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RESUMO GERAL

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases e atuam sobre
ligacOes éster presentes em triacilglicerdis insollveis, liberando acidos graxos livres,
diacilglicerois, monoacilglicer6is e glicerol. Elas podem ser empregadas em diversos
setores industriais. Os fungos sdo preferencialmente utilizados para a producdo destas
enzimas e varios residuos industriais podem ser usados como substratos para a producéo, o
que além de ser vantajoso pelo baixo custo e grande disponibilidade destes materiais, ainda
ajuda a solucionar os problemas ambientais que poderiam ser causados pelo descarte dos
mesmaos. Diante disso, 0 presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial de uso
de efluente de lavagem de galdes contendo 6leo pos-fritura na producdo de biomassa e de
lipases por amostras de fungos filamentosos em consoércio. Para isso, foram utilizadas dez
cepas flngicas, crescidas em fermentacdo submersa, das quais as melhores produtoras de
lipases foram combinadas em consércios e realizado planejamento fatorial 273, na
tentativa de otimizar esta producdo. Também foi realizada a fermentacdo em biorreator,
estudo da cinética enzimatica e teste de fitotoxicidade com o extrato bruto, assim como
composicao centesimal da biomassa produzida. C. bertholletiae (URM 7658) apresentou
maior atividade lipolitica, com 0,591 U/ml, seguida por C. echinulata (URM 7660) e
Rhizopus microsporus (URM 7652), com 0,5443 U/ml e 0,5276 U/ml, respectivamente.
Dentre as varidveis testadas no planejamento fatorial, o pH demonstrou influéncia
significativa na producdo enzimética, enquanto a concentracdo de substrato e o volume de
NH4NO3 ndo. A melhor temperatura para a reacdo foi 40°C e o melhor pH, 8. O extrato
enzimatico de C. bertholletiae se manteve estavel em pH acima de 8 e quando incubado até
60 min. a 40°C. Apesar da atividade lipolitica apresentada pelos fungos néo ter sido muito
expressiva, quando comparada a outras pesquisas correlatas, o teste de fitotoxicidade com
os liquidos metabdlicos dos biorreatores revelou indices de germinagdo acima de 50%,
revelando que foram capazes de diminuir consideravelmente a toxicidade do efluente
bruto. Além disso, a biomassa gerada no processo fermentativo apresentou elevado teor
energético, composta por 4% de proteinas, 6% de carboidratos, 21% de lipideos, 68% de
umidade e 0,7% de cinzas, 0 que seria equivalente a aproximadamente, 13% de proteinas,
19% de carboidratos, 66% de lipideos e 2% de cinzas caso a biomassa estivesse seca,
podendo encontrar aplicagdo como ingrediente de racdes para animais.

Palavras-chave: Oleo pos fritura. agua. tratamento de efluentes. extrato enzimatico.

cinética enzimatica.



ABSTRACT

Lipases (EC 3.1.1.3) are enzymes belonging to the hydrolases class and act on ester bonds
present in insoluble triacylglycerols, releasing free fatty acids, diacylglycerols,
monoacylglycerols and glycerol. They can be used in several industrial sectors. Fungi are
preferentially used for production and industrial residues used as substrates for the
production of lipase, which in addition to being advantageous due to the low cost, great
availability of this material, still helps to solve the environmental problems that could be
caused by the disposal of the same. In view of this, the present study aimed to investigate
the potential of washing gallons effluent containing post-frying oil in the production of
lipase by fungi in consortium and to analyze the value of the residual biomass produced.
For this purpose, ten fungal strains in submerged fermentation were used, of which the best
producers were combined in consortia and performed a lackorial planning 2”3, in an
attempt to increase production. Fermentation was also carried out in a bioreactor, study of
enzymatic Kinetics and phyto-toxicity test with the crude extract and chemical composition
of the residual biomass. C. bertholletiae (URM 7658) showed greater lipolytic activity,
with 0.591 U / ml, followed by C. echinulata (URM 7660) and Rhizopus microsporus
(URM 7652), with 0.5443 U / ml and 0.5276 U / ml, respectively. In factorial design, pH
showed a significant influence on enzyme production, while substrate concentration and
NH4NO3 volume did not. The best reaction temperature obtained was 40°C and the best
pH, 8. The enzymatic extract of C. bertholletiae remained stable at pH above 8 and when
incubated up to 60 min. at 40°C. Although the lipolytic activity presented by the fungi was
not very expressive, the photo-toxicity test with the metabolic liquids of the bioreactors
revealed germination rates above 50%, revealing that they were able to significantly reduce
the toxicity of the raw effluent. In addition, the biomass generated in the fermentation
process had a high energy content, composed of 4% proteins, 6% carbohydrates, 21%
lipids, 68% moisture and 0.7% ash, which would be equivalent to approximately, 13% of
proteins, 19% of carbohydrates, 66% of lipids and 2% of ash if the biomass was dry, and it

can find application as an ingredient in animal feed.

Key-words: Post-frying oil. water. wastewater treatment. enzymatic extract. enzymatic

kinetics.
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1. INTRODUCAO

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases e atuam
sobre ligacdes éster presentes em triacilglicerois insoluveis, liberando acidos graxos livres,
diacilglicerois, monoacilglicerois e glicerol. Além da hidrdlise de triglicerideos, as lipases
podem catalisar uma variedade de reagGes quimicas que incluem esterificacdo,
transesterificacdo (aciddlise, interesterificacdo, alcodlise), amindlise e tiotransesterificacdo
em solvente organico anidro, sistema bifasico e em solucdo micelar com alta
especificidade. Sendo muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade e baixo custo. Além disso, ndo requerem cofatores, atuam em uma ampla
faixa de pH, geralmente de 4 a 11, sdo muito estaveis, apresentam especificidade e exibem
propriedades de transformacdo seletivas (regiosseletividade, quimiosseletividade e
enantiosseletividade) (Piscitelli et al., 2017; Geoffry e Achur, 2018).

As lipases tém sido extensivamente investigadas com relagdo as suas propriedades
bioquimicas e fisioldgicas e, mais recentemente, para aplica¢fes industriais. Elas podem
ser empregadas em diversos setores industriais (alimentos, cosméticos, detergentes, couro,
produtos farmacéuticos), como também na biomedicina e na biorremediacdo de ambientes
poluidos com derramamentos contendo hidrocarbonetos, residuos da fabricacdo de 6leo ou
processamento de alimentos (6leos vegetais ou gordura animal de residuos domésticos ou
restaurantes) (Rihani et al., 2018).

Apesar de também serem produzidas por varias plantas e animais, as lipases
microbianas ganharam especial atencdo industrial devido a sua capacidade funcional sob
condicdes extremas de temperatura, pH e estabilidade em solventes organicos,
quimiosseletividade, regiosseletividade e enantiosseletividade. Além disso, 0s micro-
organismos apresentam maior facilidade de manipulagdo genética e rapido crescimento em
meios baratos que permitem uma producdo enzimatica mais adequada e rentavel, podendo
inclusive produzir lipases a partir de rejeitos de outros processos industriais (Mehta et al.,
2017).

Entre as fontes microbianas, os fungos ganham preferéncia para uso comercial, pois
geralmente produzem lipases extracelulares, facilitando o processo de extracdo do meio de
cultura e de purificagdo, além de serem considerados micro-organismos seguros para a
manipulacdo. As lipases flngicas também sdo consideradas proeminentes para aplicacao
industrial devido a sua melhor estabilidade e por possuirem propriedades mais
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diversificadas e ampla especificidade de substrato (Geoffry e Achur, 2018; Rihani et al.,
2018).

Tanto as leveduras quanto os fungos filamentosos sdo produtores de lipases, como a
Candida cylindracea, Yarrowia lipolytica, Geotrichum candidum, Penicillium citrinum e
Aspergillus ibericus, e podem ser isolados a partir de diversas fontes, como residuos
industriais e domésticos oleosos e ou gordurosos, solos contaminados com 0leos e graxas,
plantas e animais vivos ou mortos e sementes oleaginosas. Apesar do grande avanco nos
ultimos tempos, pesquisas para isolar e selecionar novas linhagens de fungos lipoliticos,
bem como a procura por fontes alternativas de carbono e processos de fermentacdo com
menos custos continuam crescendo uma vez que se buscam enzimas com caracteristicas
cataliticas cada vez mais especificas e adequadas aos processos industriais € com menores
custos de producédo (Roveda, 2010; Abrunhosa et al., 2013; Jesus et al., 1016; Rodrigues et
al., 2016; Marotti et al., 2017).

Durante o processo de producédo de lipase fungica, os cultivos em meio liquido tém
apresentado vantagens sobre os semissélidos ou solidos, pois possibilitam melhor eficacia
nos processos de extracdo. A utilizacdo de meios de culturas constituidos de residuos
industriais também tem representado um recurso potencial nos processos biotecnolégicos
principalmente devido ao seu baixo custo, disponibilidade e composi¢cdes com nutrientes
que contenham carbono, nitrogénio e micronutrientes essenciais (Cai et al., 2017).

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial de agua
de lavagem de galBes contendo 6leo pds-fritura na producao de lipase por fungos e analisar
o valor da biomassa residual produzida.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 ASPECTOS GERAIS DAS LIPASES

As lipases (acil-hidrolases de triacilglicerol, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que pertencem
a classe das hidrolases e, sobre uma interface 6leo-agua, atuam em ligacGes éster de acido
carboxilico, muitas vezes sem necessitar de cofator (Wadia e Jain, 2017).

Essas enzimas catalisam uma ampla gama de rea¢es conhecidas como reagdes de
bioconversdo. Sua funcgéo bioldgica primordial é catalisar a hidrolise de triacilglicerdis de
cadeia longa, ou seja, com comprimentos de cadeia de acidos graxos superiores a C10, em
diacilglicerois, monoacilglicerois, glicerol e acidos graxos livres (Kiran et al., 2016;
Abdelmoez et al., 2013). Contudo, em condi¢Bes em que a disponibilidade de agua no
meio é reduzida ou ausente, essas biomoléculas sdo capazes de catalisar reacdes inversas, a
esterificacdo, que envolve a formacdo de triacilglicerdis, diacilglicerdis ou
monoacilglicerdis a partir da sintese de ésteres de &cidos graxos e glicerol. Nessas
condicGes também podem ocorrer uma série de reagdes de transesterificacdo. O termo
transesterificacdo refere-se a troca de grupos entre um éster e outros compostos organicos.
Dependendo do substrato e da especificidade da lipase a ele, pode ocorrer reacdo de
aciddlise, na qual ocorre a transferéncia do grupamento acila entre um acilglicerol e um
acido carboxilico, reacdo de alcodlise, na qual o grupamento acila é transferido entre um
acilglicerol e um alcool, reacdo de amindlise, na qual o grupamento acila € transferido
entre um acilglicerol e uma amina. Os processos de hidrdlise e esterificacdo podem ainda
ser combinados em uma sequéncia logica resultando em reacfes denominadas
interesterificacdes, na reacdo de glicerdlise, por exemplo, ocorre a interesterificagdo do
triacilglicerol com glicerol. O equilibrio dessas rea¢fes no sentido direto (hidrolise) ou
inverso (sintese) é controlado pela atividade de agua (aw) do meio reacional (Borrelli e
Trono, 2015; Nascimento et al., 2014; Cortez et al., 2017).

