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Resumo

Lipase (EC 3.1.1.3), é uma enzima que hidrolisa os ésteres de glicerol, é muitas vezes
utilizadas em aplicacdes biotecnoldgicas e industrial. Lipase de Candida rugosa e Geotrichum
candidum sdo conhecidas por ter caracteristicas tais como ampla especificidade em substratos,
tolerdncia em relacdo aos solventes organicos e de elevada estabilidade térmica. Estas
caracteristicas permitem que a lipase seja utilizada como um biocatalisador em aplicacdes
industriais que sdo realizadas a temperaturas elevadas ou na presenca de solventes organicos.
Desta forma, o presente trabalho estuda a producdo de lipase por Candida rugosa e
Geotrichum candidum num meio de cultura composto por melago de soja. Apds otimizar o
tempo de fermentagdo para ambos micro-organismos, foram realizados testes variando a
concentracdo de melago de soja, o pH do meio fermentativo e a temperatura de fermentacéo.
Quando utilizou-se melaco de soja numa concentracdo de 200 g/L a 25°C, a atividade
lipolitica medida no caldo, foi 5.25 U/mL apds 12 horas para Candida rugosa e 6.25 U/mL
apos 24 horas para Geotrichum candidum. Um Planejamento Composto Central (PCC) foi
definido variando-se a concentracdo de melago de soja, o pH inicial do meio e a temperatura
de fermentacdo. Concluiu-se que 0 meio composto de 200 g/L de melago de soja em pH de
3,5+ 0,1 e a temperatura de fermentacdo em 27 + 1°C, a atividade de lipase aumentou, em
média, 12.02 U/mL para a Candida rugosa, 0 que representou um aumento de 129% em
relacdo a atividade obtida nos testes preliminares, e 11,48 U/mL para o Geotrichum
candidum, representando um aumento de 84% em relacdo a atividade obtida nos testes
preliminares. Lipases microbianas sdo usualmente purificadas com Sistemas AQquosos
Bifasicos (SABs) compostos por polimero/polimero, polimero/sal ou alcool/sal. Os resultados
obtidos com experimentos de purificacdo sdo bastante promissores, sugerindo que estes SABS
poderiam ser adotados para aplicacdo em escala industrial. SABs tém alcancado uma
purificacdo desejada de lipases, derivadas de fontes microbianas, sendo necessario também
menos tempo do que os métodos convencionais que necessitam de varias etapas anteriores.
Este trabalho, também descreve a purificacdo das lipases derivadas de Candida rugosa e
Geotrichum candidum, produzida em melaco de soja. O SAB utilizado para a recuperacao
destas lipases foi composto por alcool/sal-basico. Seis sistemas bifasicos, compostos por
alcool (etanol e 2-propanol) na fase superior, e um sal-basico (fosfato de potassio dibésico,
citrato de sodio e sulfato de amonio), foram avaliados quanto a sua eficacia na recuperacéo da
lipase. A estabilidade da lipase em cada uma das solucdes foi testada. A partir dos resultados
obtidos em testes preliminares realizou-se um Planejamento Composto Central (PCC), a fim
de otimizar a purificacdo das lipases por SAB. A eficiéncia maxima de particdo para a
purificacdo de lipase para ambos 0os micro-organismos foram obtidas no SAB contendo 20%
(p/p) de 2-propanol e 20% (p/p) de fosfato de potéssio. A lipase de Candida rugosa purificada
apresentou uma seletividade média de 292,54, um fator de purificacdo médio de 12,13 e um
rendimento médio de 95,57%, enquanto a lipase de Geotrichum candidum purificada
apresentou uma seletividade média de 272,78, um fator de purificacdo médio de 11,40 e um
rendimento médio de 95,70%.

Palavras-chave: lipase microbiana, Candida rugosa, Geotrichum candidum, melago de soja,
Sistema Aquoso Bifasico.



Abstract

Lipase (EC 3.1.1.3), an enzyme that hydrolyses the esters in glycerol, is often used for
biotechnological and industrial applications. Candida rugosa and Geotrichum candidum
lipases are known to have characteristics such as broad substrate specificity, tolerance toward
organic solvents and high thermal stability. These characteristics permit the lipase to be used
as a biocatalyst in industrial applications that are performed at elevated temperatures or in the
presence of organic solvents. In this way, the present work describes the production of lipase
by Candida rugosa and Geotrichum candidum in a culture supplemented with soybean
molasses. After optimizing the fermentation times for both microorganisms, the effects of
changing the soybean molasses concentration, the fermentative environment pH and the
fermentation temperature were evaluated. When soybean molasses was used at a
concentration of 200 g/L at 25 °C, the lipolytic activity measured in the broth was 5.25 U/mL
after 12 hours for Candida rugosa and 6.25 U/mL after 24 hours for Geotrichum candidum.
Central composite planning (CCP) was used to define the optimal combination of soybean
molasses concentration, initial environmental pH and fermentation temperature. This analysis
determined that, in a medium containing 200 g/L soybean molasses at pH 3.5 + 0.1 and a
fermentation temperature of 27 £ 1 °C, the lipase activity increased by an average of 2.12
U/mL for Candida rugosa, representing an increase of 129% compared with the activity
obtained in preliminary tests, and 11.48 U/mL for Geotrichum candidum, representing an
increase of 84% compared with the activity obtained in preliminary tests. Furthermore,
microbial lipases are usually purified with polymer/polymer and polymer/salt ATPSs
(Aqueous two-phase systems). The findings of these purification experiments were promising,
suggesting that the polymer/polymer and polymer/salt ATPSs could potentially be adopted for
industrial-scale operation. ATPSs have achieved desired purification of lipases derived from
microbial sources in less time than conventional multi-step downstream. The present work
describes the purification of lipase derived from Candida rugosa and Geotrichum candidum,
produced in a culture supplemented with soybean molasses. Alcohol/salt-based aqueous two-
phase systems (ATPSs) were used to recover these lipases. Six biphasic systems, comprised
of an alcohol-based top phase (ethanol and 2-propanol) and a salt-based bottom phase
(potassium phosphate, sodium citrate and ammonium sulfate), were evaluated for their
effectiveness in lipase recovering. The stability of lipase in each of the solutions was tested.
From the results obtained in preliminary tests was held Central Composite Planning (CCP) in
order to optimize the purification of lipases by ATPS. The optimum partition efficiency for
purification of lipase for both micro-organisms was obtained in an ATPS of 20% (w/w) 2-
propanol and 20% (w/w) potassium phosphate. The Candida rugosa lipase purified had a
mean selectivity of 292.54, mean purification factor of 12.13 and a mean yield of 95.57%,
while for Geotrichum candidum lipase purified had a mean selectivity of 272.78, mean
purification factor 11.40 and a mean yield of 95.70%.

