelar critica, € acima desta concentragao que

ocorre a ativagao interfacial da enzima (PADILHA, 2010).

Esterases Lipases

atividade : atividade

A . saturacdo ~ _
: soluvel insoluvel

CM

v

Concentracdo Concentracéo

Figura 2: Comportamento catalitico das lipases e esterases, onde CM é a concentracdo micelar.
Fonte: PADILHA, 2010.
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Embora seja um mecanismo comum, ndo sao todas as lipases que possuem

a tampa que controla o0 acesso do substrato da enzima ao sitio ativo, por isso que a

ativacao interfacial nao é um critério adequado para a classificagdo da enzima. A

melhor definigdo de lipase € a de carboxilesterases que catalisam a hidrélise de
acilglicerodis de cadeia longa (CORTEZ et al., 2017). De acordo com CARVALHO et
al,. (2003) e DELGADO (2014) as lipases microbianas sao classificadas em trés

grupos em fungao de sua especificidade com o substrato:

Lipases 1,3 especificas: sdo as que catalisam a liberagao de acido graxo
especificamente das posi¢cdes C1 e C3 dos acilglicerdis produzindo acidos
graxos, 2-monoacilglicerol e 1,2 ou 2,3-diacilglicerol que sdo quimicamente
instaveis ocorrendo a migragéo do grupo acil para produzir 1,3-diacilglicerol e
1 ou 3-monoacilglicerol, as lipases produzidas pelos microrganismos
Rhizopus delemar, Aspergillus niger e Mucor miehei sao exemplos de lipases
desse grupo;

Lipases nao especificas sdo aquelas que catalisam a hidrdlise de triacilglicerol
em acidos graxos livres e glicerol de modo aleatorio, tendo como
intermediarios mono e diacilglicerol. Como exemplos temos as lipases de
Candida cylindracea, Propionibacterium acnes, Staphylococcus sp. e
Pseudomonas fluorescens;

Lipases acido graxo especificas sao aquelas que catalisam a hidrdlise de
tipos especificos grupos acilas nas moléculas de triacilglicerol como exemplo
podemos citar a lipase produzida pelo Geotrichum candidum hidrolisa
preferencialmente grupos acilas de cadeia longa com dupla ligagdo cis na

posicao 9.

As lipases sdo enzimas que evoluiram para atuar com propriedades biofisicas

no microambiente interfacial onde seus substratos sdo encontrados. Existem

diferentes graus de seletividade da enzima, embora as lipases sejam capazes de

catalisar diferentes substratos, a taxa de reagao varia de acordo com a estrutura

molecular do substrato em questao (REIS et al., 2009).
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Como varios compostos de alta e baixa massa molecular podem ser
substratos para a lipase como, por exemplo, tioéster, amidas, poliidroxiester e
hidroxiacidos, entre outros compostos, além da hidrolase esta enzima é capaz de
catalisar varias outras reagdes como podemos ver na Figura 3 (PARQUES &
MACEDO, 2006).

HOOC-Ry + HOOC-R; + HOOC-R; Hidrolise

HaO
ROOCR; + ROOC-R; + ROOCR; Alcodlise
ROH
0 o
Il I
0—C—R; OH o—C—R;
i i
Il - 5 :
O0—C—R; OH OH OH O—C—Rs + OH Glicerdlise
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1
OH 0—C—R,

o
=0

Il
O0—C—R’ O—C—R;

i i
|
0—C—R; * HOOCR; + [—0—C—R; + HODC-R; Acidélise
O ]
Il Il
O—C—R; D ——R
O
Il Il
0—C—R; 0—C—Ry
O

|
O—C—R. + O—C—R'; Transesterificacio
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O0—C—R's O—C—R;

Figura 3: Exemplos de algumas reaces catalisadas pelas lipases. Hidrdlise é a reagdo que ocorre
na presenga da interface agua/dleo. Alcodlise é a reacao de transferéncia de um grupo acila entre um
acilglicerol e um alcool. Glicdlise é a reacao de interesterificagdo de um triacilglicerol com um glicerol.
Aciddlise é a transferéncia de um grupo acil entre um acilglicerol e um &acido carboxilico.
Transesterificagédo € a troca de um grupo acil entre gliceréis. Fonte: CORTEZ et al., 2017.

A hidrélise é a reagao enzimatica que ocorre na interface lipideo/agua, assim
quanto maior esta interface maior a quantidade de enzima adsorvida o que acarreta

taxas de hidrdlise mais elevada. Esta reacdo consiste no rompimento da ligacéo
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éster do glicerideo produzindo glicerol e acidos graxos. O tipo e a posigéo
estereospecifica do residuo de acido graxos estdo relacionados com a elevada
especificidade das lipases, permitindo desta forma uma ampla aplicagdo da enzima
(DELGADO, 2014; MACEDO & PARQUES, 2006).

As reagdes basicas de hidrolise e formacdo de ésteres (denominada
esterificagdo) catalisados pelas lipases podem ser combinadas resultando nas
reacoes de interesterificacdo que s&o um rearranjo na molécula de glicerol
possibilitando modificagdes das propriedades pela acdo de um catalisador, neste
caso a lipase. A reagao de alcodlise ocorre quando o grupamento acila é transferido
entre um acilglicerol e um élcool. Ja a aciddlise acontece quando a transferéncia do
grupamento acila ocorre entre um acilglicerol e um acido carboxilico. A reagéo de
glicdlise ocorre quando acontece a interesterificacdo de um triacilglicerol com um
glicerol. Quando a troca de grupos acila é entre dois glicerdis temos a reagao de
transesterificagcdo (CORTEZ et al., 2017; DELGADO, 2014; MACEDO & PARQUES,
2006).