2.1.1 CLASSIFICACAO DAS LIPASES

Segundo o tipo de reacbes que catalisam, as enzimas sdo classificadas em seis
categorias principais com diferentes nimeros de comissdo enzimatica (E.C.). A
nomenclatura e a atribuicdo do numero de EC sdo descritas nas diretrizes estabelecidas
pela International Union of Biochemistry e se baseiam no mecanismo de acdo da enzima.

As Oxirredutases (EC1) catalisam reacOes de transferéncia de elétrons, ou seja: reacdes de
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Oxidoreducdes, as Transferases (EC2) catalisam reacdes de transferéncia de grupamentos
funcionais como grupos amina, fosfato, acil, carboxil, etc, de uma molécula para outra, as
Hidrolases (EC3) catalisam reacOGes de hidrélise de ligacdo covalente, as Liases (EC4)
catalisam a quebra de ligacGes covalentes e a remocdo de moléculas de amonia e gas
carbonico, as Isomerases (EC5) catalisam reacdes de interconversao entre isbmeros opticos
ou geométricos, e as Ligases (EC6) catalisam reagdes de formagdo de novas moléculas a
partir da ligacdo entre duas ja existentes. Todas as enzimas conhecidas se enquadram em
uma dessas categorias (Kiran et al., 2016; Orlandelli et al., 2012).

A classe das hidrolases inclui uma superfamilia chamada o/B-hidrolases, a qual
pertence as enzimas lipoliticas (Gopinath et al., 2013; Pandey et al., 2015).

Existem dois grupos de enzimas lipoliticas, estreitamente relacionadas, que atuam
em ligacOes éster de &cido carboxilico, as Lipases (EC3.1.1.3) e as Carboxilesterase
(EC3.1.1.1). As lipases diferem das carboxilesterase em termos do fen6meno de ativagéo
interfacial, ou seja, sua capacidade em atuar numa interface lipidio-agua,
consequentemente, elas também diferem em seus perfis de substratos, pois enquanto as
lipases catalisam a hidrolise de ésteres insollveis em agua com &cidos graxos de cadeia
longa (>10 atomos de carbono), as carboxilesterases sdo mais ativas para ésteres solUveis
em agua com cadeias de acidos graxos relativamente curtos (<10 atomos de carbono).
(Shao et al., 2014; Ramos-Sanchez et al., 2015; Sperb et al., 2015).

A classificacdo dentro das lipases foi primeiramente apresentada para as produzidas
por bactérias, com base na topologia da proteina, considerando a alta diversidade de
sequéncia dessas enzimas. Em 1999, Arpigny e Jaeger classificaram as enzimas lipoliticas
bacterianas em oito familias (I a VIII), das quais seis possuem dobras caracteristicas de
a/B-hidrolases, enquanto Il e VI, consistem em dobras de SGNH-hidrolase e p-lactamase,
respectivamente. Esta classificagdo foi revisada vérias vezes e atualmente existem quinze
familias que fazem parte do banco de dados da ESTHER, disponivel em http://bio-
web.ensam.inra.fr/esther. O ESTHER € um banco de dados amplo, com informacg6es sobre
uma grande diversidade de superfamilias de o/B-hidrolases, incluindo lipases (Borrelli e
Trono, 2015).

Além da classificacdo de Arpigny e Jaeger (1999), uma nova classificacdo foi
relatada mais recentemente no Lipase Engineering Database (LED), disponivel em
http://www.led.uni-stuttgart.de, incluindo ndo apenas lipases bacterianas, mas também de
leveduras, fungos filamentosos e mamiferos. O LED integra informagdes sobre sequéncia e

estrutura de lipases e proteinas relacionadas, compartilhando as mesmas dobras de o/f-
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hidrolases, para facilitar a engenharia de proteinas. Além disso, ele fornecer links para as
estruturas de lipase publicadas, servindo como uma ferramenta de bioinformatica para
analise sistematica da relacdo de sequéncia, estrutura e funcao de diversas proteinas lipase
e para projetar variantes com propriedades otimizadas (Gupta et al., 2015).

Com base principalmente no buraco do oxianion, o LED classifica as lipases em trés
classes diferentes: GX, GGGX e Y e as divide em superfamilias com base no
pentapeptideo conservado. A classe GGGX € subdividida em seis superfamilias que inclui
quatro superfamilias de lipases, abHO02 — Lipase de Yarrowia lipolytica, abHO3 — Lipase de
Candida rugosa, abH04 — Lipase de Moraxella 2 e abHO5 - Lipases sensiveis a hormonio,
que possuem como pentapeptideos conservados, GHSLG, GESAG, GDSAG e GASAG,
respectivamente. As outras duas superfamilias dessa classe sdo esterases. A classe GX
consiste em 27 superfamilias que incluem apenas 10 superfamilias de lipases, abH23 -
Lipases de fungos filamentosos, abHO7 — Lipase de Moraxella 3, abH18 - Lipases de
Bacillus, abH15 - Lipases de Burkholderia, abH37 — Lipases de Candida antarctica,
abH24 - Lipases de Pseudomonas, abH14 - Lipase gastrica, abH20 - Lipases lipoproteicas,
abH25 - Lipase de Moraxella 1, abH22 - Lisofosfolipase, abH16 - Lipases de
Streptomyces, tendo como pentapeptideos conservados GNSMG, GHSMG, AHSMG,
GHSHG, TWSQG, GHSLG, GHSQG, GYSLG, GWSMG, GFSQG e GHSQG,
respectivamente. As superfamilias restantes dessa classe contém proteinas semelhantes a
lipase. A classe Y consiste de 5 superfamilias com apenas uma superfamilia de lipase,
abH38 — Lipase de Candida antarctica, com GASHG como pentapeptideo conservado.
Com base nesta classificacdo e nas semelhancgas de sequéncia de aminoacidos, as lipases
fangicas ocorrem em cinco superfamilias diferentes, duas na classe GX, duas na classe
GGGX e umanaclasse Y (Mehta et al., 2017; Gupta et al., 2015).

2.1.2 ESTRUTURA E MECANISMOS CATALITICOS DAS LIPASES

Embora se diferenciem em funcdo do tamanho e do nimero de aminodcidos da
sequéncia primaria, todas as lipases apresentam padrdes de dobramento estrutural muito
semelhante, do tipo o/B-hidrolases, comum também a outras hidrolases, como esterases,
proteases, peroxidases, entre outras. Nesse modelo estrutural uma folha central plissada por
B contém oito cadeias P, principalmente paralelas, conectadas em ambos os lados por

por¢des em a-hélices. As folhas B tem orientacdo para a esquerda e possuem um angulo de
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aproximadamente 90° entre a primeira e a ultima (Borrelli e Trono, 2015; Carvalho, 2015;
Cortez et al., 2017).

O sitio ativo das o/f hidrolases consiste de uma triade catalitica altamente
conservada composta por um residuo nucleofilico, que no caso das lipases é sempre uma
serina, um residuo catalitico acido, que pode ser um &cido aspartico ou acido glutamico, e
um residuo catalitico bésico, geralmente uma histidina. O residuo &cido catalitico esta
localizado apds a cadeia f6 ou B7 da folha B central e estd ligado, por hidrogénio, a
histidina catalitica que estd localizada em uma al¢a ap6s a cadeia B8 da dobra da o/f-
hidrolase (Carvalho, 2015).

A reacdo de hidrolise de um substrato lipidico catalisada por uma lipase se inicia
com a ligacdo do ester do lipideo a enzima e o ataque do residuo nucleofilico de serina,
presente na triade catalitica da biomolécula, a carbonila da ligacdo éster do substrato,
resultando na formacdo de um intermedidrio tetraédrico. Subsequentemente, este
intermediério tetraédrico é clivado, com a consequente liberagdo do produto alcool,
enquanto a cadeia acila € esterificada para a serina nucleofilica, permanecendo um
intermediario correspondente a enzima acilada (complexo acil-lipase). Este passo é
estabilizado pelos outros dois residuos do sitio ativo, histidina e acido aspartico. Na
sequéncia ocorre a desacilacdo, na qual a molécula de agua hidrolisa a ligacdo covalente da
enzima acilada, liberando o &cido carboxilico, quando o grupamento acila é transferido
para 0 grupamento OH de agua, e a enzima € regenerada a sua forma nativa. J& em
condigdes ndo aquosas, durante as reacgdes inversas (esterificacdo), ocorre a transferéncia
do grupamento acila dos &cidos carboxilicos para nucledfilos diferentes da agua (Ray,
2015; Cortez et al., 2017).

As lipases apresentam, com poucas excec¢les, o fendbmeno de ativacdo interfacial.
Considerando o carater hidrofilico que essas enzimas possuem enguanto seus substratos
sdo compostos hidrofdobicos, elas possuem baixa atividade hidrolitica quando seus
substratos sdo dissolvidos em meio aquoso. Em contrapartida, a atividade delas aumenta
acentuadamente quando a concentracdo do substrato atinge o limite de solubilidade e
ocorre a separagdo da fase lipidica da fase aquosa, ou seja, com 0 aparecimento de
goticulas de gordura no sistema. A presenca desse volume de agregado lipidico proximo a
superficie da enzima altera o ambiente dielétrico nesta regido e os residuos carregados da
proteina interagem mais com um substrato lipidico do que com a agua. Dessa forma, a
atividade da lipase depende largamente da é&rea interfacial do substrato e ndo da

concentracdo (Lai et al., 2018; Bogdanova et al., 2016). Uma estrutura de um dominio



19

movel, presente na maioria das lipases, é responsavel por essa capacidade de ativacao
interfacial. Essa estrutura é conhecida como "tampa" e consiste de uma Unica hélice, duas
hélices ou um laco composto por uma sequéncia peptidica anfifilica, responsavel pelo
acesso ao sitio ativo da enzima. Essa tampa esta posicionada de tal maneira que o lado
hidrofilico esta voltado para o solvente e o local hidrofébico é disposto em direcdo ao sitio
catalitico. A presenca de uma interface dleo-agua resulta em um rearranjo da conformacéo
da enzima que desloca a tampa, tornando o sitio catalitico acessivel ao substrato lipidico
(ou inibidor) e, a0 mesmo tempo, a lipase expde uma larga superficie hidrofébica que
facilita a ligacdo a interface. Ja na auséncia da interface 6leo-agua, a tampa cobre o sitio
ativo, impedindo assim a atividade da lipase. Essa tampa pode se apresentar de forma
variada em algumas lipases, as vezes sendo grande e complexa (lipase de Geobacillus
thermocatenulatus), muito pequena (lipase B da C. antarctica, Lipase da Cobaia) ou

duplas (lipase de Pseudomonas sp.) (Cortez et al., 2017; Borrelli e Trono, 2015).