Key Words: microbial lipase, Candida rugosa, Geotrichum candidum, soybean molasses,
Aqueous two-phase systems.
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Triacilglicerol éster hidrolases (EC 3.1.1.3), nome sistematico das lipases, também
conhecidas como hidrolases, sdo enzimas que realizam a catalise na hidrélise de triglicerideos
de cadeia longa (KUMAR et al., 2005; SALIHU et al., 2011). Elas atuam na interface
organica aquosa catalisando a hidrdlise das ligacbes éster-carboxilicas presentes em
acilglicerdis liberando &cidos organicos e glicerol. Nestas condicGes, as lipases podem
catalisar reacOes de esterificacdo, interesterificacdo ou transesterificacdo (GHALY et al.,
2010; LIU et al., 2008).

As lipases, comumente encontradas na natureza, podem ser obtidas a partir de fontes
animais, vegetais e microbianas (YANG et al., 2005; RIGO et al., 2010), sendo que as de
origem microbiana tem sido mais estudadas devido a versatilidade de suas propriedades,
como a estabilidade a altas temperaturas, ampla faixa de atuacdo em relacdo ao pH, sua
seletividade na resolucdo de misturas racémicas e pela facilidade de producdo em massa
(HASAN et al., 2006; LI et al., 2001). No entanto, os elevados custos de producdo destas
enzimas, limitam sua utilizacao industrial (PAQUES & MACEDO, 2006).

Estudos envolvendo diferentes micro-organismos, suplementos e substratos na
producdo de lipase por fermentacdo submersa podem contribuir na busca de condicGes ideais
para obtencdo desta enzima com altos rendimentos, visando a reducdo de custos do processo
de producdo em escala industrial (VARGAS et al., 2007).

Para obter bons resultados na producdo de lipase, € necessario que o meio da
fermentacdo submersa contenha fontes de carbono como glicose, xilose, maltose, lactose,
sacarose, glicose, glicerol, entre outras, fontes de nitrogénio e vitaminas necessarias para o
metabolismo do micro-organismo (PINHEIRO et al., 2008).

Treichel et al. (2010) e Salihu et al. (2012) afirmam que o uso de residuos e
subprodutos agroindustriais como substratos para a producdo de lipases ajuda na reducdo
significativa dos custos de producdo associados ao substrato.

O melago de soja é um subproduto gerado pela evaporacdo do liquido remanescente da
secagem da proteina concentrada de soja, com alta concentracdo de agucares, nitrogénio,
acidos graxos, aminoacidos e minerais (SIQUEIRA, 2007; SILVA, 2011).

No processo de producdo de concentrados proteicos, 0 melago é concentrado até 50%

de solidos totais e posteriormente adicionado a ragdes animais. Silva (2011) estudou a



Capitulo 1 — Introducéo

possibilidade de produzir etanol a partir de melagco de soja hidrolisado enzimaticamente e
Roméo (2011) estudou a producéo de etanol pela hidrdlise &cida do melago de soja.

Da variedade de leveduras produtoras de lipase, a Candida rugosa ¢ um produtor de
lipase potente (TAN et al., 2003; TOMMASO et al., 2010) e o Geotrichum candidum produz
uma lipase &cido-graxos especificas que sdo mais especificas pois reagem bem com &cidos
graxos de ligacdes duplas (MLADENOSKA & DIMITROVSKI, 2001). Pelo significativo
valor agregado das lipases, a producdo dessas enzimas em melaco de soja é uma alternativa
rentavel por utilizar um subproduto agricola como substrato.

O grau de pureza das lipases influencia na sua aplicacdo, porém a purificacdo é uma
etapa essencial para o estudo das propriedades bioldégicas e moleculares desses
biocatalisadores. A auséncia de impurezas aumenta as aplicacdes desta enzima e um alto nivel
de atividade lipolitica, ndo sendo necessaria a utilizacdo de grandes quantidades da enzima
para se obter o resultado desejado. Um dos maiores problemas referentes a purificacéo é a
complexidade estrutural destas enzimas e a necessidade de manter as suas propriedades
biologicas apos a aplicacdo da tecnica de purificacdo (BASSANI et al., 2010).

De forma geral, as enzimas podem ser purificadas por etapa Unica (por exemplo,
cromatografia de afinidade) ou por uma combinacdo de vérias etapas (por exemplo,
precipitacdo, tecnologia de membranas, troca idnica, filtracdo em gel, etc.). A precipitacdo €
descrita como uma tecnologia bastante simples, que pode ser utilizada para remover
impurezas ou isolar uma proteina alvo numa mistura. Dentre as técnicas de precipitacdo, a
utilizacdo de sulfato de aménio é a mais utilizada por precipitar a maioria das proteinas em
uma molaridade alta, ndo promover o aquecimento da solu¢cdo (em comparacdo com a
utilizacdo de solventes como etanol), apresentar uma densidade que ndo interfere na
sedimentacdo da maioria das proteinas e promover o efeito de concentracdo das proteinas
(KANWAR et al., 2006).

Devido a baixa especificidade, a técnica de precipitacdo é considerada de baixa
resolucdo de separacdo. Apds um estudo sobre métodos de purificacdo, Saxena et al. (2003)
observaram que cerca de 80% dos sistemas de purificacdo utilizam a etapa de precipitacao,
sendo que, 60% utilizam sulfato de amoénio e 35% usam acetona, etanol ou um acido, seguido
pela combinacdo de algum método cromatografico.

Apesar da cromatografia ser considerada um método de purificacdo bastante eficaz e
muito utilizado a nivel industrial, muitos pesquisadores continuam a procura de novas

alternativas de purificagéo.
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Em geral, a fase de purificacdo é a etapa que mais contribui para o custo total de
obtencdo de uma enzima, sendo esta etapa, essencial para a aplicagdo enzimatica industrial.
Por isso a escolha do processo de purificagdo deve ser feita levando em consideracdo a
necessidade de otimizar a recuperacdo da atividade enzimética e do alto grau de pureza
evitando sucessivas etapas, com aplicacdo de processo simples e barato.