As propriedades das lipases variam conforme a sua procedéncia. Embora a
enzima possa ser encontrada tanto em animais como em vegetais, as lipases
microbianas apresentam algumas vantagens em relagdo as demais como a maior
produtividade e facilidade de purificacdo pelo fato de muitas vezes as lipases
microbianas serem enzimas extracelulares, além de serem enzimas termoestaveis
apresentando versatilidade e simplicidade na manipulagdo para aumentar o
rendimento de producao (PADILHA, 2010).

Dependendo da origem, as lipases podem ter massa molecular variando entre
20 a 75 kDa, como ponto isoelétrico entre 4 e 10, pH de atuagéo na faixade 4 a9e
temperatura de atuagdo de 25 a 70°C, o que contribui para a ampla aplicagao da
enzima nos diferentes processos. Uma propriedade da lipase que tem chamado a
atencdo dos pesquisadores € a sua estabilidade na presenga de solventes
organicos, pelo fato de que isso poderia ser usado em possiveis reagées em que
nao pode haver a presenga de agua (PADILHA, 2010).

Como toda enzima a atividade da lipase pode sofrer alteracbes, porém devido
a grande quantidade de tipos de lipases existentes ndo existe uma metodologia

universal para a dosagem da atividade lipolitica. O método mais simples é a titulagéo
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com NaOH dos acidos graxos liberados pela agdo da enzima no substrato. Outro
método muito utilizado € o de espectrofotometria que se baseia na hidrélise do
palmitato de p-nitrofenila (obNPP) pela enzima, em meio aquoso contendo como
surfactantes a goma arabica e o Triton X-100 e o produto da reagao (p-nitrofenol) &
quantificada por espectrofotometria a 410 nm. O indice enzimatico € um método
simples e também muito utilizado, e se baseia na relagdo matematica entre o
didmetro da colbnia e do halo de degradagdo do microrganismo em meio solido
(PADILHA, 2010).

3.4 — Lipases microbianas

Dentre as varias enzimas que sao produzidas industrialmente as de origem
microbiana sdo as que apresentam maior interesse comercial. As mais utilizadas sao
produzidas por fungos pelo fato de serem extracelulares, o que facilita o processo de
recuperacao e purificacdo, além de apresentarem maiores taxas de produgao
(COLLA et al., 2012).

Os fungos filamentosos s&o os que tém melhores resultados para a produgao
de lipases sendo que o0s géneros que mais se destacam sado os Aspergillus,
Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum e Fusarium (COLLA et al., 2012). A
maioria das leveduras produtoras de lipases comercialmente importantes ¢é
pertencente a classe dos ascomicetos como, por exemplo, a Candida sp. As
leveduras lipoliticas sao encontradas em variados habitats. Para a utilizacéo
industrial as lipases de fontes bacterianas sdo consideradas as mais resistentes e
que atendem as caracteristicas exigidas para cada tipo de aplicagdo. Na Tabela 2
temos alguns microrganismos produtores e fornecedores de lipases industriais
(GUPTA et al., 2015; JAVED et al., 2017).
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Tabela 2: Microrganismos produtores e fornecedores de lipases comerciais

Produtor Fornecedor
Aspergillus niger Aldrich, Amano, Biocatalysts, Fluka, Novozymes, R6hm
Aspergillus sp. Novozymes
Candida antarctica A Boehringer, Fluka, Novozymes
Candida antarctica B Fluka, Novozymes, Boehringer
Candida cylindracea Meito

Aldrich, Altus, Amano, Biocatalysts, Boehringer, Fluka, Meito

Candida rugosa Sangyo, Sigma, Roche

Mucor miehei Amano, Boehringer, Biocatalysts, Fluka, Novozymes
Penicillium roqueforti Amano, Biocatalysts, Fluka
Pseudomonas sp. Amano, Boehringer, Fluka, Mitsubishi, R6hm, Sigma
Rhizopus arrhizus Biocatalysts, Boehringer, Fluka, Sigma
Rhizopus oryzae Amano, Sigma

Fonte: Adaptado de KUHN, 2010.

As lipases microbianas sao produzidas na maioria das vezes por fermentacao
submersa, embora a fermentacdo em estado sdlido seja em alguns casos uma
alternativa viavel e barata. A produgédo de lipase também pode ocorrer utilizando
células imobilizadas a fim de reter a atividade catalitica por um periodo maior de
tempo. A producao pode ser influenciada pelo tipo de microrganismos e lipase, pelas
concentragdes das fontes de carbono e nitrogénio, pH, temperatura e concentragao
de oxigénio dissolvido (COLLA et al., 2012).

Nos microrganismos as lipases apresentam atividade fosfolipidica, sendo
utilizada como mecanismo de defesa e competicdo ecoldgica. Quando sao
secretadas no meio, facilitam a digestao dos lipideos para a ingestdo de nutrientes,
e os acidos graxos livres liberados auxiliam na adeséo tecidual entre células/célula e

célula/hospedeiro. As lipases podem também atuar em sinergismos com outras
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enzimas em variadas situagdes fisioldgicas de acordo com as necessidades em que
0 microrganismo produtor se encontra (STEHR et al., 2003).

Como ja citado anteriormente, as caracteristicas quimicas e cinéticas das
lipases variam com o microrganismo produtor, com o género, espécie e cepa; dentre
os varios tipos de lipases algumas apresentam caracteristicas importantes e de
interesse industrial como, por exemplo, a estabilidade térmica e pH de atuagao. As
lipases produzidas por bactérias termofilicas chamam atengéo pela sua estabilidade
em altas temperaturas e as lipases psicrofilicas por serem estaveis em baixas
temperaturas o que permite sua aplicagdo na sintese de intermediarios organicos
quirais termossensiveis; quanto ao pH de atuacdo pode se encontrar lipases
produzidas por bactérias que atuam em pH alcalino ou lipases que atuam em faixa
maior de pH variando entre 2 e 10 como por exemplo a lipase produzida por
Staphylococcus epidermidis (MESSIAS et al., 2013).