2.1.3 PROPRIEDADES DAS LIPASES

As caracteristicas das lipases dependem principalmente das fontes de extracdo. Mas
de modo geral as propriedades que elas apresentam incluem alta especificidade
(Regiospecificidade, Quimiospecificidade e Enantioseletividade), estabilidade a variacao
térmica, a variacdo de pH, a presenca de ions, a solventes organicos, alem de possuirem
natureza biodegradavel e ndo toxica e apresentar alta eficiéncia catalitica e atuarem sem a

necessidade de um co-fator (Kiran et al., 2016).

2.1.3.1 ESPECIFICIDADE

A especificidade da lipase é controlada pelas propriedades moleculares da enzima,
estrutura do substrato, anatomia do sitio ativo da enzima e outros fatores que afetam a
ligacdo da enzima ao substrato (Patil et al., 2011; Kapoor e Gupta, 2012). A lipase atua no
substrato de maneira especifica e inespecifica, resultando na completa hidrolise dos
triglicerideos em 4&cidos graxos livres e glicerol ou juntamente com triglicerideos,
monoacilglicerideos e diacilglicerideos, acidos graxos e glicerol também sdo formados
(Patil et al., 2011). Dessa forma, as lipases possuem rigorosa especificidade, exibindo uma
gama de propriedades de transformacdo quimio-, régio- e enantiosseletivas em relacdo aos

seus substratos (Messias et al., 2011).
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Regioespecificidade (especificidade posicional)

As lipases podem ser divididas em trés grupos principais com base em sua
especificidade posicional e na capacidade de hidrolisar glicerideos e acido graxo: lipases
ndo especificas, com valores do indice de especificidade posicional entre -20 e +30, lipases
especificas de &cidos graxos com valores entre 70 e 80 e lipases 1,3 especificas, com o
valor de 100 (Kapoor e Gupta, 2012; Lai et al., 2018).

a. Lipases nao especificas

Sao as que catalisam reacfes em todos os grupos hidroxila do triglicerideo de uma
maneira aleatdria, portanto, podem remover o acido graxo de qualquer posicdo do
triglicerideo, produzindo 4cidos graxos livres e glicerol ou monoacilglicerdis e
diacilglicer6is como intermediarios. Esses intermediarios sdo hidrolisados mais
rapidamente que o triglicerideo e, portanto, ndo se acumulam na reacdo. Exemplos destas
lipases séo Candida rugosa, Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus.

b. Lipases 1,3-especificas

Estas sdo as que catalisam reacGes apenas em grupos hidroxila priméarios de
trigliceridios (posic6es no sn-1 e sn-3) gerando , por esta razdo, produtos com composigdes
diferentes das obtidas pelas lipases com outra regiosseletividade, ou mesmo por
catalisadores quimicos, produzindo é&cidos graxos lives, 1,2-diacilglicerol ou 2,3-
diacilglicerois e 2-monoacilglicerol. Aqui, 2,3-diacilglicerol e 2- diacilglicerol s&o
qguimicamente instaveis, e eles sofrem migracdo de acila para dar 1,3-diacilglicerol e 1-
monoacilglicerol ou 3-monoacilglicerol, respectivamente. Um efeito de impedimento
estérico impede a ligagcdo do sitio ativo da lipase aos cidos graxos da posi¢do sn-2 dos
trigliceridios. A maioria das lipases pertence a lipase especifica sn- 1,3. Exemplo deste
grupo de lipase inclui lipase pancreatica humana, Aspergillus niger, Rhizomucor delemar,

Rhizomucor miehei e Mucor javanicus.

C. Lipases acido graxo especificas

Essas lipases sdo menos comum em comparagao com outros grupos. Elas apresentam
acao especifica na hidrdlise de ésteres que sdo formados a partir de acidos graxos de cadeia
longa com ligagdes duplas entre C-9 e C-10. lipases de Geotrichum candidum € a lipase
especifica de &cidos graxos mais comum que mostra preferéncia pelo &cido oleico,

sementes de aveia ndo germinadas também apresentam lipases desse grupo.
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Lai et al. (2018) relatam também a existéncia de lipases que apresentam
especificidade negativa. Por exemplo, a lipase de Candida cylindracea que discrimina o
acido docosa-hexaendico, a de G. candidum contra o g-linolenato no 6leo de borragem e a
de Mucor miehei contra o acido graxo poliinsaturado gama-linolénico e docosa-
hexaendico. As lipases de seletividade negativa sdo frequentemente utilizadas para

concentrar e enriquecer certos acidos graxos poliinsaturados (AGPI) em triacilglicerol.

Quimioespecificidade

A quimiosseletividade, também chamada de estereoespecificidade, é definida como a
capacidade das lipases em distinguir entre a posicao sn-1 e sn-3 no triglicerideo. As lipases
podem mostrar estereosseletividade insignificante ou ser muito estereosseletivas. A
estereosseletividade da mesma enzima pode variar de acordo com a estrutura do substrato.
Algumas lipases apresentam especificidade por certos &cidos graxos e especificidade para
classe lipidica. A especificidade de acidos graxos esta relacionada a liberacdo de acidos
graxos livres com comprimento ou grau de insaturacdo que se enquadra em intervalos bem
definidos. Para a especificidade da classe dos lipidios, as lipases catalisam ndo s6 a
hidrélise do triacilglicerol, mas também do diacilglicerol e do monoacilglicerol (Cortez et
al., 2017).

Enantioseletividade

Assim, a catalise enzimatica permite transferir ou criar centros quirais nas moléculas,
assim como distinguir formas enantioméricas. Dessa forma, essa seletividade compreende
a capacidade que as lipases possuem de distinguir os enantioméros de uma mistura
racémica e varia em relagdo ao substrato, pois estd ligada a natureza do éster (Borrelli e
Trono, 2015).

2.1.3.2 ESTABILIDADE

As lipases apresentam estabilidade variada em relagéo a condi¢Bes temperatura e pH,

presenca de solventes organicos e liquidos idnicos (Kapoor e Gupta, 2012).

Influéncia do pH e Temperatura
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As lipases sdo ativas sobre uma ampla faixa de pH e temperatura. Essas
caracteristicas cinéticas das lipases variam bastante dependendo de suas fontes. No caso
das lipases microbianas, o pH e a temperatura 6timos de reacdo dessas enzimas dependem
do micro-organismo, género, espécie e também da cepa e do habitat de origem. Mas de
modo geral elas possuem estabilidade que pode variar em pH de 4 a 11 e em temperatura
de 10 a 96 °C (Mehta et al., 2017).

Lipases oriundas de micro-organismos termofilicos apresentam elevada estabilidade
em altas temperaturas, enquanto micro-organismos psicrofilicos, sdo fontes potenciais de
lipases adaptadas ao frio, com elevada atividade em temperaturas muito baixas. De mesmo
modo, a partir de micro-organismos alcalofilicos espera-se a obtencéo de lipases estaveis
em pH acima de 7,0, enquanto de micro-organismos acidofilicos, lipases estaveis em pH
abaixo de 7,0 (Sharma et al., 2016; Duarte et al., 2017; Patil et al., 2011).

Influencia de solventes organicos

As lipases sdo geralmente estaveis em solventes organicos. O uso de solventes
organicos aumenta a rigidez dessas enzimas, melhorando assim sua especificidade de
substrato e sua estabilidade térmica. Muitos estudos relatam o impacto de varios solventes
organicos, como metanol, etanol, acetona, butanol, hexano, heptano, cloroférmio, n-
propanol ciclohexano, n-hexano, p-xileno e n-butanol, na estabilidade da lipase e
demonstram que o solvente utilizado, bem como sua concentracdo, tempo e temperatura
dele na solucdo influenciam na atividade residual da lipase, estimulando ou inibindo a
reacdo (Verma et al., 2012; Patil et al., 2011).

Influencia de fons metalicos

A estabilidade da lipase também é influenciada por ions metalicos. Eles tém a
tendéncia de produzir complexos com forma ionizada de acidos graxos, o que resulta na
alteracdo de seu comportamento e solubilidade nas interfaces. Mn2 +, Hg2 +, Ca2 +, K +
Ba2 +, Mg2 +, AI3 +, Zn2, Fe2 +, Co2 +, Cu2 +, Na +, Cd2 +, Fe3 +, Ag + e Cr3, por
exemplo, podem influenciar na atividade catalitica das lipases, estimulando ou inibindo.
No entanto a influencia desses ions metalicos variam dependendo do tipo de lipase e da
quantidade de acido graxos presente no meio de cultura. Algumas lipases sdo estritamente
dependentes de Ca”*, para ativacéo da enzima, enquanto Zn**, Fe**, Fe** tém sido citados
como inibidores de algumas tidos de lipases (Sharma et al., 2016; Patil et al., 2011)
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2.1.4 IMPORTANCIA E APLICACOES DAS LIPASES

Toda essa diversidade e versatilidade nas propriedades enzimaticas e a especificidade
do substrato, mencionadas anteriormente,contribuem para a importancia biotecnolégica das
lipases e seu grande potencial em uma ampla gama de processos industriais (Solarte et al.,
2014; Shelatkar et al., 2016; Ramos-Sanchez et al., 2015; Singh e Mukhopadhyay, 2012).
Elas sdo reconhecidas como uma das enzimas mais atraentes em escala industrial e o seu
uso comercial geram negaocios de bilhdes de ddlares (Shelatkar et al., 2016).

O segmento do mercado de enzimas compreendido pelas lipases esta crescendo
rapidamente, devido a seus usos emergentes nas industrias. A enorme aten¢do que elas tém
recebido é evidenciada no aumento da quantidade de informacGes sobre elas na literatura
atual. O desenvolvimento de tecnologias baseadas em lipase para a sintese de novos
compostos esta expandindo rapidamente os usos dessas enzimas, tornando-as cada vez
mais populares. Atualmente s&o responsaveis por 10% da participacdo do mercado mundial
de enzimas e esse mercado tende a crescer 8,8% até 2025 (Ray, 2015; Sales, 2020).

As lipases apresentam muitas aplicagdes nas industrias alimenticia, cosmeética,
farmacéutica, biomédica, 6leoquimica, agroguimica, energética, ambiental, além da
indUstria de detergentes e industrias téxtil, coureira e papeleira (Solarte et al., 2014; Kiran
etal., 2016).

2.1.5 FONTES DE LIPASES

As lipases sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza, podendo ser
encontradas em tecidos animais e vegetais e em micro-organismos (bactérias, fungos
filamentosos e leveduras), onde seu papel fisioldgico é metabolizar lipidios (Singh e
Mukhopadhyay, 2012; Abdelmoez et al., 2013; Thakur, 2012; Bogdanova et al., 2016;
Nwuche e Ogbonna, 2011).