Comparando as técnicas citadas anteriormente, a particdo em sistema aquoso bifasico
é uma alternativa bastante eficiente para a separacdo e purificacdo de bioprodutos como
proteinas. Tem-se como vantagens uma facil aplicagdo em grande escala, ambiente
biocompativel, baixa tensdo interfacial, baixa energia, operacdo continua e alta sensibilidade
no reconhecimento das interacdes das proteinas ligantes (SELVAKUMAR et al., 2010).

Os SABs que estdo atualmente sendo utilizados sdo baseados em um sistema de
polimero/polimero, tal como polietileno glicol (PEG)/dextrana, ou um sistema de
polimero/sal, tal como o PEG/fosfato de potassio. Os SABs polimero/polimero e polimero/sal
tém varias desvantagens, incluindo o alto custo dos polimeros, a separacdo lenta das duas
fases e as complicacdes associadas com a reciclagem dos componentes da fase (TIANWEI et
al., 2002). As vantagens deste sistema incluem a sua baixa viscosidade, alta polaridade e da
facilidade com que o alcool pode ser recuperado por evaporagdo. Além disso, o sistema é de
baixo custo e de baixa toxicidade para o ambiente (TIANWEI et al., 2002). Em comparacéo
com os sistemas de polimero/sal e polimero/polimero, o sistema alcool/sal com base ndo tem
sido tdo estudado para purificacdo. A desvantagem principal deste sistema € que muitas
biomoléculas alvo (tais como proteinas ou enzimas) sdo incompativeis com a fase do solvente
organico, que pode inativar ou desnaturar as biomoléculas (OOl et al., 2009).

Baseado no exposto, o presente trabalho apresenta como objetivo geral avaliar a
producdo e a concentracdo da enzima lipase, empregando as cepas de Candida rugosa e
Geotrichum candidum e como substrato o melaco de soja (co-produto do processo de
producdo do concentrados protéicos de soja).

Como objetivos especificos pode-se citar:

- Estudar o tempo de fermentacdo e avaliar, em testes preliminares, as faixas de
concentracdo de melaco de soja no meio para producdo de lipase por Candida rugosa e
Geotrichum candidum a serem utilizadas no planejamento composto central (PCC);

- Comparar o desempenho entre os dois micro-organismos e determinar as melhores
condigdes a serem utilizadas para producdo de lipase empregando a técnica de superficie de
resposta;

- Avaliar a influéncia do pH e da temperatura na fermentacéo;

3
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- Utilizar sistemas aquosos bifasicos para avaliar seu desempenho na purificacdo da

lipase produzida em melago de soja por Candida rugosa e Geotrichum candidum.
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2.1. Lipases

As enzimas lipoliticas ou lipases pertencem ao grupo das serina hidrolases
(triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) pois seus substratos naturais sao triglicerideos e o
seu modo de acdo é semelhante aos das estereases. So biocatalisadores que atuam na
interface organico-aquosa, catalisando a hidrélise das ligacOes éster-carboxilicas e liberando
acidos e alcodis organicos e apresentam maior afinidade por acidos graxos de cadeia longa
(BON et al., 2008). Porém, ao contrario de muitas outras enzimas, as lipases apresentam
niveis consideraveis de atividade e estabilidade em ambientes ndo-aquosos, facilitando a
catalise de muitas reacdes, tais como esterificacdo, transesterificacdo, acidolise, alcoolise e
aminolise (SUN et al., 2009; MARTINS et al., 2008).

A especificidade é uma caracteristica importante das lipases e, de forma geral, quatro
tipos de especificidades podem ser definidas. Em relacdo a classe de lipidios, a enzima pode ser
especifica em relacdo ao tipo de éster, como por exemplo di-, tri-, ou monoglicerideo, colesterol
éster, metil éster, etc; a regioespecificidade, que promove a seletividade da enzima pela posicdo
da ligacdo éster numa molécula; a especificidade com relagéo ao residuo de &cido graxo, na qual a
enzima lipolitca é especifica em relacdo ao comprimento da cadeia ou em relacdo a presenca de
dupla ligacdo nesta cadeia; e a estereoespecificidade, pelo fato de algumas destas enzimas
catalisarem apenas a hidrdlise ou a esterificacdo de um ou dois estéreoisomeros (COSTA &
AMORIM, 1999; SOARES, 2000).

O seu mecanismo de ac¢do € baseado nos sitios ativos presentes, formados pela triade
de aminoéacidos serina-histidina-aspartato/glutamato. Sendo assim, & necessario que uma
“ativagdo interfacial” ocorra para que se inicie a catdlise (BON & FERRARA, 2008). A
estrutura tridimensional da lipase justifica essa ativacdo. O sitio ativo das lipases é coberto por
uma superficie entrelacada, denominada de tampa (ou borda). Quando ha ligacdo do substrato
na superficie da enzima, esta tampa move-se, alterando a forma fechada da enzima para a
forma aberta, com o centro ativo agora acessivel ao substrato e, ao mesmo tempo, expondo
uma larga superficie hidrofdbica, facilitando a ligagdo da lipase ao substrato (CASTRO et al.,
2004).
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Estas enzimas sdo importantes na area de biotecnologia, por sua alta especificidade,
principalmente nos setores oleoquimico e em sintese organica, na preparacdo de compostos
enantiosseletivos. Estas enzimas apresentam muitas vantagens em processos de
biotransformacdes, em funcdo de sua grande afinidade por um largo espectro de substratos,
versatilidade quanto as caracteristicas do meio reacional (aquoso, organico ou supercritico),
atividade elevada em meio reacional livre de solventes e disponibilidade comercial (PANDEY et
al., 1999). Segundo HASAN et al. (2006), as enzimas lipoliticas estdo atualmente atraindo uma
grande atencdo devido as suas potencialidades biotecnoldgicas, pois constituem o mais importante
grupo de biocatalisadores para aplicacfes neste campo.

As lipases podem ser encontradas em células de tecidos animais e vegetais e ainda
podem ser produzidas por micro-organismos (SAXENA et al., 2003). Segundo Vulfson
(1994), apesar das enzimas lipoliticas serem mais extensamente encontradas em plantas, o seu
conhecimento é bastante limitado se comparado com as lipases de micro-organismos e
animais. Do ponto de vista industrial as lipases microbianas s&o consideradas de maior
importancia, por apresentarem procedimentos mais simples de obtencdo, a partir do caldo
fermentativo, e serem geralmente mais estaveis e possuirem propriedades mais diversificadas
(GANDRA et al., 2008; PASTORE et al., 2003).