Para a exploragcao comercial de lipase microbiana é necessaria que a mesma
apresente alto rendimento, alta atividade e estabilidade. Alto rendimento e alta
atividade garantem que a lipase tenha grande competicdo no mercado, ja a alta
estabilidade permite que a mesma tenha amplo campo de aplicagdo, tempo de meia-
vida e ciclo de uso maior. A enzima quando produzida por fermentagcao submersa
sofre influéncia do tipo e concentracdo de fonte lipidica indutora; e dos fatores
nutricionais e fisico-quimicos do meio que influenciam diretamente o rendimento da
enzima. Na fermentacdo em estado sdlido um dos fatores mais criticos € a umidade
do meio visto que afeta diretamente a produgédo da enzima. Varias tecnologias estao
sendo desenvolvidas a fim de aumentar o rendimento e estabilidade das lipases
microbianas, porém nao existe nenhuma metodologia universal que pode ser

aplicada para todos os produtores da enzima (SHU et al., 2010).

3.5 — Produc¢ao industrial

A demanda industrial de novas fontes de lipases com diferentes
caracteristicas cataliticas tem estimulado o isolamento e selegdo de novas estirpes

de microrganismos produtores, que podem ser biosprospectados em diferentes
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ambientes. Industrialmente as lipases sao enzimas importantes devido a seu
potencial de producdo em grande escala, além é claro, da ampla aplicagdo desta
enzima (BHARATHI et al., 2018).

A fim de se obter maior produtividade na produgdo, novos substratos sao
testados para producgéao de lipases em escala industrial. Diferentes tipos de residuos
industriais e os seus complexos teores organicos sao uma importante fonte de
nutrientes residuais que podem servir de meio para o crescimento microbiano e
producao de enzima. Substratos provenientes da agroindustria tém sido testados
para a producao de lipases por fermentagdao em estado sélido com bons resultados,
embora a natureza do substrato sdlido (umidade e tamanho de particula) e os
parametros fisicos (temperatura, pH e condutividade térmica) influenciam
diretamente na produgao da enzima. Na Tabela 3 temos alguns residuos renovaveis
que podem ser utilizados por microrganismos para a producgao de lipases (NEETHU
et al., 2015).

Os residuos agroindustriais sao produzidos em grandes quantidades em
paises em desenvolvimentos e com grande atividade agricola como no Brasil,
embora esses materiais tenham grande potencial de exploragdo, a maioria ainda é
usada na alimentagdo animal ou destinada para aterros sanitarios. Efluentes
industriais produzidos a partir de refinarias de petréleo, de matadouros e de industria
de produtos lacteos que contém altas concentragdes de lipideos (maiores que 100
mg/L) também se apresentam como potenciais substratos para a producdo de
lipases (NEETHU et al., 2015; SALIHU et al., 2012).
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Tabela 3: Alguns residuos da agroindustria utilizados por varios microrganismos

para a producao de lipase

Microrganismo

Substrato

Atividade enzimatica

maxima (U/g)

Aspergillus niger Farelo de soja e casca de arroz 25,22
Farelo de trigo 630
Penicillium X ,
simplicissimum Torta de 6leo gergelim 363,6
Residuo de ricino 155,8
Torta de babacu 20
Penicillium
brevicompactum Torta de babacu 98,78
Penicillium Farelo de soja 40
verrucosum
Penicillium Rejeito de 6leo de babacu 30,3
restrictum
Penicillium citrinum Residuo de dleo vegetal 6,738
Penicillium sp. Farelo de soja 317
Refei¢cao de soja 186
Rhizopus oryzae Farelo de trigo 96,52
Rhizopus chinensis Farelo de trigo 24,447
Rhizopus ’
homothallius Bagaco de cana-de-agucar 10,7
Rhizomucor pusillus Torta de azeitona e bagaco de 20,24
cana-de-agucar
Colletotr e l?um Casca de arroz 4
gloesporioides
Yarrowia lipolytica Noz triturada e farelo de cevada 23
Torta de semente de niger 26,42
Candida : . .
cylindracea Lixo de moinho de oliva 20,4
Efluente de moinho de 6leo de 20,26
palma
Candida rugosa Soro de leite 15
Bacillus sp. Torta de 6leo de nozes 4,5
Bacillus coagulans Rejeito de meao 78,069
Pseudomonas Torta de jojoba 1084
aeruginosa

Fonte: Adaptado de SALIHU et al., 2012.
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A producéo de lipase depende em grande parte dos microrganismos, praticas
de cultivo, composigcdo média e design de biorreator. A escolha do tipo de
fermentacdo a ser adotado ira depender de varios fatores como, por exemplo, o
custo de operacao e a producgao. A fermentagao submersa é a técnica mais utilizada
para a producdo de enzimas microbianas, apresentando algumas vantagens em
relagcdo a fermentacao em estado solido tais como melhor transferéncia de massa e
calor, maior produtividade e facilidade de purificagdo de enzimas extracelulares
(BHARATHI et al., 2018; SALIHU et al., 2012).

Como a maioria das enzimas de interesse industrial, as lipases séao
produzidas na presenca de indutores que podem ser triacilglicerdis, surfactantes,
Oleos vegetais, residuos da industria de petréleo ou seus produtos de hidrélise que
quando presentes no meio podem ter efeito indutivo para a producao da enzima.
Varios estudos tém testado fontes lipidicas como indutores na producao de lipases
por fermentacdo submersa ou em estado sélido, pode-se citar como exemplos:
Tween® 80, azeite de oliva, 6leo vegetais e residuos lipidicos sélidos como torta de
babacu, coque e farelo de soja (DAMASO et al., 2008).