Dependendo da fonte de producdo, as lipases diferem amplamente nas propriedades
fisicas e bioquimicas, podendo apresentar massa molecular variando de 19 a mais de 170
kDa e atuar numa ampla faixa de pH (4,0-11,0) e de temperatura, a qual varia em até 70
°C.

2.1.5.1 FONTE ANIMAL
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Os animais sdo fontes ricas de lipases. Elas estdo presentes em varios tecidos e
Orgdos deles, como péncreas, estbmago, lingua, faringe, sendo responséaveis pela
degradacéo da gordura da dieta e estando envolvidas em varios estagios do metabolismo de
lipidios, incluindo a digestdo, absorcdo, reconstituicdo de gorduras e na degradacdo e
metabolismo de lipoproteinas, como lipase lipoproteica e lipase hepética (Colla et al.,
2012).

Lipases de origem animail ja foram isolados de muitos insetos, peixes e mamiferos.
Entre elas, a lipase mais estudada € a lipase pancreatica. Claude Bernard (1856) isolou pela
primeira vez a lipase de suco pancreético e verificou que esta enzima solubilizava gotas de
6leo, desde entdo ela é reconhecida com a primeira lipase utilizada para aplicacdes
industriais (Messias et al., 2011). Lipases pancreaticas e lipases pré-gastrica purificados a
partir de vitelo, cabra e carneiro sdo utilizadas na aceleracdo da maturacdo do queijo e a
producdo do aroma, bem como na lipdlise de manteiga, gordura e creme. Kiran et al.
(2016) cita a secagem e moagem de glandulas pré-gastricas na base das linguas dos

bezerros como processo de producéo de lipase animal.

2.1.5.2 FONTE VEGETAL

Em plantas, as lipases sdo encontradas em tecidos de reserva de energia (Colla et al.,
2012). As lipases de origem vegetal sdo comumente encontradas em espécies produtoras
de sementes oleaginosas, cereais, latex e até em algas marinhas. Isso inclui amendoim,
linhaga, colza, palma, soja, aveia, graos, trigo, arroz e assim por diante.

As sementes oleaginosas sdo as principais fontes de lipase vegetal. Nessas sementes
as lipases estdo localizadas principalmente nos corpos lipidicos da aleurona (tegumento) e
do embrido. A atividade da lipase é geralmente ausente em sementes ndo germinadas, mas
aparece rapidamente ap0s a germinagdo, uma vez que elas sdo necessarias para hidrolisar o
TAG armazenado para a sintese de acucares, aminoacidos e cadeias de carbono, a fim de
fornecer energia e carbono para o crescimento embrionario (Borrelli e Trono, 2015).

As lipases vegetais apresentam um peso molecular que varia de 40 a 143 kDa, uma
faixa de pH entre 4,0 a 8,0 e uma faixa de temperatura entre 25 a 60°C.

Em comparacgdo com outras fontes de lipases, vegetais receberam pouca atencao (Lai
et al., 2018). No entanto, nos ultimos anos, a busca por novas fontes de lipases tem sido

intensificada, e algumas enzimas vegetais promissoras tém sido investigadas quanto ao seu



25

potencial uso como biocatalisadores. Um exemplo disso é a exploracdo das aplicacfes
industriais de lipases obtidas do latex de seringueiras (Borrelli e Trono, 2015).

2.1.5.3 FONTES MICROBIANAS

Todos o0s grupos de micro-organismos sao conhecidos como produtores potenciais de
lipases, como fungos, alem de actinomicetos e outras bactérias (Thakur, 2012). Essa
diversidade microbiana contribui para a producdo de lipases com diferentes propriedades
funcionais dependendo da fonte de extracdo. A massa molecular dessas lipases também
pode variar, geralmente, entre 20 e 60 kDa (Carvalho, 2015).

As lipases de origem microbianas tém sido mais amplamente aplicadas em processos
biotecnologicos e na quimica organica, por oferecerem maultiplas vantagens frente as de
origem animal e vegetal, como maior disponibilidade, alto rendimento, custos de producéo
reduzidos, facilidade de manipulagdo genética, auséncia de flutuacBes sazonais, maior
estabilidade, alto nivel de seletividade e ampla disponibilidade e especificidade de
substrato (Narasimhan e Bhimba, 2015).

Existem dois tipos basicos de lipase microbiana, quanto a sua forma de obtencéo: a
lipase intracelular, também chamada lipase de célula integral, que permanece no interior da
célula ou ligada a sua membrana ou parede celular, e a lipase extracelular, que é secretada
da célula para o meio de cultura permitindo um processo conveniente e facil de isolamento,
separacao e purificacdo.

Um numero consideravel de lipases fingicas e bacterianas ja sdo comercialmente
produzidas (Wadia e Jain, 2017), mas a demanda industrial por novas fontes de lipases
com diferentes caracteristicas cataliticas estimula o isolamento e a selecdo de novas
linhagens (Treichel et al., 2010).

2.1.5.3.1 BACTERIAS

As bactérias sdo potenciais candidatas a producdo de enzimas. Entre todas as fontes
bacterianas para producdo de lipases, as pertencentes ao género Bacillus apresentam
propriedades notaveis. Bacillus pumilus, Bacillus coagulant, Bacillus alcalophilus,
Bacillus subtilis e Bacillus stearothermophilus sdo as bactérias mais comuns produtoras de
lipases. As lipases de Pseudomonas, que provavelmente foram as primeiras estudadas, e de
Streptomyces também recebem destaque e sdo bastante investigadas, seguidas de
Burkholderia, Chromobacterium, Achromobacter, Alcaligenes e Arthrobacter (Kiran et al.,
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2016; Shelatkar et al., 2016). Thakur (2012) também relata Pseudomonas sp., P.
aeruginosa, Burkholderia multivorans, B. cepacia e Staphylococcus caseolyticus como
produtores de lipase bacteriana.

Normalmente, as lipases bacterianas apresentam um o peso molecular varia de 11 a
176 kDa e possuem pH o6timo neutro ou alcalino. Porém possuem estabilidade em uma
ampla gama de pH (4 a 11). Lipases bacterianas geralmente tém temperatura 6tima na
faixa de 30-60 ° C, no entanto, ha relatos de lipases bacterianas com 6timos em ambos 0s

extremos, muito abaixo de 30°C ou muito acima de 60°C.

2.1.5.3.2 FUNGOS

As principais fontes de lipases utilizadas em processos industriais sdo os fungos
filamentosos, seguidos de leveduras, bactérias e animais. Os fungos séo considerados 0s
mais importantes e atualmente tém sido considerados as fontes preferenciais de lipases
para aplicacdes industriais (Rodrigues et al., 2016).

Isso porque as lipases fungicas geralmente ndo sdo nocivas a saide humana, sendo
entdo reconhecidas como GRAS (Generally Regarded As Safe), diferente do que acontece
com muitas lipases bacterianas. Além disso, os fungos sdo considerados micro-organismos
seguros e féaceis de manipulacdo (Rodrigues, 2015), e geralmente produzem enzimas
extracelulares que facilitam a recuperacao da lipase dos meios de fermenta¢do (Mahmoud
et al.,, 2015), embora também haja uma expectativa crescente do Seu emprego como
biocatalizadores na forma de células integrais e ou biomassa catalitica livre ou imobilizada,
simplificando e reduzindo o custo dos processos reacionais nos quais sao utilizados.

Os fungos filamentosos também possuem a habilidade de crescer em substratos
bastante simples e de baixo custo, e algumas lipases fangicas podem apresentar beneficios
sobre as lipases bacterianas quanto a sua estabilidade térmica e pH, especificidade do
substrato e atividade em solventes organicos. Geralmente, a faixa de pH das lipases
fangicas varia entre 4,0 a 11,0 e a faixa de temperatura varia entre 25 a 60°C, exceto para
alguns fungos termofilicos que possuem temperatura 6tima entre 45 e 75°C. Quanto ao
peso molecular, essas lipases variam de 27 a 120 kDa.

Estas caracteristicas, juntamente aos avangos no conhecimento da fisiologia,
bioquimica e genética dos fungos e a crescente demanda industrial por lipases com
caracteristicas cataliticas variadas estimularam a exploracdo do imenso potencial para a

producdo de lipase oferecido por esses micro-organismos (Shelatkar et al., 2016).
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Tecnologia genética também tem sido aplicada a producéo de lipases fungicas, clonando e
superexpressando genes que codificam a lipase em fungos filamentosos e leveduras
(Treichel et al., 2010).

Fungos de diversos géneros sdo bons produtores de lipases e tém sido estudados do
ponto de vista académico e industrial, tanto os fungos filamentosos como as leveduras.
Fungos filamentosos pertencentes aos géneros Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium
sp., Geotrichum sp., Mucor sp. e Rhizomucor sp. sdo produtores de lipase com destacada
aplicacdo comercial (Marotti et al., 2017). Ashbya, Beauveria, Humicola, Acremonium,
Alternaria, Eurotrium, Ophiostom, Trichoderma e Fusarium sp. também s&o reconhecidos
como produtores de lipase. Enquanto as principais espécies de leveduras produtoras de
lipase comercialmente importantes pertencem aos géneros: Candida, Yarrowia e
Thermomyces. Espécies do género Rhodotorula, Pichia, Saccharomyces, Torulaspora e

Trichosporon também séo citadas.

2.2 PROCESSO DE PRODUCAO DE LIPASE POR FUNGOS

2.2.1 OBTENCAO DO INOCULO

Devido a habilidade de crescer numa ampla gama de substratos e ambientes naturais
ou impactados, como solos contaminados com petroderivados, 6leos e graxas, plantas e
animais vivos ou em decomposicao, sementes oleaginosas, alimentos deteriorados, além de
residuos industriais e domésticos oleosos ou gordurosos e fabricas de processamento de
6leo vegetal, produtos lacteos, os fungos possuem a capacidade de expressar e excretar
enzimas lipoliticas (Cortez et al., 2017). Além disso, ainda podem ser fornecidos por
centros de coleta bioldgicas, como as micotecas, ou de fabricantes da industria (Lai et al.,
2018).

Desta forma, a natureza e os ambientes estimulam os fungos a produzirem lipases, as
quais podem apresentar novas propriedades e aplicagdes, uma vez que a produgdo, bem
como suas caracteristicas enzimaticas varia de acordo com a cepa produtora. Por isso,
apesar do grande avanco nos ultimos tempos, pesquisas para isolar e selecionar novas
linhagens de fungos lipoliticos continuam sendo estimuladas, a fim de atender a demanda

industrial por lipases cada vez mais especificas para os processos ao qual sdo destinadas.
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2.2.2 PROCESSO FERMENTATIVO

Existem, basicamente, dois diferentes processos fermentativos que podem ser
empregados para producdo enzimatica por fungos, comumente classificados quanto a
conducéo do processo, quanto ao modo de cultivo, ou seja, a fermentagdo submersa (FSM)
e fermentacdo em estado solido (FES) (Feitosa et al, 2010).