Embora a lipase pancreatica seja a mais estudada até hoje, do ponto de vista industrial,
as lipases microbianas sdo bem mais interessantes por permitirem produ¢do em maior escala e
por serem facilmente expressas, via clonagem, em outros organismos, facilitando sua
obtencdo e purificacdo (PALEKAR et al., 2000).

A Figura 2.1 apresenta os diferentes tipos de reacGes catalisadas por lipases.
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Figura 2.1 — Reacdes catalisadas por lipases (PAQUES & MACEDO, 2006)

2.1.1. Lipases de Origem Microbiana

As lipases sdo utilizadas ha milhares de anos, da maneira direta, empregando o extrato

enzimatico bruto de origem animal ou vegetal e, da maneira indireta, pelo aproveitamento da

acdo enzimatica pelo crescimento microbiano em determinados substratos. A producdo e

aplicacdo de enzimas de origem microbiana, de maneira controlada, tem tido maior enfoque
na industria biotecnolégica (JAEGER & EGGERT, 2002).

As enzimas microbianas sdo muitas vezes mais Uteis do que as enzimas derivadas de

plantas ou animais devido a sua grande variedade de atividades cataliticas disponiveis, 0s
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possiveis rendimentos elevados, a facilidade na manipulacdo genética e o rapido crescimento
microbiano em um meio de baixo custo (HASAN et al., 2006).

Devido & ampla perspectiva de aplicacdo industrial e a estabilidade, as lipases de
origem microbiana estdo sendo muito estudadas, uma vez que permitem um maior controle e
eficiéncia, caracteristicas dificeis de serem obtidas com lipases de outras fontes. Além disso, a
producdo de enzimas por micro-organismos garante um potencial ilimitado de suprimentos,
possibilitando a criacdo de novos sistemas enzimaticos, o0 que ndo pode ser obtido em fontes
vegetais e animais (JESUS et al., 1999; ALVES et al., 2002)

Apesar da sua versatilidade, os micro-organismos sdo bastante sensiveis as condi¢fes
do ambiente ao qual estdo sendo submetidos. Na producdo de enzimas lipoliticas microbianas,
fatores como composicdo do meio, temperatura, pH, aeracdo e a presenca de compostos
inibidores influenciam no processo, afetando a atividade enzimatica. Uma grande variedade
de micro-organismos tem habilidade de produzir essas enzimas, apresentando diferentes
especificidades, massa molecular, sensibilidade a temperatura e pH (BURKERT, 2003).

O aumento do rendimento das células se d& pelas manipulacGes genéticas ou
ambientais, acarretando num aumento da atividade enzimatica, que torna a enzima de
interesse constitutivo, ou seja, induzindo-a a produzir enzimas alteradas que possam ser
facilmente empregadas, devido as suas relativamente simples necessidades nutricionais
(JAEGER et al., 1994).

A quantidade de enzima produzida, o processo de separagdo empregado e a
estabilidade enzimatica, determinam o custo de producao das enzimas lipoliticas microbianas.
O substrato utilizado como fonte de carbono e o tipo de indutor influenciam
significativamente a producdo destas enzimas microbianas durante a fermentacdo. 1sso
acontece porque as enzimas lipoliticas tém como funcdo quebrar os substratos lipidicos
insollveis para poderem ser mais facilmente absorvidos, j& que a maioria das enzimas
microbianas € produzida extracelularmente (KANWAR et al., 2002; FEITOSA, 2009).

Os fungos filamentosos sdo reconhecidos como sendo os melhores produtores de
lipases (CARDENAS et al., 2001). As espécies destes tipos de fungos maiores produtoras de
lipase pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium,
Rhizomucor, Rhizopus e Thermomyces (OLIVEIRA, 2006). Dentre as leveduras produtoras, a
Candida rugosa é a que mais tem sido empregada em processos industriais (HADEBALL,
1991).
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2.1.1.1. Lipases de Candida rugosa

Candida rugosa, também denominada Candida cylindracea, é uma levedura que
apresenta formato esférico, forma coldnias rugosas de coloracdo de branca a creme e se
reproduz principalmente por brotamento multilateral, podendo apresentar ramificagcdes e
pseudohifas. Apresenta temperatura 6tima de crescimento variavel entre 20 e 30°C. Requer,
para seu crescimento, além de uma fonte de carbono, macronutrientes como enxofre, potassio
e nitrogénio. Embora possa ser patdgena quando presente na corrente sanguinea, raramente
causa infeccdo (SCHAECHTER, 2009; BENJAMIN, PANDEY, 1998; DIB et al., 1996;
PFALLER et al., 2006).

Candida rugosa produz lipases ndo especificas que catalisam a hidrolise das
moléculas de acilglicerol de maneira aleatéoria, produzindo, assim, acidos graxos livres,
glicerol, mono e diacilgliceréis como intermediarios. Neste caso, 0s produtos sdo similares
aos produzidos por catalise quimica, porém com menor grau de termodegradacéo, devido a
temperatura da biocatalise ser bem inferior (RICHETTI, 2009).

2.1.1.2. Lipases de Geotrichum candidum

Geotrichum candidum é um fungo ascomiceto de colnias brancas. Pode ser isolado
de diferentes locais como solo, agua, esgotos e produtos lacteos. Estirpes comerciais sao
usadas como culturas iniciadoras na fabricacdo de queijos, exercendo influéncia também
sobre a maturacdo destes. E capaz de crescer em ampla faixa de temperatura e pH, com
temperatura 6tima de aproximadamente 25°C. Observam-se trés morfologias basicas para este
micro-organismo: estirpes que se assemelham a colénias de leveduras e apresentam baixa
atividade proteolitica; colénias brancas que se assemelham a fungos filamentosos, com
predominancia de hifas e alta atividade proteolitica; e as que se situam entre estas situacdes
(MARCELINO et al, 2001; HAYALOGLU & KIRBAG, 2007; BOUTROU & GUEGUEN,
2005, MEDVED’OVA et al., 2008).

Geotrichum candidum produz lipases acido-graxo especificas que atuam na hidrolise
de ésteres, cujos acidos graxos sdo de cadeia longa insaturada com duplas ligacdes, em cis e
no carbono 9, lentamente hidrolisados. Esta especificidade ndo é comum entre as lipases, por
isso as produzidas por Geotrichum candidum sdo as mais estudadas. Além disso, esta

habilidade de produzir novos tipos de misturas de triacilglicerdis utilizando lipases



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

regioespecificas € uma das caracteristicas mais interessantes para a aplicagdo no setor de éleos
e gorduras (CASTRO et al., 2004).