Embora a presenca de um indutor seja necessaria para a produgao de lipase,
em alguns microrganismos foi detectada a atividade lipolitica em nivel basal (ndo
induzido). As enzimas basais e as induzidas sao bioquimicamente idénticas feitas
pela transcrigcdo de genes estruturais idénticos. O padrao microbiano da producgéo de
lipase ocorre da seguinte forma: no estado inicial a lipase ligada a célula (nivel
basal) € capaz de hidrolisar o indutor presente no substrato a uma taxa de reacgao
alta o suficiente para iniciar o crescimento celular e a indugéo enzimatica. A medida
que a fermentagdo ocorre e a concentragdo de substrato diminui, a producao de
lipase extracelular torna-se necessaria para que ocorra a digestdo de substrato e a
nutricdo da célula. Desta forma a atividade enzimatica extracelular maxima coincide

com a fase de crescimento estacionario tardio (SALIHU et al., 2012).
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3.6 — Fermentagao submersa
Existem dois processos basicos que podem ser utilizados para a producgao de
enzimas, sendo eles a fermentagcao submersa e a em estado sélido, a Tabela 4

reune algumas vantagens e desvantagens de cada uma delas.

Tabela 4: Comparagdes entre a fermentagdo submersa e em estado sélido

Vantagens Desvantagens
Fermentacgao Fermentagao em Fermentacgao Fermentagao em
submersa estado sélido submersa estado sélido
Melhor Baixo consumo de ~ . Transferéncia de
N X A Operagao mais ~
transferéncia de agua e resisténcia complexa calor e massa nao
calor e massa a contaminacgao P homogénea
Em maiores
Melhor distribuigao . Alto custo de escalas é dificil
) . Substrato mais :
de microrganismos barato energia e controlar
no meio implantacao parametros de
operagao
Comercialmente ~ ~ e
. . Reducao nos Elevada produgdo  Dificil aumento de
disponivel em
efluentes gerados de efluentes escala

grande escala

Fonte: Adaptado de DORIYA et al., 2016.

A fermentacdo submersa é bastante utilizada pelo fato de apresentar
facilidade para o crescimento de microrganismos em condi¢gdes controladas de
operagao, e por permitir a recuperagao da molécula alvo com maior facilidade e
menor custo, e por esses motivos foi a técnica adotada neste trabalho
(ORLANDELLI et al., 2012). Na Figura 4 temos um esquema simplificado da
producao de enzimas microbianas em escala industrial utilizado a fermentagao

submersa.
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Processos a jusante da fermentagéo

Figura 4: Fluxograma simplificado da produgcdo de enzimas microbianas utilizando o processo de
fermentagdo submersa. Fonte: Adaptado de ORLANDELLI et al., 2012.

Na fermentagcdo submersa o meio de crescimento se encontra liquido e os
nutrientes requeridos solubilizados no meio junto com o0s microrganismos em
suspensao. A producao de enzimas por fermentacdo submersa pode ocorrer em
frascos agitados como erlenmeyers, em fermentadores de bancada ou
fermentadores em escala industrial. Os fermentadores podem operar de trés formas
diferentes: continua, em que existe constante entrada de substrato e saida do meio
fermentado; semi-continua ou batelada alimentada que € o processo em que ocorre
alimentagcao de substrato no fermentador durante a fermentagdo, mas o meio
fermentado com o produto de interesse permanece até o final da fermentacéao; e
podem também operar em batelada em que uma uUnica entrada de substrato é
fornecida durante o processo (PINHEIRO, 2006).

Como podemos ver na Figura 4 o processo de fermentagao em si é precedido
por etapas que sdao denominados processos a montante da fermentagdo ou
processos upstream e apds a fermentagdo processos a jusante ou processos
downstream (SANT'ANNA, 2001). Os processos upstream tém como fungéo a
preparacao do substrato e do inéculo para o processo de fermentagao, podendo
iniciar na bioprospecgdo do microrganismo ou a partir de uma cultura pura que ira

ser cultivada em menores volumes em frascos sob agitacdo até atingir a fase de
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crescimento exponencial média ou tardia, e entdo transferida para fermentadores de
volume intermediario de 100 a 500 litros até atingir a taxa de crescimento necessaria
e apos isso transferido para os fermentadores industriais (KILIKIAN & PESSOA,
2005).

Ja os processos downstream ou a jusante sédo todos aqueles relacionados ao
processo de recuperagao e purificagcdo da enzima ou célula (quando esta € o
produto desejado), nesta etapa é necessario garantir que a molécula alvo nao sofra
desnaturagcao pelo processo adotado. A metodologia adotada nesta etapa ira
depender da localizagao da molécula alvo e do grau de pureza requerida. Quando o
microrganismo eleito foi um fungo filamentoso a separagdo de extrato enzimatico
bruto pode ser feita por filtragdo simples ou centrifugagcdo; mas caso o0s
microrganismos produtores sejam uma levedura ou bactéria deve-se utilizar técnicas
de filtragdo mais elaboradas, centrifugagéo ou cromatografia (KILIKIAN & PESSOA,
2005; ORLANDELLI et al., 2012).

Além dos parametros basicos de operagdo da fermentacdo como pH,
temperatura e aeragao; o meio de cultivo utilizado tem influéncia direta no sucesso e
produtividade do processo fermentativo. O meio de cultivo deve fornecer todas as
condigdes nutricionais necessarias para o crescimento do microrganismo além de
ser barato e nao dificultar o processo de recuperagao do produto. A composicao do
meio pode ser conhecida como no caso dos meios comerciais ou complexa quando
se adota meios alternativos como os efluentes de agroindustria (SALIHU et al.,
2012).