A diferenca destes dois processos é que na FES um suporte sélido é utilizado para o
crescimento do fungo. Este suporte pode ser sintético, como no caso da espuma de
poliuretano, mas geralmente ele € natural, utilizando o proprio substrato solido como fonte
de nutrientes e suporte fisiologico. A FES € caracterizada ainda pela auséncia total ou
quase total de agua livre (Oliveira et al., 2013. Enquanto a fermentacdo submersa (FSM)
designa-se como um processo pelo qual se utiliza um meio fermentativo liquido, onde o
desenvolvimento do fungo pode se d& de forma estética ou sob agitacao, utilizando fontes
de nutrientes soltveis (Orlandelli et al., 2012).

Ambos 0s processos fermentativos apresentam vantagens e desvantagens, quanto a
producdo de enzimas. Como vantagens, a FES apresenta: meio de cultura simples e
condic@es de cultura similares aquelas do habitat natural dos fungos, facil aeracdo devido a
porosidade do material, menor exigéncia de agua quando comparada a FSM, diminuicao
do risco de contaminacdo do meio, possivel baixo investimento, utilizacdo direta dos
solidos fermentados, extracdo facilitada pela alta concentracdo de produtos, baixa demanda
de energia. (Colla et al., 2016; Rodrigues, 2015) Ja entre as desvantagens da FES podem
ser citadas: ndo homogeneidade do meio de cultivo, dificuldade de monitorar e controlar os
parametros operacionais (temperatura, pH e umidade) e de pré-tratamento dos suportes
(umidificacdo, homogeneizacéo, dispersao, tratamento térmico e enzimatico) e alta taxa de
inoculagdo microbiana quando ndo se utiliza a microbiota natural (Orlandelli et al., 2012).
Como vantagens da FSM podem ser consideradas a relativa facilidade de cultivo em
grande escala, ja que garante a homogeneidade do meio e maior controle dos parametros
do processo, facilidade na recuperacdo de lipases extracelulares e determinagdo da
biomassa por filtracdo simples ou centrifugacdo. No entanto, o fator econdmico é uma das
desvantagens deste processo, ja que 0s meios utilizados no preparo da fermentacdo muitas
vezes apresentam alto custo, além disso, a grande quantidade de agua utilizada aumenta a
probabilidade de contaminag&o.

Por tudo isso, a producdo de lipase em escala industrial por fungos tem sido

desenvolvida principalmente por fermentacdo submersa (FSM), devido aos aspectos de
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engenharia dominados e desenvolvidos, sendo considerada tecnicamente mais viavel frente
a FES, apesar de suas desvantagens (Rodrigues, 2015; Messias et al., 2011; Orlandelli et
al., 2012; Cortez et al., 2017). Embora os processos em estado solido também sejam
mencionados como uma alternativa viavel para a producao enzimatica (Colla et al., 2012).
Além disso, embora o cultivo submerso seja comumente utilizado, no caso especifico dos
fungos filamentosos é importante considerar que essa forma de cultivo pode levar a
alteracdo da expressdo génica para caracteristicas fenotipicas como o crescimento, a
producdo de metabdlitos secundarios e a atividade enzimatica, e que, por outro lado,
fungos desenvolvidos em processos fermentativos sélidos, por contarem com condi¢des
similares as naturais, mantém a producdo e favorecem a obtencdo de maiores quantidades

de enzimas.

2.2.3 COMPOSICAO DO MEIO FERMENTATIVO

Além de fatores fisico-quimicos, tais como temperatura, pH, agitacdo e concentracao
de oxigénio dissolvido, a producédo de lipase por fungos também é muito influenciada por
fatores nutricionais, como fontes de carbono e nitrogénio, presenca de lipidios e sais
inorganicos. A fonte de carbono, inclusive, é considerada o principal fator para a expressao
da atividade da lipase, uma vez que sdo enzimas indutiveis, ou seja, produzidas pelo fungo
na presenca de um indutor, que pode ser o préprio substrato ou o produto da sua hidrolise,
o qual pode ser adicionado ao meio de cultivo a fim de estimular a producdo enzimatica
(ROVEDA et al., 2010). Por isso, as fontes de carbono lipidicas podem ser consideradas
essenciais para a obtencdo de um alto rendimento em lipase, e fontes de nitrogénio e
micronutrientes também devem ser consideradas para 0 crescimento microbiano e a
otimizagdo da producdo da enzima. Dessa forma, é recomendada a selecdo cuidadosa das
fontes nutricionais nos processos fermentativos para producéo de lipase.

Para atender os requisitos nutricionais dos fungos e producdo de lipase podem ser
utilizados varios meios como aqueles baseados em compostos definidos (meio sintético),
como acgucares e 0Oleos, e componentes complexos como extrato de levedura, extrato de
carne, extrato de malte, peptona, ureia, sulfato de amonio, nitrato de amonio, CaCl2 (Kiran
et al., 2016). As matérias primas utilizadas, como fontes indutoras, de carbono e de
nitrogénio organicas, sdo geralmente 6leos vegetais, principalmente o 6leo de oliva, devido
a sua grande proporcao de trioleina, substrato ideal para muitas lipases (Oliveira et al.,

2013). Oleos e azeites de palma, Tween 20 e 40, trioleina e tripalmitina, frutose, 6leos de
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soja, girassol, algoddo e milho, também sdo mencionados. Porém, como desvantagem o
uso de um substrato de alto custo pode ocasionar um grande aumento do valor do produto e
inviabilizar a producdo em escala industrial, sendo importante, portanto, o barateamento
destes componentes do meio (Messias et al., 2011).

Para baratear a producdo destas enzimas algumas estratégias podem ser adotadas,
como a substituicdo dos componentes do meio de cultivo por materiais de baixo custo ou
até mesmo residuos. A utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos para a
producdo de lipases favorece, sem ddvida, a reducdo dos custos de producdo associados
aos substratos (Thakur, 2012).

2.2.3.1 RESIDUOS INDUSTRIAIS NA PRODUCAO DE LIPASE

A agroindustria dispensa toneladas de residuos, aparentemente sem funcdo, que
podem conter muitas substancias de alto valor agregado ou serem convertidos em produtos
comerciais ou matérias primas para processos secundarios, se empregados de forma
adequada (Ladeira, 2009). Nos ultimos anos, por exemplo, diversos residuos
agroindustriais tém sido estudados como substratos em processos fermentativos para
producdo de quimicos finos e enzimas, incluindo lipases (Araujo, 2013). Dessa forma,
além de fornecer substratos alternativos, muitas vezes de grande disponibilidade e de baixo
custo, para producdo enzimatica, a utilizacdo desses residuos ainda pode ajudar a
solucionar problemas de poluicdo, que poderiam ser causados por seu descarte. (Treichel et
al., 2010).

A utilizacdo de meios de culturas constituidos de residuos industriais também tem
representado um recurso potencial na producdo de lipase por fungos, uma vez que muitos
sdo ricos em nutrientes como proteinas, carboidratos, lipidios e sais minerais, dentre outras
substancias de interesse, que podem ser facilmente metabolizados por eles. (Cai et al.,
2017; Lopes et al., 2018). Como exemplo podem ser citados farelo de soja, farelo de trigo,
farelo de amendoim, sabugo de milho, casca de manga, torta de babacu, casca de arroz,
casca de lentilha, residuo de banana, residuo de melancia, residuo de meldo, melaco de
cana, bagago de babagu moido, licor de maceragdo de milho, efluente de um matadouro
(rico em oleo e gordura), entre outros, desde que também contenham os componentes
necessarios suprir as exigéncias nutricionais dos fungos (Singh & Mukhopadhyay, 2012).
Colla et al., 2012 A combinagdo de diferentes substratos também é relatada, quando néo é

possivel obter todos o0s recursos nutricionais necessarios em um Unico substrato
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(Abdelmoez et al., 2013). Por tudo isso, os residuos agroindustriais tém ganhado destaque
em pesquisas sobre a selecdo de substratos adequados para os processos fermentativos, se
demonstrando como alternativa bastante promissora também para producéo de lipase por

fungos.

2.2.4 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LIPASE

Os mecanismos que regulam a biossintese de lipases variam de forma significativa
entre os diferentes micro-organismos. Por isso, apds o rastreamento dos fungos produtores
de lipase, muitos pesquisadores direcionam suas atividades para o estudo da otimizacao da
composicdo do meio de cultivo e das variaveis operacionais, a fim de definir as condicdes
Otimas e os requerimentos nutricionais para a producdo desta enzima e, assim, obter altos
rendimentos dela a custos menores (Colla et al., 2016) A otimizacdo das condigdes de
cultivo é de grande importancia uma vez que o crescimento e as distintas atividades
metabolicas dos fungos sdo respostas as condi¢des do ambiente fisico-quimico que os
rodeia. Os parametros vitais que afetam o crescimento fungico e a produtividade
enzimatica, compreendem fatores nutricionais, como fonte de nitrogénio, fonte de carbono,
fonte lipidica, surfactantes e ions metalicos, e fatores fisicos como tempo de incubac&o,
pH, temperatura, tamanho do inoculo e condicdo de agitacdo aeracdo (Lai et al., 2018).

Na busca pela otimizacdo das condicBes de cultivo é necessario analisar como a
manipulacdo dessas variaveis afetam o desempenho. A mudanga de uma varidvel de cada
vez, mantendo as outras constantes, é uma pratica que ndo tem se mostrado eficiente, por
que nao explica os efeitos de interacdo entre variaveis e seus efeitos no processo
fermentativo. (Singh e Mukhopadhyay, 2012). O desenvolvimento e validacdo de modelos
matematicos sdo ferramentas importantes para o controle do processo e otimizagao
(Thakur, 2012). A otimizacdo estatistica dos processos apresenta vantagens em relacdo a
pratica classica de alterar uma variavel de cada vez, como o menor numero de
experimentos e a possibilidade de avaliar os efeitos de interagdo entre as variaveis. Uma
abordagem eficiente e amplamente utilizada é a aplicacdo de projetos de Plackett-Burman
que permitem a triagem eficiente de variaveis-chave para otimizagéo adicional de maneira
racional (Colla et al., 2016).

Com o0 avango da biotecnologia, o desempenho da lipase pode ser ainda melhorado
através de técnicas como mutagénese quimica e fisica, bem como modificacdo genética
(Lai et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial de &gua de lavagem de galGes contendo 6leo pds-fritura na producédo

de lipase por fungos e analisar o valor da biomassa residual produzida.