2.1.2. AplicagOes das Lipases

Tém-se utilizado lipases em muitas aplicacdes promissoras de variados segmentos
biotecnoldgicos, como no processamento de papel e celulose (SHARMA et al. 2001), na
indastria de alimentos (BUSTAMANTE et al., 2003), na inddstria téxtil e de cosméticos
(HASAN et al., 2006), no tratamento biolégico de residuos (ROSA et al., 2006), na inddstria
de detergentes (LIU et al, 2008), oleoquimica (MATSUOKA et al., 2009), farmacéutica e
quimica fina (VIEIRA et al., 2009). Sua alta capacidade catalitica permite que elas sejam
utilizadas na resolucéo estereosseletiva de alcoois, acidos carboxilicos e aminas ou na sintese
regiosseletiva, originando produtos opticamente ativos e ampliando a aplicacdo comercial
(BON et al.,, 2008). O mercado industrial das lipases se divide em trés segmentos de
aplicacdo: na area tecnologica, na industria de alimentos e para ragdo animal.

As lipases representam cerca de 10% entre as enzimas empregadas em processos
bioguimicos reportados na literatura. Porém, mesmo com esta vasta variedade de lipases de
origens microbianas, 0 uso dessas enzimas em escala industrial ainda é escasso, devido aos
elevados custos de producdo (FEITOSA, 2009).

No processamento de papel e celulose, as lipases sdo utilizadas para hidrolisar mais
que 90% dos triglicerideos presentes na madeira, que causam graves problemas na fabricacéo
de celulose e papel (SHARMA et al., 2001).

Na induastria alimenticia, as lipases sdo utilizadas na melhoria da textura de paes,
otimizacdo do tempo de maturacdo de salsichas fermentadas, na hidrélise de gorduras e e até
mesmo na alteracao do sabor do leite (BON & FERRARA, 2008; GANDRA et al., 2008).

As lipases sdo utilizadas na industria téxtil para remover lubrificantes, proporcionando
um tecido mais absorvente 0 que ajuda no seu tingimento. Alta resisténcia a manchas,
enrugamentos, abrasdo e suavidade sdo algumas vantagens que podem ser atribuidas a essas
enzimas, no processamento de tecidos sintéticos (HASAN et al., 2006).

Retindides (vitamina A e derivados) sdo muito empregados na inddstria de cosméticos.
Em produtos para cuidados com a pele, os derivados de retinol, solivel em &gua, sdo

preparados por reacdes catalisadas por lipases imobilizadas (HASAN et al., 2006).
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No tratamento biolégico de residuos, as lipases sdo utilizadas em residuos domésticos,
na limpeza de tubulacGes de esgotos, fossas sépticas e sumidouros e até mesmo para acelerar
a biodegradacdo de polimeros e lamas de perfuracdo de pocgos de petrdleo contendo ésteres
sintéticos emulsionados em dgua (JAEGER e REETZ, 1998; BON & FERRARA, 2008).

A utilizagdo de lipases na industria de detergentes ocorre desde os anos 90 e é
considerada, atualmente, a maior aplicagdo destas enzimas, sendo responsaveis por
aproximadamente 32% das vendas totais das lipases. Isso se deve principalmente a sua
caracteristica de suportar ampla faixa de pH e temperatura branda submetido durante o
processo de lavagem (BON et al., 2008; LIU et al., 2008).

Entre as aplicacbes na indUstria oleoquimica, a interesterificacdo de Oleos merece
destaque, por ajudar na producdo de um Gleo mais barato devido a composicdo em &cidos
graxos (CABRAL et al., 2003). Segundo Lee et al. (2002), estudos envolvendo a aplicacdo de
lipases na obtencdo do biodiesel, via rota enzimatica, aumentou significativamente nos
ualtimos anos. O biodiesel é formado pelos esteres de &cidos graxos de cadeia longa, que
podem ser utilizados como misturas e empregados como combustivel, sem a desvantagem de
gerar Oxidos de enxofre e de particulados. A lipase catalisa a reacdo do alcool com o6leos
vegetais e gordura animal. Como vérias matérias-primas agropecuarias sdo ricas em 6leos e
gorduras, sua aplicacdo como fonte de biocombustiveis se torna notavel e importante na area
tecnoldgica, social e econdmica. Além disso, se comparada a rota quimica, a rota enzimatica
facilita na recuperacdo de ésteres etilicos e metilicos (biodiesel) e diminui a quantidade de
subprodutos gerados (glicerol), eliminando a geracao de residuos (YANG et al., 2007).

Na industria farmacéutica e quimica fina, o potencial das lipases é conferido por sua
caracteristica de regio, enantio e quimiosseletividade, permitindo serem utilizadas na
resolucdo de misturas racémicas e na remocao seletiva de alguns compostos indesejaveis
(CABRAL et al., 2003)

Por outro lado, as lipases também podem ser empregadas como biossensores para a
deteccdo de triacilglicerdis na inddstria oleoquimica, na tecnologia de alimentos e em analises
clinicas (BON & FERRARA, 2008).

A Tabela 2.1 apresenta algumas aplicacdes industriais das lipases (MALDONADO,
2006)
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Tabela 2.1 — AplicagOes industriais de lipases

Industria Aplicagdo

Laticinio Hidrolise de gordura do leite
Panificagdo Aumento do aroma e da vida de prateleira

Cervejaria Aceleragdo da fermentacdo em funcdo dos lipideos

Carne Desenvolvimento do aroma e remocéo do excesso de gordura
Alimenticia Digestdo de 6leos e gorduras em alimentos
Médica Determinacdo de triglicerideos no sangue
Papel Tratamento de polpas de celulose

Tratamento de residuos ~ Decomposicdo e remocado de substancias oleosas

Fonte: MALDONADO, 2006.

A especificidade da lipase ¢ um fator muito importante para a aplicacdo industrial.
Esta enzima pode ser especifica com relacdo a molécula alcoodlica ou acida do substrato. As
lipases sdo divididas baseando-se na sua especificidade.

Lipases ndo especificas (ex.: produzidas por Candida rugosa) catalisam a quebra das
moléculas de acilglicerol de maneira aleatéria, produzindo intermediarios como acidos graxos
livres, glicerol, monoacilglicerois e diacilglicerdis. Neste caso, devido a temperatura na
biocatalise ser bastante inferior, os produtos gerados possuem menor termodegradacgéo, apesar
da sua similaridade com os produzidos por catélise quimica (WOLSKI, 2008).