Durante todo o processo de fermentagdo € necessario garantir que nao
ocorram contaminagdes por agentes externos, que podem gerar perdas e prejuizos.
Desde o cultivo da cultura pura em bancada ou isolamento do microrganismo de
interesse deve se adotar boas praticas de operacido para evitar ou conter qualquer
possivel contaminagdo. Por isso é necessario que o0s operadores sejam bem
treinados e que os equipamentos atendem as boas praticas de fabricagdo permitindo
facil limpeza e desinfecgdo (SANT'ANNA, 2001).
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3.7 — Aplicagoes tecnolégicas

Como podemos ver na Figura 3 (tépico 3.3 — Lipase) as lipases sdo capazes
de catalisar outros tipos de reagdes além da hidrélise, e esta versatilidade em
associagao com facilidade de produgao da enzima em escala industrial permite que
a lipase possa ser aplicada em varios tipos de industria como na de alimentos,
detergentes, farmacéutica, de couro, téxtil e cosmética, entre outras (CORTEZ et al.,

2017). Na Figura 6 ha algumas das aplicagées industriais das lipases.
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Figura 5: Algumas das aplicagbes industriais das lipases. Fonte: CORTEZ et al., 2017.



37

As lipases sdo uma das classes de enzimas mais aplicadas na biotecnologia
e na industria, e parte disto se deve a “promiscuidade catalitica” que a enzima
apresenta. Promiscuidade enzimatica € um termo relativamente novo na enzimologia
e se refere a capacidade das enzimas de catalisar reagbes alternativas que diferem
da sua reacao fisiolégica natural, porém essas reagdes geralmente sao menos
eficientes (KAPOOR & GUPTA, 2012).

Lipases microbianas sao as mais utilizadas no comércio e na pesquisa devido
suas propriedades, pela facilidade de produgédo em massa em comparagdo as
lipases de outras origens, e também pela sua estabilidade que é superior. Os
processos catalisados por lipases apresentam relacéo de custo e eficacia maior em
comparagao aos processos tradicionais de catalise quimica (HASAN et al., 2006).

Outro fator que é determinante para ampla aplicagdo das lipases em ambiente
industrial € a sua estabilidade em ambientes diversos. As cepas microbianas
isoladas de ambientes de condicdes ambientais extremas produzem lipases com
caracteristicas Unicas para suportar diferentes condi¢des de operagdes como 0s
ambientes de carater acido e basico, alta concentragdo de sais e presengas de

solventes organicos (SALIHU & ALAM, 2015).
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 — Bioprospecg¢ao do microrganismo

Para a bioprospecgéo da lipase foi feito o cultivo de 7 amostras diferentes
com o objetivo de encontrar algum microrganismo produtor da enzima alvo. As
amostras testadas foram: espuma de caixa de gordura do restaurante universitario
do Campus Alto Paraopeba da Universidade Federal de Sao Joao Del-Rei, solo
contaminado com 6leo lubrificante (20° 28’ 3,367” S e 43° 50’ 58,405” W), amostras
de solo de raiz de bambu (20° 28’ 1,967 S e 43° 50’ 57,852” W, 20° 28’ 1,703” S e
43° 50’ 57,911” W), abacate em decomposicdo, manteiga mofada e banha de
galinha deteriorada.

As amostras foram inoculadas em meio YMA (Yeast Malt Agar) que tem como
composicado: 1% glicose; 0,5% peptona; 0,3% extrato de levedura; 2% agar
bacterioldgico e 0,3% de extrato de carne. As placas foram identificadas e incubadas
a 30°C durante 96 horas no escuro.

Apos o periodo de incubagao, as coldnias que apresentavam caracteristicas
morfoldgicas (macroscoépicas) diferentes foram replicadas e isoladas pelo método de
esgotamento por estrias até se obter a cultura pura.

As culturas isoladas foram armazenadas a 4°C em tubos de ensaios contendo
o meio YMA e repicados a cada 30 dias a fim de manter a cultura viavel para

posteriores testes caso necessario.

4.2 — Selegao quanto atividade lipolitica

Para a selegdo de microrganismos com atividade lipolitica foi utilizado um
meio seletivo denominado meio A. A composicdo deste meio é: 1% peptona; 0,5%
NaCl; 0,1% CaCly(H20)2; 2% agar bacterioldgico e 1% Tween® 80.

As culturas puras foram inoculadas em placas contendo o meio A e incubadas
a 30°C por 96 horas no escuro. Para a verificagdo do halo de degradacgéao da lipase
extracelular foi usado o método sugerido por JETTE et al. (1994) que consiste na
adicdo de 0,2% (v/v) de solugao alcodlica, 1% de rodamina B, como indicador de

atividade lipolitica.
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Os microrganismos que cresceram no meio seletivo foram armazenados a

4°C em tubos de ensaios contendo o meio YMA.

4.3 — Determinagao da atividade enzimatica em meio sélido

A determinacao da atividade lipasica extracelular foi feita pela determinagao
do indice de atividade enzimatica (/E) dado pela Equagédo 1 conforme RODRIGUES
et al. (2016) apud HANKIN & ANAGNOSTAKIS (1975). Por esse método é analisado
a correlacao direta entre o didmetro do halo de degradacgéo e o halo de crescimento
do microrganismo. Para a verificagcdo do halo de degradagéo apds o tempo de
incubacao, as placas foram observadas sob luz ultravioleta (350 nm).