3.2 Objetivos Especificos

» Utilizar efluente industrial como substrato para producdo de lipase;
* Quantificar a atividade da lipase produzida por fungos lipoliticos;
* Analisar as propriedades cinéticas das lipases produzidas;

* Auvaliar a fitotoxicidade do material residual;

* Propor uma utilidade para biomassa residual produzida;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Efluente

O efluente foi cedido pela empresa ASA Ind. e Com. - Fébrica Recife, que recolhe o
6leo de fritura em residéncias, restaurantes, hospitais, hotéis e comunidade em geral para a
producdo de sabdo. Entretanto, para a lavagem dos gal6es de coleta do 6leo a ASA tem
tido problemas, pois a agua residual da lavagem ainda contém um percentual elevado de
6leo e ndo podem ser descartados nos corpos hidricos. Dessa forma, a empresa vem
procurando meios para minimizar os problemas na estagdo de tratamento de efluente e a
diminuicdo dos altos custos gerados pelos tratamentos quimicos. Por isso, nesta pesquisa,
esse efluente oleoso foi utilizado para a producédo de lipase por fungos, o que, por sua vez,

solucionaria os problemas com o seu descarte.
4.2 Fungos filamentosos

Dez cepas fungicas provenientes do solo de Serra Talhada-PE, disponibilizadas pela
Colecdo de Culturas UCP (UNICAP), encontrando-se também uma replica de cada uma
delas depositada na Micoteca URM-UFPE (Tabela 1).

Tabela 1. Lista das cepas fungicas estudadas.

Registros na URM Nome

URM 7651 Rhizopus arrhizus

URM 7652 Rhizopus microsporus
URM 7653 Cunninghamella echinulata
URM 7654 Rhizopus arrhizus

URM 7655 Cunninghamella elegans
URM 7656 Rhizopus microsporus
URM 7657 Lichtheimia hyalospora
URM 7658 Cunninghamella bertholletiae
URM 7659 Mucor subtilissimus

URM 7660 Cunninghamella echinulata

4.3 Producao de extrato enzimdtico por fermentacédo submersa

Inicialmente os fungos foram cultivados em &agar Sabouraud modificado, acrescido
de 5% de oleo de fritura, para aclimatacéo, e incubados a 30°C por 4 dias. Posteriormente,
dez blocos de gelose (@9mm) provenientes das culturas foram inoculados em frascos
Erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL do meio Bushell Haas (BH) e 5% do efluente

como fonte de carbono, e mantidos estaticos por 7 dias a 30 °C. Ap6s a fermentacao



34

submersa, o caldo fermentado foi separado por filtracdo e submetido a dosagem da
atividade lipolitica.

4.4 Deteccdo de atividade lipolitica

Para a deteccdo da lipase foi seguido o método descrito por Winkler e Stukmann
(1979) e modificado por Lima et. al. (2004), baseado na hidrélise do palmitato de p-
nitrofenila na presenga da enzima, em meio aquoso contendo como surfactantes goma
arébica (Sigma) e Triton X-100 (Sigma). Para calcular atividade lipolitica foi utilizada a
equacdo abaixo, sendo uma Unidade de Atividade Enzimatica (U) definida como a
liberag¢do de 1 umol de pNP (p-nitrofenol) por minuto. O coeficiente de extingdo molar do
pNPP, em pH 7,0, (9,78.103 L.mol™.cm™) foi utilizado para relacionar a concentrago do
produto com a absorbancia obtida na leitura.

EQUACAO 1: Célculo da atividade lipolitica.

_ Cang.60.ND
- . Xenz
Sendo:

A: absorbéncia; Cang: coeficiente angular obtido da cinética de reagdo (absorbancia x
tempo em segundos); 60: transformacdo de segundos para minuto; ND: numero de
dilui¢des; €: coeficiente de extingdo molar do pNPP a pH 7,0; Xen,: volume (em mL) ou

massa da enzima imobilizada (mg).

Para a quantificacdo de proteinas totais, e assim, determinar a atividade especifica da
lipase nas amostras foi utilizado o método de Bradford (1976), sendo utilizadas também as
formulas abaixo:

EQUACAO 2: Célculo da determinacéo das proteinas totais.

Absorb.—0,0013 x 7
0,0122

EQUACAO 3: Célculo da atividade especifica da lipase

ng/ml =

’ X
/ug—y

Sendo: X — lipase (U); Y- proteina (U/ug)

4.5 Teste de antagonismo microbiano
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Entre as cepas fungicas selecionadas foi realizado, em triplicata, um teste de
antagonismo segundo a metodologia de ICHIKAWA et. al, (1971). Dessa forma, uma
suspensdo de esporos (10') de um dos fungos foi espalhada em placa contendo Agar
Saboraud, em seguida, os demais fungos foram inoculados de maneira equidistantes e
mantidos a 30°C por 24hs. Os halos de inibigdo formados foram analisados com auxilio de
um Contador de Coldnias modelo CP600 Plus e um paquimetro digital, sendo considerados

positivos todos os halos maiores que @40mm.
4.6 Producao de extrato enzimatico por consércios fungicos

Apbs o teste de antagonismo as cepas fungicas selecionadas foram combinadas entre
si, de modo a constituirem quatro consoércios fungicos distintos. Para avaliar a producgéo de
lipase por cada consércio formado, um total de seis blocos de gelose (@9mm),
provenientes das culturas que constituem cada consoércio, foram inoculados em frascos
Erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL do meio Bushell Haas (BH) e diferentes
concentracdes do efluente (4%, 7% e 10%), sendo mantidos estaticos por 7 dias a 30 °C.
Apos a fermentacdo submersa, o caldo fermentado foi separado por filtracdo e submetido a
dosagem da atividade lipolitica para selecionar o melhor consorcio.

4.7 Producéo de lipase extracelular

Com o intuito de aumentar a producdo de lipase, foi realizado um planejamento
central composto 2%, com quatro repeticdes no ponto central para estimativa do erro
experimental. O delineamento experimental (niveis de variacdo de -1 a +1) totalizou 12
experimentos, avaliando o efeito do pH (5 a 9), concentracdo do efluente (10% a 20%) e
volume de NH;NO; (1g a 3g) na producdo de lipase excretada pelos consorcios
selecionados. A anélise da significancia dos efeitos das varidveis independentes sobre a

producéo de lipase foi aferida através do programa Statistic versdo 7.0 (StatSoftCO. USA).
4.8 Producéo enzimética em biorreator

Para avaliar a producéo enzimatica numa escala maior, foram utilizados biorreatores
de 3L a partir do delineamento experimental. No total foram montados quatro
experimentos, um com o melhor consorcio, dois com cada fungo de forma isolada e um
com o controle abiotico, isto €, sem inoculacdo dos fungos. Apés incubacdo por 5 dias em

temperatura ambiente, o caldo fermentado dos biorreatores foi separado por filtracdo e
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submetido a dosagem da atividade lipolitica, para selecionar o melhor ensaio para
realizacdo do estudo cinético, além do teste de fitotoxicidade.

4.9 Cinética de atividade enzimatica
4.9.1 Determinacdo das melhores temperatura e pH para reacao

O extrato enzimético do melhor biorreator foi incubado em diferentes temperaturas
(30, 40, 50, 60, 70 e 80°C), com a finalidade de determinar a melhor temperatura de
reacdo. Também foi incubado em solucBes tampdes em diferentes valores de pH (3,5-8,0),
para determinacdo do melhor pH (OLIVEIRA et al, 2016).

4.9.2 Determinacao da estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi avaliada através de incubacdo do extrato enzimatico na
melhor temperatura de reagéo por 5, 10, 20, 30, 60, 75, 90, 105 e 120 min na auséncia de
substrato. Aliquotas de 0,5 ml foram retiradas, sendo determinada a atividade da lipase
(OLIVEIRA et al, 2016).

4.9.3 Estabilidade em diferentes valores de pH

A estabilidade do extrato enzimatico em diferentes valores de pH foi testada com
amostras preparadas na proporcao de 1:1, enzima: tampé&o (v/v), utilizando o tampao em
escala de 4,0 a 8,0, com variacdo de 0,5 pontos entre cada amostra. Ap6s 24 h de
incubacdo, em temperatura ambiente (~25 °C), foi determinada a atividade da lipase
(OLIVEIRA et al, 2016).

4.10 Toxicidade de subprodutos formados

Para avaliacdo da toxicidade do material residual, foram utilizadas as sementes de
pepino (Cucumis sativus) de acordo com Tiquia et al. (1996). Apos desinfestacdo, dez
sementes foram colocadas equidistantes em placas de Petri com papel filtro duplo, nos
quais foram embebidos com 2 mL do material residual. Os testes foram realizados em
triplicata com o auxilio de dois controles, um com agua destilada como controle positivo e
outro apenas com o efluente como o controle negativo. O periodo de incubacgédo foi
realizado por 5 dias em £30 °C, ap0s isso as raizes das sementes foram medidas com o

auxilio de um paquimetro digital para se calcular a percentagem do indice de germinagé&o.
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O indice de Germinagéo (1G) foi calculado combinando o Percentual de Germinagdo (%G)
e o Percentual de Crescimento das Raizes (%CR), por meio das seguintes equacdes:

- Percentual de Germinacdo (%G):

%G:%xmo

MSG (media de Sementes Germinadas) e MSGC (Média de Sementes Germinadas no

Controle)

- Percentual de Crescimento das Raizes (%CR):

MCR
MCRC

%CR = x 100

MCR (média de Crescimento das Raizes) e MCRC (Média de Crescimento das Raizes no

Controle)
- Indice de germinagcéo (1G):

(% G)x (%CR)
100%

IG =
(%G) Percentual de Germinacéo e (%CR) Percentual de Crescimento das Raizes.
4.11 Composicao centesimal de biomassa fungica residual

4.11.1 Obtencéo da Biomassa

Ao final da fermentacdo submersa, a biomassa foi separada do extrato enzimatico por
filtracdo em papel filtro sendo, em seguida, lavada com agua destilada e detergente
(comercial) para remocgédo de compostos residuais do micélio fungico. Para a determinacéao
da composicdo centesimal da biomassa fangica, foram realizadas, em duplicata, as

seguintes analises:
4.11.2 Determinacao da umidade e substancias volateis

Uma amostra de 5 g foi pesada em capsula de porcelana, previamente tarada. Apds
isso, a amostra foi aquecida a 105°C durante 3 horas, seguida de resfriamento em
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dessecador até a temperatura ambiente. O residuo obtido foi pesado e a operacdo de
aquecimento e resfriamento foi repetida até peso constante.

, 100x N
Calculo: —

= umidade ou substancias volateis a 1052C por cento m/m

N = n° de gramas de umidade (perda de massa em Q)

P =n° de gramas da amostra
4.11.3 Determinacdo do residuo seco

Como alternativa, o residuo seco pode ser calculado subtraindo-se de 100 g da
amostra o numero de g de “umidade por cento”. Considere a diferenga como o n° de g do

“residuo seco por cento”.