Lipases 1,3 especificas (ex.: produzidas por Aspergillus niger) sdo classificadas desta
maneira por liberarem acidos graxos nas posicdes 1 e 3, formando produtos com diferentes
composicBes das obtidas por lipases ndo-regiosseletivas (WOLSKI, 2008).

E por fim, as lipases acido graxo especificas (ex.: produzidas por Geotrichum
candidum) que tém acdo especifica durante a hidrélise de ésteres. A habilidade de produzir
novos tipos de misturas de triacilglicerideos utilizando lipases regioespecificas é uma das
caracteristicas mais importantes para serem aplicadas no setor de 6leos e gorduras (CASTRO
et al., 2004).

Devido a versatilidade das lipases, aliada ao desenvolvimento dos conhecimentos e
técnicas associadas a biologia molecular dos micro-organismos, sua aplicacdo serda ampliada

consideravelmente nos proximos anos (SHARMA et al., 2001).
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2.1.3. Reac0Oes Catalisadas por Lipases

Lipases sdo enzimas solUveis em &gua e catalisam reacdes hidroliticas de triglicerideos
insolGveis, atuando somente na interface éleo-agua, por isso ndo obedecem as equacbes de
Michaelis-Menten para a cinética enzimatica, que sdo validas apenas para reacGes cataliticas
que ocorrem em fase homogénea. Sendo assim, as reacOes catalisadas por lipases, sdo
analisadas através de um substrato lipidico emulsionado. Por outro lado, a medida que ha
formacdo de produtos e degradacdo do substrato, a composicdo da interface 6leo-agua, varia
na emulsdo (OLIVEIRA, 2000).

A velocidade da reacdo é determinada pela area superficial da emulsdo nas particulas
por unidade de volume, e ndo pela concentragdo de lipideos na emulsdo (triacilglicerol). A
estabilidade da emulséo e o tamanho de suas particulas, influenciam a producdo de lipase
(atividade lipolitica) e, indiretamente, a taxa de crescimento do micro-organismo produtor
(HADEBALL, 1991).

E importante que, na emulsdo do substrato, haja uma interface ampla e estavel de
goticulas lipidicas para o ensaio de atividade lipolitica, pois, esta atividade, varia em fungéo
da concentracdo do substrato, mas também, em funcdo do tamanho da area da interface 6leo-
agua. Sendo assim, para se obter resultados reprodutivos na determinacdo da atividade
lipolitica, é fundamental que se tenha uma emulsdo de 6leo e agua perfeitamente dispersa,
homogénea e bem estabilizada (OLIVEIRA, 2000).

As interferéncias na interface, que refletem na atividade lipolitica, podem ser causadas
por proteinas, sais biliares, acidos graxos, mono e diacilglicerois, resultantes do triglicerol
durante a acdo da lipase (HADEBALL, 1991).

2.2. Producao microbiana de enzimas

Os processos fermentativos constituem um dos métodos mais antigos e extremamente
utilizados para a producdo de enzimas em que 0S micro-organismos (bactérias, fungos ou
leveduras) retiram do meio fermentativo, as fontes necessarias para a sua subsisténcia, ao
mesmo tempo em que sintetizam as enzimas para serem empregadas em processos industriais.

Dois sdo o0s processos fermentativos utilizados, a fermentacdo em estado semi-sélido (FES)
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onde o meio utilizado é solido, e a fermentacdo submersa (FS), onde o meio no qual se
desenvolve o micro-organismo é liquido.

O que caracteriza a producdo de diferentes tipos de enzimas é o ambiente fornecido
por esses dois métodos que é bem diferente em relacdo ao teor liquido (SATO & SUDO,
1999). Segundo Aguilar (2008), além da baixa utilizacdo em larga escala, a fermentacdo em
estado semi-sélido tem como desvantagens o uso, somente, de micro-organismos capazes de
crescerem sob niveis reduzidos de umidade, a dificuldade em determinar parametros (pH,
umidade, taxa de oxigénio livre e dioxido de carbono).

Apos realizar uma anélise econdmica envolvendo as fermentaces submersa e semi-
sélida, para a producdo média anual de 100 m® de lipase concentrada, Castilho et al. (2000)
concluiram que para fermentagdo submersa, € necessario um investimento de 78% a mais que
0 necessario para a fermentacdo em estado semi-solido. Contudo, a fermentacdo submersa
supera o outro método, devido suas muitas vantagens, principalmente referente a facilidade de
controle do processo. Pinheiro et al. (2008) realizaram estudos relevantes referentes a
producdo de lipases por fermentacdo submersa, mostrando a importancia do uso de residuos

agroindustriais com a finalidade de diminuir o custo de producéo do biocatalisador.

2.2.1. Fermentacdo em Estado Semi-Solido (FES)

O processo de fermentacdo no estado semi-sdlido (FES) é uma técnica de crescimento
dos micro-organismos na superficie e no interior de suporte ou matriz sélida (particulas
porosas Umidas), mantendo o conteddo de liquido, contido nesta matriz, a um nivel
correspondente a atividade de dgua. Assim, é garantido o crescimento celular que ndo exceda
a capacidade maxima de retencdo de agua na matriz. O suporte sélido pode ser constituido por
um substrato naturalmente Gdmido ou por uma matriz inerte capaz de absorver 0s nutrientes
gue se encontram em solucdo, reproduzindo as condicdes de baixa atividade de agua e alta
transferéncia de oxigénio (FEITOSA, 2009).

As vantagens da fermentacdo no estado semi-sélido sdo as seguintess: condicdes de
cultura proximas ao dos meios naturais sendo que para as fermentacbes tradicionais, a
microflora do suporte pode servir de inoculo; simplicidade de meio de cultura; facil aeracéo
devido a porosidade do material; utilizacéo direta dos sélidos fermentados; extragdo facilitada

pela alta concentracdo de produtos; baixa demanda de energia; volume do fermentador menor
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do que o da cultura liquida; reducdo dos efluentes liquidos a tratar e reducdo das
contaminacdes resultantes da baixa umidade do meio fermentativo (SPIER, 2005).