Os halos foram medidos por meio de uma régua e valores obtidos aplicados

na Equacéao 1.

IE = (QZ—CH —1)x10 Equacao 2

Onde: [E indice enzimatico;
@CH diametro da col6nia + mais halo;

@C diametro da colbnia.

4.4 — Determinagao do microrganismo com maior atividade lipasica

O pré-indculo para a fermentagdo submersa foi preparado com os
microrganismos que apresentaram [E maior ou igual a 2. Tais microrganismos foram
inoculados em Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio denominado como meio
B e tinha como composi¢cdo 1% peptona; 0,5% NaCl; 0,1% CaCly(H20),; 1%
Tween® 80. O pré-indculo foi incubado a 30°C em agitador rotativo por 24 horas em
rotagao de 120 rpm.

A padronizagao dos inéculos foi realizada pela densidade 6ptica (D.O.) do
pré-inéculo em 600 nm. Era esperado que o crescimento do microrganismo

apresentasse D.O. de 0,05.
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A fermentacdo submersa em triplicada foi realizada por 96 horas no mesmo
volume de meio, temperatura e rotagao do pré-inéculo. Para a obtencdo do extrato
enzimatico, apds o periodo de fermentagao, o meio de cultivo foi centrifugado por 25
minutos a 16128 x g, o sobrenadante foi recolhido para ser usado na determinagao
da atividade lipolitica.

A determinagdo da atividade enzimatica seguiu o meétodo proposto por
BURKERD et al. (2004), que baseia na titulacdo dos &cidos graxos liberados pela
agao da enzima presente no extrato enzimatico com NaOH 0,05 mol.L™". Em um
Erlenmeyer de 250 mL foi adicionado 2mL de tampéo fosfato 10 mmol.L™ pH 7, 5
mL de emulsdo de azeite de oliva composto por 3,75 mL de solugdo de goma
arabica 7 (1g de goma para cada 30 mL de agua destilada) e 1,25 mL de azeite de
oliva, e por fim 1 mL do extrato enzimatico; esse conjunto foi incubado por 30
minutos, 37°C e 120 rpm. Para parar a reagao foi adicionado 15 mL de solugao (v/v)
1:1:1 de agua:acetona:etanol, em seguida adicionou-se 3 gotas de fenolftaleina e
titulou-se com a solucao de NaOH 0,05 mol.L™. Nas condi¢des de fermentacao, uma
unidade enzimatica é definida como a quantidade de enzima que é requerida para
liberar 1 ymo de acido graxo por minuto por mL de meio fermentado (ROVEDA et al.,
2010).

Para a caracterizagdo do microrganismo que apresentou maior atividade
lipolitica foi realizado microcultivo em meio YMA para posterior observagéao utilizando
microscopia otica e a coloragao diferencial de Gram para a sua classificagdo como

Gram-positivo ou Gram-negativo.

4.5 - Fermentagao submersa

O microrganismo que apresentou maior atividade enzimatica no item 4.4 foi
cultivado por fermentagao submersa, utilizando como indutor de producéao de lipase
0 o6leo de cozinha usado filtrado, e para controle também realizado foi uma
fermentagao usando Tween® 80 como indutor. A fermentagao ocorreu por 120 horas
usando Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio B, sendo que em uma das
fermentagdes o Tween® 80 foi substituido pelo 6leo de cozinha usado filtrado. A

temperatura de incubacao foi de 30°C e a rotagao do agitador orbital foi 120 rpm. A
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cada 24 horas amostras dos meios foram retidas para a determinagédo da atividade
lipolitica.

4.6 - Sistematizagao e nomenclatura dos microrganismos

Os microrganismos isolados receberam um nome que permitisse entender
com clareza sua origem, sendo que a estrutura de cada nome era dada por:
quantidade de repiques necessarios para o isolamento seguindo pela letra R; tipo de
amostra (A para abacate, M para manteiga, SB para solo bambu, SC para solo
contaminado, BG para banha de galinha e CG para caixa de gordura) e numeragao

para diferentes microrganismos de mesma origem.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Cultivo e isolamentos de microrganismo

Apds o periodo de incubagcdo das amostras em meio YMA variados

microrganismos cresceram em placa como podemos ver na Figura 6.

Figura 6: Microrganismos que cresceram no meio YMA apds 96 horas de incubagéo das amostras.
Placa 1 inoculada com abacate em deposigio. Placa 2 inoculada com banha de galinha deteriorada.
Placa 3 inoculada com manteiga mofada. Placa 4 inoculada com espuma da caixa de gordura. Placa
5 inoculada com solo de raiz de bambu (20° 28’ 1,967 S e 43° 50’ 57,852” W). Placa 6 inoculada com
solo contaminado com 6leo lubrificante (20° 28’ 3,367” S e 43° 50’ 58,405” W). Placa 7 inoculada com
solo de raiz de bambu (20° 28’ 1,703” S e 43° 50’ 57,911” W). Fonte: Autor.

Foram isolados 13 tipos de microrganismos com caracteristicas morfologicas
macroscopicas diferentes de acordo com a textura, relevo, bordas e coloracéo,

usando o método de esgotamento por estrias.
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5.2 — Selegao de microrganismos produtores de lipase

De acordo com SANDOVAL & MARTY (2007) a atividade lipasica pode ser
monitorada pela liberagdo dos acidos graxos ou glicerol proveniente da acéo da
enzima. O uso de meio de cultivo sélido com substrato indutor como o Tween® 80,
que foi utilizado no experimento, acrescentado de 0,2% (v/v) de solugao alcodlica
1% de rodamina B permite a observagao do halo de degradagao da lipase ao redor
da colbénia quando exposto a luz ultravioleta (350 nm). Conforme metodologia
descrita por JETTE et al., (1994), esse método é especifico para lipases, e néo
havendo a formagdo de halo fluorescente para atividade de esterases (COLEN,
2006).