Célculo:
100 - A = residuo seco por cento m/m

A =n°de g de umidade por cento

4.11.4 Determinacao do residuo incinerado — Cinzas

Uma amostra de 5 g foi pesada em uma cépsula de porcelana, previamente
incinerada, resfriada em dessecador até a temperatura ambiente e tarada. Apds isso, a
amostra foi carbonizada em temperatura baixa e incinerada em mufla a 550°C até
eliminacdo completa do carvéo, seguida de resfriamento em dessecador até a temperatura

ambiente. A operacdo de aquecimento e resfriamento foi repetida até peso constante.

, 100x N
Céalculo: —

= cinzas por cento m/m

N = n° de g de cinzas

P =n° de g da amostra

4.11.5 Determinacao de Lipidios — Extracao direta em Soxhlet

Uma amostra de 5 g foi pesada e colocada em papel de filtro. Apds isso, o papel de
filtro foi transferido para o aparelho extrator tipo Soxhlet, ao qual foi acoplado um bal&o de
fundo chato previamente tarado a 105°C. Foi adicionado éter em quantidade suficiente

para um Soxhlet e meio e adaptado a um refrigerador de bolas, mantendo, sob aquecimento
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em chapa elétrica, a extracdo continua por 16 horas (duas a trés gotas por segundo). Em
seguida, o papel de filtro foi retirado, o éter destilado e o baldo com o residuo extraido
transferido para uma estufa a 105°C, mantendo por cerca de uma hora, seguido de
resfriamento em dessecador até a temperatura ambiente. O baldo com o residuo foi pesado
e foram repetidas as operacdes de aquecimento por 30 minutos na estufa e resfriamento até
peso constante (no méximo 2 h).

100x N

Célculo: = lipidios ou extrato etéreo por cento m/m

N = n° de gramas de lipidios

P = n° de gramas da amostra

4.11.6 Determinacao de Proteina — Método de Kjeldahl

Um grama da amostra foi pesada em papel de seda, transferida para o baldo de
Kjeldahl (papel+amostra) e adicionado 10 mL de acido sulfdrico concentrado e 1,5 g de
mistura catalitica. Em seguida, foi levado ao aquecimento em chapa elétrica, na capela, até
a solucdo se tornar azul-esverdeada e livre de material ndo digerido (pontos pretos). Apés o
esfriar foram adicionadas 10 gotas do indicador fenolftaleina e 1 g de zinco em po e o
material submetido a destilacdo. A extremidade afilada do condensador foi mergulhada em
25 mL de acido sulfarico 0,05 M, contido em frasco Erlenmeyer de 500 mL com 3 gotas
do indicador vermelho de metila. Ao frasco que contém a amostra digerida foi adicionado,
por meio de um funil com torneira, solugdo de hidréxido de s6dio a 30% até garantir um
ligeiro excesso de base. Em seguida foi aquecido a ebulicéo e destilado até obter entre 250-
300 mL do destilado. O excesso de &cido sulfdrico 0,05 M foi titulado com solucdo de

hidréxido de s6dio 0,1 M, usando vermelho de metila.

V x 0,14xf

Calculo: = protidios por cento m/m

V = diferenga entre o n° de mL de acido sulfdrico 0,05 M e 0 n° de mL de hidréxido
de sodio 0,1 M gastos na titulagao.
P =n° de g da amostra

f = fator de conversao

4.11.7 Determinacédo de Carboidratos e fibras
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A fracdo dos Carboidratos e fibras foi obtida pela diferenca entre o total das demais
fragdes e 100%.

Célculo:

Carboidratos + fibras = (Umidade + Cinzas + Lipideos + Proteinas) — 100
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producéo de extrato enzimatico por fermentacéo submersa

Dentre as cepas fungicas testadas, C. bertholletiae (URM 7658) foi a que apresentou a
maior atividade lipolitica, com 0,591 U/ml, seguida por Rhizopus microsporus (URM
7652) e C. echinulata (URM 7660), com 0,5443 U/ml e 0,5276 U/ml, respectivamente. Por
isso, foram entdo selecionadas para a etapa seguinte. A figura 2 mostra a comparacdo da

atividade lipolitica especifica dos extratos enzimaticos produzidos.

0,008

0,005
0,004
0,00
m Ufpg

0,00
0,00

0

P

Figura 1: Atividade lipolitica especifica produzida por 10 cepas flngicas utilizando

]

(%)

=

efluente de 6leo pos fritura.

Quanto a utilizacdo de residuo industrial para este mesmo fim, outros autores
obtiveram resultados mais satisfatorios. Abdelmoez et al. (2013) obteve uma atividade
maxima de 7 U/ml utilizando dois residuos industriais do refino de petréleo e da industria
oleoguimica como substrato para producdo de lipase por Candida rugosa. Roveda et al.
(2010) utilizaram efluente de laticinios para o isolamento de micro-organismos e como
substrato para a producao de lipases, obtendo 21 fungos isolados, dos quais 0s pertencentes
aos géneros Aspergillus e Penicillium apresentaram as maiores atividades enzimaticas, de
1,250 a 2,250 U. Rodrigues et al. (2016) avaliou a atividade lipolitica de cem isolados de
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fungos, obtidos a partir de escumas de caixa de gordura e esgoto, solo e tecidos necrosados
de plantas e insetos, dos quais, Penicillium sp. e Rhizomucor sp. apresentaram elevada
atividade lipasica sobre a escuma de caixa de gordura. Salgado et al. (2016) avaliou a
producdo de enzimas durante processo de biorremediacdo de aguas residuais dos moinhos
de azeitona (OMW) e das vinhas (VS), detectando elevada produgdo de lipase por
Aspergillus ibericus, Aspergillus uvarum e Aspergillus niger, dos quais A. ibericus recebeu
destaque, com atividade de 2927,0 U/L. Em estudos desenvolvidos por Muruci et al.
(2012), utilizando borras de milho, de girassol e de canola mostraram potencial para
utilizacdo como indutores para a producdo de lipase por Aspergillus niger em FES,
obtendo 215 U/gms, 238 U/gms e 218 U/gms de atividade, respectivamente.

Foi possivel perceber uma predominancia de espécies de Aspergillus e Penicillium na
literatura. Porém, segundo Gop-inath et al. (2013) a producdo de lipase extracelular por
fungos Zigomicetos, também é bem estudada, o que justifica a utilizacdo deles neste
estudo. Rhizopus, Mucor e Rhizomucor s&o os géneros mais citados na producao de lipase
(Sharma et al., 2016; Pandey et al., 2015; Colla et al., 2012; Singh e Mukhopadhyay, 2012;
2012 Verma et al.,, 2012). Cunninghamella verticillata, Mucor racemosus, Rhizopus
stolonifer, Absidia corymbifera, Rhizopus oryzae, Rhizopus microsporus e Rhizopus
stolonifer sdo também algumas espécies de fungos zigomicetos citadas como potenciais

para a producdo de lipases (Singh e Mukhopadhyay, 2012; Gopinath et al., 2013).

5.2 Teste de antagonismo microbiano

Apdbs 24h de crescimento a 30°C, o teste qualitativo de antagonismo entre as cepas
selecionadas ndo apresentou halo de inibicdo acima dos @40mm, sendo, portanto,
considerado negativo para as cepas testadas, ou seja, admitindo a combinagéo entre si para

a formacgdo dos consércios micobianos (Quadro 1).

Quadro 1: Consorcios micobianos montados e sua respectiva composig&o.

Consorcio Composicao
R. microsporus C. bertholletiae
B R. microsporus C. echinulata
C C. bertholletiae C. echinulata
D R. microsporus | C. bertholletiae | C. echinulata
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A auséncia de halos expressivos no teste de antagonismo é um importante indicio de
que os fungos podem se desenvolver de forma cooperativa, garantindo o sucesso do
consorcio. Segundo Fernandes (2017), a combinacgéo de culturas fangicas apresenta muitas
vantagens frente as monoculturas, incluindo a melhora na produtividade, adaptabilidade e
utilizacdo do substrato. Abdullah et AL. (2019) também defende que a utilizacdo de
linhagens de fungos em consorcio melhora a agdo sinérgica destes micro-organismos.
Dessa forma a utilizacdo de consorcios microbianos pode ser uma alternativa também para
fermentacdo de efluentes e residuos industriais de composicao complexa, por serem capaz
de potencializar o processo de degradacéo dos substratos (Cruz, 2017).

Abdullah et AL. (2019) também montou um consorcio fungico para obter um maior
potencial enzimatico por Aspergillus niger e A. flavus. Rodrigues e Ayub (2011)
comprovou que a combinacdo de lipases de Thermomyces lanuginosus e Rhizomucor
miehei resultou em maior rendimento na hidrélise do 6leo de soja, substrato heterogéneo
composto por diferentes &cidos graxos, em comparacao aos obtidos usando apenas uma das

enzimas.
5.3 Producdo de lipase pelos consorcios

Em relacdo as concentracdes de efluente testadas, todos os consorcios apresentaram

maior producdo lipolitica com a utilizacao do efluente na concentracéo de 10% (Figura 2).
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M Efluente a 7%
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Figura 2: Producdo lipolitica pelos consorcios A, B, C e D, em U/ug, em fungdo da

concentragéo do efluente oleoso.
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As lipases sdo consideradas enzimas induziveis (Thakur, 2012), e os 6leos e gorduras
sdo bons indutores na elevacdo dos indices de produtividade de enzimas lipoliticas (Rigo,
2009). Por isso, com 0 aumento na concentracdo do efluente houve também um aumento
na disponibilidade de substrato lipidico presente no meio, o que induziu uma maior
producdo de lipase pelos fungos, justificando os resultados obtidos. Apesar disso, Reinehr
(2015) relata que a suplementacdo muitas vezes ndo leva ao aumento da producdo de
lipases, devido ao efeito de inibicdo por excesso de substrato, o que ndo foi constatado
neste estudo.

Considerando a média de producdo enzimatica nas trés concentragdes do efluente, os
consércios C e D foram os que se destacaram com producéo lipolitica especifica média de
0,001129 U/ug e 0,001385 U/ug, respectivamente (Figura 2). Por isso foram selecionados

para o planejamento experimental.
5.4 Determinacao das melhores condic¢des de producdo enzimatica

A matriz experimental completa esta apresentada no Quadro 2, juntamente com 0s

rendimentos de lipase em U/ug dos consércios C e D.

Quadro 2: Matriz do planejamento experimental completa com os resultados de

producdo enzimatica obtidos em cada ensaio.