Porém, este tipo de fermentacdo apresenta algumas desvantagens tais como: dificil
regulacdo dos parametros de cultura (pH e umidade); risco de elevacdo excessiva de
temperatura (problemas de transferéncia de calor e de perda de umidade para as fermentagdes
mais longas); pré-tratamento dos suportes (umidificacdo, homogeneizagdo, dispersdo,
tratamento térmico e enzimatico); alta taxa de inoculag¢do, quando ndo se utiliza a microflora
natural; estimacdo precisa de biomassa; papel essencial da umidade e da atividade de agua
(SPIER, 2005).

2.2.2. Fermentacdo Submersa (FS)

A fermentagdo submersa € o processo onde é utilizado um meio fermentativo liquido
contendo fontes de nutrientes solGveis e, devido a facilidade dos micro-organismos crescerem
em condi¢des controladas de pH e temperatura, € 0 método mais empregado para a producéo
de lipases.

A producéo de lipase pode ser realizada em escala laboratorial por meio de reatores de
bancada agitados, e também em escala industrial, em fermentadores industriais. (ELLAIAH et
al., 2004; KANWAR et al., 2002; MAHADIK, 2004; MAIA et al., 2001).

As fermentacdes podem ocorrer na forma continua, semi-continua ou descontinua.
Segundo Pinheiro (2006), no regime continuo ha uma constancia na entrada de substrato e na
saida do meio fermentado, conforme as necessidades do micro-organismo. Para Koutinas et
al. (2003), Shu et al. (2006) e Li et al. (2001), os processos descontinuos podem ser
conduzidos na forma de batelada, ou seja, quando quantidades Unicas de substrato sdo
fornecidas ao micro-organismo no inicio da fermentacdo. Devido ao seu baixo custo, este
processo é bastante utilizado na producdo de enzimas lipoliticas, porém € necessario um
maior controle operacional para assegurar a reprodutibilidade e constancia das propriedades
do produto.

Como dito anteriormente, a maior desvantagem da fermentacdo submersa em relacéo a
fermentacdo no estado solido é o investimento econdmico, devido aos meios utilizados no
preparo da fermentacdo submersa apresentarem alto custo. Soccol et al. (2003), observaram

que a fermentacdo em estado semi-sélido utilizam meio extremamente baratos, porém, a
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possibilidade de uso de residuos agroindustriais como substrato e a produtividade que a
fermentacdo submersa apresenta, faz com diminua, assim, o custo de obtengdo da enzima.

No entanto faltam ainda os mecanismos de controle sofisticados existentes na
fermentacdo submersa, pois na literatura ainda sdo poucos os modelos de biorreatores
disponiveis para fermentacdo no estado sélido que consigam o controle de pardmetros como
pH, temperatura, aeracdo, umidade e transferéncia de oxigénio. (SANROMAN & COUTO,
2006).

Muitos estudos tém sido realizados afim de definir as necessidades nutricionais e de
cultura ideal para a producdo de lipases em fermentacdo submersa (HASAN et al., 2006).
SANROMAN & COUTO (2006), afirmam que o processo de fermentagdo submersa é
relativamente mais facil de ser aplicado em escala industrial, j& que garante homogeneidade
do meio e facilidade no controle dos parametros como pH, temperatura, aeracdo, umidade e
concentracdo de oxigénio dissolvido no processo, principalmente se monitorados por sensores
adequados.

MAIA et al. (1999), estudaram a producao de lipase extracelular pelo fungo Fusarium
solani FS1 em fermentacdo submersa, utilizando como meio basal: 1,0 g/L de KH,POyq; 7 g/L
de MgS0,.7H,0; 3 g/L de NaNO3 e 30 g/L de peptona, suplementado com diferentes fontes
de carbono (glicose, 6leo de oliva e peptona). O fungo produziu 10,50 U/mL de lipase apds 72
horas de incubacdo a 25°C e agitacdo de 120 rpm em meio contendo 3% (m/v) de peptona e
0,5% (v/v) de 6leo de oliva. Ja a glicose (1% m/v) inibiu o efeito estimulador do 6leo de
oliva.

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

A influéncia de trés tipos de 6leos (coco, mamona e oliva) como indutores e fontes de
carbono na producdo de lipase por bactéria isolada de solo contaminado por petrdleo foi
avaliada por Carvalho et al. (2008). No estudo observaram que o 6leo de coco produziu
lipases com maior atividade (1,675 U/mL).

Kumari et al. (2009) realizaram a otimizacdo estatistica das condi¢des de cultura para
a producdo de lipase utilizando o micro-organismo Enterobacter aerogenes. Os parametros
avaliados no estudo foram temperatura, concentracdo do 6leo, volume do indculo, pH e o

tempo de incubag&o. Os resultados obtidos mostraram que a melhor condicgdo para a producgéo
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de lipase foi temperatura de 34°C, 3% de 6leo, 7% de volume de inéculo, pH 7,0 e 60 horas
de incubacdo, na qual foi obtida uma atividade lipolitica méxima de 27,25 U/mL.

No estudo da producdo de lipases por Penicillium verrucosum em fermentacéo
submersa utilizando meio convencional (peptona, extrato de levedura, NaCl e 6leo de oliva) e
industrial (&gua de maceracao de milho, Prodex Lac - hidrolisado de levedura, NaCl e 6leo de
oliva), Barbosa (2011) avaliou a cinética de producdo de lipases de Bacillus sp e as atividades
enzimaticas mais elevadas para meio convencional e meio industrial foram de 3,15 e
2,22 U/mL, respectivamente, tendo, para ambos uma atividade 6tima no intervalo de 30 a
40°CeempH 7,0.

2.3. Influéncia do meio na Producéo de Lipase

Na produgéo de lipase microbiana, além da escolha do melhor tipo de fermentacéo
(submersa ou semi-solida), € necessario uma avaliacdo sobre o meio de cultura utilizado para
0 crescimento microbiano. Estes meios de cultura sdo formulados utilizando-se compostos
quimicamente conhecidos ou matérias-primas naturais (LIMA et al., 2007).

As variaveis que influenciam no processo de obtencdo da enzima envolvem desde a
composicdo do meio (fonte de carbono, fonte de nitrogénio, sais e indutores) até as condicdes
operacionais como pH, temperatura, agitacdo e aeracdo (BURKERT et al., 2003). Segundo
Borzani et al. (2001), isto ocorre devido a estrutura e a forma do sitio ativo da enzima,
podendo ser afetadas por quaisquer agentes capazes de provocar mudancas conformacionais
na estrutura proteica.

Os efeitos destes fatores afetam diretamente todos os tipos de micro-organismos
produtores de lipase, por isso, € necessario estudar a influéncia dos fatores para se obter uma
condicao 6tima de producdo da lipase.