Apds o periodo de incubagdo 9 microrganismos (Figura 7) apresentaram
resultado positivo para a produgdo de lipase. Esses microrganismos foram
denominados como: 1RSCI, 1RSCII, 1RSCIII, 1RSBI, 1RSBIl, 1RSBIII, 1RA, 1RCG
e 2RSC.
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Figura 7: Microrganismos que apresentaram resultado positivo para produgédo de lipase em meio
sélido observados em luz ultravioleta (350 nm). Em 1 o microrganismo 1RA, 2 o microrganismo
1RSCIII, 3 o microrganismo 1RSBI, 4 o microrganismo 1RSCG, 5 o microrganismo 1RSCI, 6 o
microrganismo 1RSCII, 7 o microrganismo 1RSBIII, 8 o microrganismo 1RSBIl e 9 o microrganismo
2RSC. Fonte: Autor.

Além do halo de degradagao que se apresenta como uma zona clara ou turva
(opaca) em torno das colbnias produtoras de lipases extracelular como podemos ver
do microrganismo 2RSBIl na Figura 8, pode ocorrer também a formagao de cristais
de calcio do acido laurico provenientes da degradagao completa dos sais de lipideos
(RODRIGUES et al., 2016). Porém nao foi observada a formagao de cristais ao redor

de nenhuma das colbnias apos o periodo de incubacao.
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Figura 8: Halo de degradagéo de lipase extracelular do microrganismo 2RSBII quando observado em

luz ultravioleta (350 nm) em meio de cultivo com rodamina B. Fonte: Autor.

O microrganismo 2RSC quando exposto a luz ultravioleta ndo apresentou
formacao de halo de degradacao ao redor da colénia microbiana, e sim a mudanca

de coloragdo em cima toda a sua superficie como se pode observar na Figura 9.

Figura 9: Mudancga de coloracdo de toda superficie do microrganismo 2RSC quando observado em

luz ultravioleta (350 nm) em meio de cultivo com rodamina B. Fonte: Autor.

Em seu trabalho de isolamento e selegcdo de fungos produtores de lipase
provenientes de variados fontes RODRIGUES et al, (2016) obteve resultado
semelhante em 51 de 100 fungos analisados, afirmando que essa mudanga de
coloragéo sobre toda a coldnia se deve a atividade lipolitica intracelular.

Em cinco dos nove microrganismos: 1RA, 1RCG, 1RSBII, 1RSBIIl e 1RSCI;
como podemos ver na Figura 10 para o microrganismo 1RSBIII, ndo houve formagao
perceptivel (macroscopicamente) de halo ao redor ou florescéncia sobre a col6nia
microbiana, estas colbnias apresentaram crescimento lento e reduzido comparado

com as demais, e este evento pode ter ocorrido pelo fato de que os microrganismos
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nao estavam utilizando a fonte de carbono do meio, que no caso era Tween® 80,

mas sim que seu crescimento ocorreu devido ao seu metabolismo endogeno.

Figura 10: Auséncia de halo de degradagdo do redor da colbnia e fluorescéncia da colénia do
microrganismo 1RSBIIl quando observado em luz ultravioleta (350 nm) em meio de cultivo com

rodamina B. Fonte: Autor.

DEWES & RIBBONS (1964) definem metabolismo enddégeno como o conjunto
de reacdes metabdlicas totais que ocorrem em uma célula na auséncia de
compostos ou elementos que podem servir de substratos exdgenos especificos, os
microrganismos podem também assimilar nutrientes em um ambiente mais nutritivo
e com menor pressao ecoldgica, e posteriormente utilizar esse material como
substrato endégeno em condigbes mais severas.

A auséncia de halo de degradagao ou fluorescéncia sobre a colbnia
microbiana que séo resultados especificos de atividade lipolitica na presenca do
corante adotado (rodamina B), ou a nédo formacao de cristais de calcio do acido
laurico no meio, ndo sao indicativos de que o microrganismo esta produzindo
esterase ao invés de lipase, isso ocorre, pois de acordo com SPERB et al. (2015) as
esterases hidrolisam facilmente acidos graxos de cadeia curta como o Tween® 20,
porém raramente hidrolisam o Tween® 80 que é hidrolisado principalmente por
lipases uma vez que contém ésteres de acidos oleicos.

A relagéo entre o diametro do halo de degradacdo e o didmetro da cultura
microbiana conforme a Equagdo 1 fornece o indice enzimatico apresentado na

Figura 11.
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Figura 11: indice enzimatico dos microrganismos que apresentaram resultado positivo no teste no

meio seletivo quanto atividade lipolitica. Fonte: Autor.

De acordo com LEALEM & GASHE (1994) quando se avalia microrganismos
produtores de enzimas em meio sélido, os que apresentam indice enzimatico = 2
sdo os que apresentam melhor potencial de produg¢ao de enzimas extracelulares em
meio solido, desta forma, os microrganismos 1RSCIl e 1RSBIl sdo os mais
promissores com indices enzimaticos de respectivamente 5,7 e 3,94. Ja o 1RSBI
nao apresenta indice enzimatico satisfatorio por ser menor que 2, sendo que o valor
apresentado foi 1. Os demais microrganismos que apresentaram indice enzimatico
zero sao produtores de lipase intracelular ou apresentam metabolismo enddgeno.

O teste de indice enzimatico nao foi realizado em repeticdes devido a

caréncia do corante rodamina B.