Varidveis e niveis Atividade especifica (U/pg)
Ensaio | pH % Substrato NHaNO3 Consorcio C Consorcio D
1 5 10 1g 0,00732 0,004758
2 9 10 1g 0,002846 0,002769
3 3 20 1g 0,006689 0,003867
4 9 20 1g 0,004808 0,003428
5 5 10 3g 0,006332 0,003424
7] 9 10 3g 0,002549 0,002077
7 5 20 3g 0,005452 0,003882
8 9 20 3g 0,004264 0,002319
9 7 15 2g 0,007235 0,004401
10 7 15 2g 0,006977 0,004102
11 7 15 2g 0,007002 0,004425
12 7 15 2g 0,007104 0,004545

De modo geral, o consércio C apresentou melhores rendimentos de lipase frente o
consorcio D (Figura 3). De acordo com as condigdes experimentais, a maior concentragéo
enzimatica, 0,00732 U/ug, foi obtida pelo consorcio C nas condi¢bes de pH 5,0,
concentragéo de substrato a 10% e 1g de NH4;NO3, enquanto a mais baixa, 0,002077 U/ug,
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foi detectada a partir do consércio D nas condicGes de pH 9,0, concentracdo de substrato a
10% e 39 de NH4NOs3.

W Consorcio C
B Consorcio D

0,008
0,006
0,004
0,002

EnsaioEnsaioEnsaioEnsaioEnsaioEnsaioEnsaioEnsaioEnsaioEnsaioEnsaioEnsaio
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 3: Rendimentos da producéo de lipase, em U/ug, pelos consércios C e D em
cada ensaio do planejamento fatorial 2°.

A figura 4 mostra como a manipulacdo dessas varidveis influenciou a producéo de

lipase pelos consarcios.

Gréfico de Pareto dos Efeitos Padronizados
Planejamento Experimental 2**(3-0); MS Puro Erro=,0000008
Variavel Dependente: Lipase

1 .
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Figura 4: Efeito das variaveis sobre a producao lipolitica pelos consorcios C e D..

Esses dados revelam que o pH foi o0 Unico pardmetro estudado que exerceu algum

efeito estatisticamente significativo sob a producéo enzimatica. O efeito do pH foi negativo
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indicando que um aumento desta variavel induziria uma diminuicdo da producéo de lipase.
Por outro lado, os parametros concentracdo de substrato, volume de NH4NO;3; e as
interacdes de todas as variaveis independentes ndo apresentaram efeito estatisticamente
significativo na producdo da lipase. Dessa forma verificou-se que as condicdes para se
obter maior producéo de lipase pelo consércio C, dentre os valores estudados, sdo valores
de pH na faixa de 5,0. Quanto as condi¢Bes de concentracdo de substrato e volume de

NH4NO3 foram mantidas respec tivamente, 10% e 1g.

Esses resultados corroboram com Sales (2017) que relata que a faixa ideal de pH
para producdo de lipase esta na faixa entre 4,0 - 7,0. Fleuri (2008) relata também que pH
muito elevado pode diminuir a estabilidade da enzima. Porém, pH muito baixo também
podem gerar resultados desagradaveis. Rigo (2009) obteve atividade hidrolitica menos
expressiva em pH 4 quando comparada com a atividade quantificada em pH 7, na

producdo de lipase fungica utilizando farelo de soja.

O fato do aumento no volume do NH4NO3 ndo ter influenciado significativamente
para o rendimento da producdo enzimética pelos consorcios, confirma o relato de Colla
(2012) de que os melhores rendimentos em lipases sdo obtidos através de fontes organicas
de nitrogénio, apesar de fontes inorganicas, como os sais de aménio (sulfatos, fosfatos,
cloretos), nitratos e nitritos, também serem utilizadas. Uma alternativa para isso seria o
incremento da producdo com peptona, agua de maceracao de milho, farinha de soja, torta
de soja, aminodcidos, triptona, extrato de levedura, ureia ou outra fonte orgénica de

nitrogénio.
5.5 Producdo enzimética em biorreator

A maioria dos trabalhos cientificos utilizam frascos erlenmeyers, mas para elevar a
escala de producdo de nivel laboratorial para industrial foi analisada a producdo enzimatica

em biorreator.

Os resultados obtidos pela produgdo enzimatica nos biorreatores revelaram que nas

condices testadas houve diferenga no rendimento lipolitico (Figura 5).
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Figura 5: Producdo enzimatica nos biorreatores A (Cunninghamella bertholletiae e

C. echinulata), B (C. echinulata), C (C. bertholletiae) e D (Controle Abittico), em U/ug.

O biorreator C, inoculado apenas com Cunninghamella bertholletiae teve o melhor
rendimento de producéo, 0,00112 U/ml, enquanto o biorreator B, inoculado apenas com C.
echinulata teve o menor rendimento, 0,000711 U/ml, e o biorreator A, inoculado com o
consorcio micobiano: C. bertholletiae e C. echinulata teve rendimento intermediario,
0,001031 U/ml.

O maior rendimento enzimatico obtido por C. bertholletiae em biorreator pode ter
resultado do modelo e configuracdes do biorreator utilizadas para o ensaio. Segundo
Thakur (2012), o alto rendimento enziméatico depende ndo apenas da escolha dos micro-
organismos adequados, dos substratos utilizados e analise de como as varidveis afetam o
desempenho, mas também da escolha da configuracéo do biorreator, utilizado no processo.
Martins et al, (2008) relata que até mesmo a geometria do biorreator influencia a producéo

de lipases.

Devido a atividade lipolitica superior em biorreator, o extrato enzimatico produzido

por C. bertholletiae foi selecionado para realizacdo dos testes cinéticos.
5.6 Cinética de atividade enzimatica
Determinacao das melhores temperaturas e pH para reagdo

Nas condicdes estudadas a lipase de C. bertholletiae em extrato bruto apresentou

uma maior atividade em pH 8,0 como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6: Efeito do pH na atividade do extrato bruto produzido por C. bertholletiae.

A temperatura 6tima para lipase bruta estudada nas condi¢Ges do experimento é 40
°C, conforme demonstrado na figura 7.
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Figura 7: Efeito da temperatura na atividade do extrato bruto produzido por C. bertholletiae.

Resultados semelhantes foram obtidos por Sharma et al (2017), em que alto niveis de

atividade da lipase de Cunninghamella sp. foi encontrado a 37 °C e pH 9,0.
Determinacao da estabilidade térmica

O Extrato enzimético bruto apresentou certa estabilidade a 40 °C por até 60 min.
Depois disso a atividade lipolitica foi diminuida drasticamente. A figura 8 mostra o efeito

do tempo de incubacdo a 40 °C sobre a atividade enzimatica.
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Figura 8: Atividade enzimatica relativa em funcdo do tempo de incubacéo a 40° C,

em U/pg.

Estabilidade em diferentes valores de pH

O efeito dos diferentes valores de pH sobre a atividade enzimatica esta apresentado

na Figura 9.
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Figura 9: Atividade enzimatica relativa em funcéo da incubacdo a diferentes valores

de pH, em U/ug.
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Como pode ser observado, a lipase bruta de C. bertholletiae se mostrou mais estavel
em valores de pH acima de 8.

Knob et al. (2015) verificou maior estabilidade enzimatica de lipase produzida por
Penicilium sp., em pH entre 7 e 10, também obtendo uma méaxima atividade de lipase em
pH 8.

5.7 Toxicidade de subprodutos formados

A Figura 10 mostra os indices de germinacao obtidos no teste de Fitotoxicidade.
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Figura 10: indice de germinacéo (IG%) das sementes de Cucumis sativus crescidas
com o liquido metabdlico dos biorreatores A, B, C e D.

Os resultados demonstram indices de germinagdo satisfatorios obtidos pelos
biorreatores, entre 58,9% e 65,8%. Sendo o maior indice de germinacdo proveniente do
biorreator com o consorcio fangico.

Arruda (2011) avaliou a biodegradacdo de 6leo diesel por Cunninghamella sp.,
Aspergillus sp. e Penincilium sp., e observou que nas maiores concentracdo de 6leo
testadas, 9% e 11%, Cunningamella sp. foi o que apresentou indices de germinacdo mais
satisfatorios no teste de fitotoxicidade, acima de 50% e % 45,72%, respectivamente.

5.8 Composicao centesimal de biomassa fungica residual
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Durante o processo fermentativo em frascos erlenmeyer, 32 g de biomassa residual
fangica foi produzida. A composicdo centesimal da amostra integral e a estimativa da

amostra seca sdo descrita na Tabela 2 e representadas na figura 10.

Tabela 2: Composicéao centesimal da biomassa residual fungica.

Parametros Biomassa Umida (%) Biomassa Seca (%0)
Umidade 68,32 £ 0,02
Cinzas 0,65 + 0,006 2,0683
Proteina 3,77 £ 0,06 11,916
Lipidios 21,59 +£1,02 68,166
Carboidrato 5,65475 17,8495
Amostra Integral Amostra Seca
m Agua
i Cinzas
[l Proteina
M Lipidios
M Carboidrato

Figura 11: Composicao centesimal da biomassa residual fangica.

Biomassa residual microbiana tem sido investigadas a fim de serem destinadas e
aproveitadas de forma rentavel. Oliveira et al, (2010) investigou a composigdo centesimal
da biomassa microbiana produzida em efluente de industria de abate e processamento de
tilapias, pela bactéria Rubrivivax gelatinosus, obtendo 57% de proteinas, 23% de
carboidratos, 11% de lipideos, 5% de umidade e 4% de cinzas, podendo encontrar
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aplicacdo como ingrediente de racGes para animais, pelo elevado teor proteico e
energéticos. Com base nisso, a biomassa fangica obtida neste estudo também poderia ser
utilizada como ingrediente de racdo animal, considerando sua composi¢do centesimal com
elevada concentracdo de lipidio, carboidrato e proteina, e consequentemente elevado teor
energetico.

Sousa et al, (2019) avaliou a inclusdo de biomassa seca de A. niger na alimentacao
de alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), em racdes extrusadas, e com base
em seus resultados, a utilizacdo de biomassa seca de fungo pode trazer beneficios ao
organismo que esta sendo cultivado, pode auxiliar na redugdo de custos de fabricacdo e
ajudar ainda mais a viabilidade dos cultivos.
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6. CONCLUSOES

C. bertholletiae (URM 7658) apresentou maior atividade lipolitica que as demais

cepas analisadas, com 0,591 U/ml.

Dentre as variaveis testadas no planejamento fatorial, o pH foi o Unico parametro que
exerceu efeito estatisticamente significativo sob a producdo enzimatica, sendo negativo.
Enquanto a concentracdo de substrato, volume de NH4;NO; e as interagfes das variaveis
independentes ndo apresentaram efeito significativo.

Apesar dos resultados de atividade lipolitica obtidos ndo terem sido muito
expressivos, eles sugerem ajustes no modelo para producdo de lipases pelas linhagens
estudadas e fornecem informacdes sobre o crescimento e fisiologia delas e dados para um

planejamento mais amplo com maior numero de fatores.

A lipase bruta de C. bertholletiae se mostrou mais estavel a 40 °C por até 60 min e
em valores de pH acima de 8.

Os testes de fito-toxicidade revelaram a eficiéncia das linhagens na diminuicdo da

toxicidade do efluente utilizado.

A biomassa residual gerada nos processos fermentativos apresentou elevado teor

energético, podendo encontrar aplicacdo como ingrediente de ragdes para animais.
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