5.3 — Atividade lipolitica

Os microrganismos que apresentaram indice enzimatico maior ou igual a 2
(1RSBIl e 2RSCIl) foram cultivados em fermentagdo submersa e a atividade
enzimatica monitorada apds o fim do processo. Pode-se ver na Figura 12 a atividade

enzimatica apds 96 horas de fermentagao. Foi definido como unidade enzimatica (U)
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a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pymo de acido graxo por minuto por
mL de meio de cultivo fermentado.

0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
H ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)

0,04 -

0,02 -

Atividade enzimatica (U/mL)

1RSBII 1RSCII
Microrganismo

Figura 12: Atividade enzimatica dos dois microrganismos (1RSBII, 1RSCIlI) com maior indice

enzimatico ap6s 96 horas de fermentagcdo submersa. Fonte: Autor.

A atividade enzimatica dos dois microrganismos apos o periodo de
fermentagcdo comparado com a literatura foi baixa. ROVEDA et al., (2010) utilizando
como meio de cultivo efluente coletado na saida do equalizador do sistema de
tratamento de efluente de laticinio obteve como atividade enzimatica maxima o valor
de 2,250 U, o que sugere que os 9 microrganismos isolados nao sédo bons
produtores de lipase e ou que as condi¢gdes de operagao e meio de cultivo adotados
nos experimentos ndo sdo 0s mais propicios para a produ¢ao da enzima.

De acordo com COLLA et al. (2012) a produgao de lipases microbianas pode
ser influenciada pelo tipo e concentragao das fontes de carbono e nitrogénio, pH do
meio, temperatura e concentragao de oxigénio dissolvido. A fonte lipidica de carbono
indutora da produgdo da enzima tem papel essencial no alto rendimento de
producao e atividade enzimatica, os indutores mais utilizados sao azeites de oliva e
palma, Tween® 20, 40 e 80, trioleina e tripalmitina e 6leos vegetais. A fonte de
nitrogénio que pode ser organica ou inorganica, o pH e areragdao (no caso de

fermentacao submersa) ideal ira depender do tipo de microrganismo, sendo um
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processo muito dificil seguir parametros generalistas de condi¢gdes de crescimento
como os que foram adotados nos experimentos, podendo também justificar a baixa
atividade enzimatica encontrada.

O microrganismo que apresentou maior atividade lipolitica apds 96 horas de
fermentagao submersa com Tween® 80 como indutor foi o 1RSBII com atividade
enzimatica de 0,09 £ 0,003 U/mL. Foi realizada a uma segunda fermentagédo com o
mesmo por 120 horas usando também um novo indutor, no caso 6leo de cozinha
usado e filtrado. Na Figura 13 encontra-se o resultado da atividade enzimatica ao
longo do periodo de 120 horas de fermentagéo.

0,12 -

—— TWEEN® 80
—e— OLEO USADO

Atividade enzimatica (U/mL)

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (h)

Figura 13: Atividade enzimatica ao longo das 120 horas de fermentagdo submersa utilizando como
indutor 6leo de cozinha usado e Tween® 80 para o microrganismo 1RSBII. Fonte: Autor.

A atividade enzimatica maxima utilizando o éleo usado como indutor ocorreu
ap6s 96 horas de cultivo com 0,1 £ 0,002 U/mL de atividade enzimatica, enquanto na
fermentacdo com Tween® 80 a atividade enzimatica maxima foi de 0,08 + 0,002
U/mL observado o mesmo valor apés 24 e 72 horas de cultivo.

Quanto a caracterizagao do microrganismo 1RSBIl que apresentou maior
atividade enzimatica na fermentacdo por 96 horas com Tween® 80 como indutor
temos na Figura 14 o resultado da microscopia 6tica. Demonstrando que se trata de
uma bactéria na forma de bacilo Gram-negativo.
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Figura 14: Resultado da microscopia 6ptica em aumento de 400X do microrganismo denominado

como 1RSBII, que se trata de um bacilo Gram-negativo. Fonte: Autor.

A maioria das lipases microbianas disponiveis ho mercado sao produzidas por
fungos filamentosos, devido sua boa produtividade e pelo fato da enzima ser na
maioria dos casos extracelular, porém lipases produzidas por bactérias também
apresentam caracteristicas de interesse comercial devido ao fato de apresentar
elevada estabilidade em processos industriais que ocorrem em condi¢oes mais
exigentes (GUPTA et al., 2015; JAVED et al., 2017).

Em estudos futuros com o microrganismo isolado neste trabalho, pode-se
otimizar as condicbes de cultivo. De acordo com BARROS et al. (1995) o
planejamento e otimizagdo de experimentos permitem dentre outras coisas,
determinar a influéncia de uma ou mais variaveis no produto final. Deste modo
encontrar as condi¢gdes 6timas de operagao e produgao. A caracterizagao da lipase
produzida também fornece informagdes muito importantes para explorar as possiveis

particularidades da enzima para dada condigéo e aplicagao.
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6 — CONCLUSAO

O método classico de bioprospeccao adotado no experimento se mostrou
eficiente na busca por produtores de lipase microbiana. Dos 13 microrganismos
isolados 9 apresentaram resultado positivo em meio seletivo. O teste qualitativo de
indice enzimatico e quantitativo de atividade lipolitica permitiram selecionar um
microrganismo para a fermentagcdo com o substrato alternativo, sendo que o
microrganismo que apresentou maior indice enzimatico nao foi o que teve melhor
atividade lipolitica do extrato enzimatico bruto. O d6leo de cozinha usado apresentou
atividade enzimatica maxima superiores ao meio fermentativo composto somente
por meio comercial, 0 que demonstra um possivel potencial para aplicagdo em
maiores escalas, mas antes € preciso realizar mais ensaios e testes para encontrar
as condigdes ideais de fermentacao.
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