Interfaces liquido-liquido e uma intensa agitacdo nos biorreatores sdo frequentes
durante a hidrolise de lipases ajudando a fornecer uma area interfacial adequada (ROONEY &
WEATHERLEY, 2001). Outros fatores que também sdo determinantes para a manifestacao
da atividade lipolitica sdo os fatores fisicos como pressdo atmosférica e distribuicdo dos
lipideos (GONCALVES, 2007).

Segundo Zarevucka et al. (2005), o nivel méximo da producéo de lipase ¢ atingido na

fase estacionaria de crescimento, diminuindo, rapidamente apos alcancar esse nivel. Isso
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ocorre devido a catélise da protedlise pelas proteases produzidas na fase de crescimento
celular (Dalmau et al., 2000).

2.3.1. pH

O pH do meio de fermentagdo desempenha uma funcdo importante por induzir
mudancas morfoldgicas no micro-organismo e também para a secrecdo enzimatica. A
mudanca de pH observada durante o crescimento de um micro-organismo também afeta a
estabilidade do produto no meio. Segundo Gupta et al. (2004), em processos com fungos,
alguns constituintes do meio possuem comportamento similar ao de tampdes, eliminando a
necessidade de controlar o pH.

Cada micro-organismo apresenta um valor de pH 6timo para seu crescimento e, muitas
vezes, nao é 0 mesmo para a producado de lipase. Porém, podem ocorrer variages nos valores
de pH durante o cultivo, os quais sdo influenciados tanto pelo micro-organismo e pela
composicdo do meio, quanto pelos demais parametros da fermentacdo (PINHEIRO, 2006).

Pastore et al. (2003), estudaram a purificacdo parcial e caracterizacdo bioquimica de
lipase extracelular produzida por Rhizopus sp, testaram o efeito do pH na atividade
enzimatica, utilizando diferentes solu¢es tampdes com variadas faixas de pH: tampéo acetato
de sddio: pH= 3,6; 4,0; 4,5; 5,0 e 5,6; tampao fosfato de sodio: pH=6,0; 6,5; 7,0; 7,5e 8,0 e
tampao Tris-HCI: pH=8.0; 8,5 e 9,0. Apos analises do extrato bruto contendo os trés tampdes
diferentes, chegaram a concluséo que a maior atividade enzimatica estava presente na faixa de
pH entre 6,0 e 6,5.

2.3.2. Temperatura

A temperatura influencia diretamente na cinética da rea¢do enzimatica devendo ser
analisada em duas fases diferentes: a principio, 0 aumento da temperatura eleva a energia
cinética das moléculas dos componentes do sistema, aumentando, assim, os choques efetivos
entre elas, e isso faz com que a reacdo acelere. Esse efeito € observado no intervalo de
temperatura compativel com a manutengdo da estrutura espacial da enzima (FEITOSA, 2009).

Por outro lado, altas temperaturas levam a desnaturacédo da enzima, causando a perda
da estrutura nativa das enzimas devido as altera¢des nas ligacbes quimicas que mantém sua

estrutura tridimensional. As ligacbes de hidrogénio sdo bastante termoldbeis e seu
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rompimento desencadeia uma série de alteragdes estruturais, levando a enzima a uma nova
conformagdo ou a um estado sem estrutura definida. Assim, a enzima é dita, desnaturada. A
temperatura que provoca a desnaturagdo naturalmente varia para a cadeia proteica, mas,
geralmente, esta pouco acima da sua temperatura 6tima (BORZANI et al., 2001).

Os efeitos da temperatura na atividade enzimatica foram testados por Castilho et al.
(2005), durante a purificacdo parcial e caracterizacdo bioquimica de lipase extracelular
produzida por Rhizopus sp, as temperaturas foram de 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 e 70°C,
concluindo que a temperatura 6tima para a lipase bruta é de 40° C, mantendo 50% ou mais de
sua atividade entre 40 e 55°C.

Burkert et al. (2004) verificaram que a lipase produzida por Geotrichum candidum
apresentou condi¢cdes Otimas de atividade a 37°C e observaram que a estabilidade da lipase é

maior em baixas temperaturas, como por exemplo a de 30°C.

2.3.3. Fonte de Carbono

O carbono € o principal componente da célula e muitas de suas fontes podem ser
utilizadas no cultivo de micro-organismos para a producéo de lipases, como por exemplo,
fontes sintéticas (glicose, xilose, maltose, lactose, sacarose, carboximetilcelulose, xilano de
aveia, pectina de citrus, glicerol e glicose) e fontes naturais (bagaco de cana, bagaco de
laranja, farelo de aveia, farelo de trigo, éleo de soja, 6leo de pescado, borra de 6leo de soja)
(KNOB et al., 2007).

Segundo Tan et al. (2003), aléem do carbono, essas fontes sdo consideradas indutoras
da producdo de lipase por micro-organismos. A presenca da lipase permite ao micro-
organismo utilizar os lipideos de fonte animal e vegetal como energia e fonte de carbono para
0 seu crescimento.

A fonte de carbono no meio fermentativo afeta, diretamente, a producdo de lipase,
sendo as mais usuais 0s carboidratos, os acidos organicos, os glicerois, outros alcodis e acidos
graxos (HADEBALL, 1991).

Tem-se empregado meios de cultura liquida suplementados com compostos lipidicos
para obtencdo de lipase com rendimento elevado. A atividade lipolitica tem sido detectada em
meio fermentativo contendo substratos lipidicos o que faz com que a enzima seja induzida por
esses substratos (DEIVE et al., 2003).
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Substratos lipidicos e seus metabdlicos (&cidos graxos de cadeia longa) participam da
sintese da lipase. Outros substratos, como os carboidratos, apesar de proporcionarem bom
crescimento celular, ndo sdo bons para a sintese da lipase (DALMAU et al., 2000).

Candida rugosa produz a lipase mesmo sem a presenca de um indutor, porém em
menor quantidade se comparada a presenca desta fonte de carbono como indutor (LOTTI et
al., 1998).

Dalmau et al. (2000), analisaram os efeitos das fontes de carbono na producéo de
lipase por Candida rugosa utilizando para uma concentracdo de 2 g/L, acido oléico, &cido
palmitico, Tween 80 e trioleina. Apos os testes verificaram que o &cido palmitico foi o melhor
indutor para a producdo da enzima nas condigbes de 30°C, 150 rpm em 48 horas de
fermentacdo, gerando cerca de 5,3 U/mL.

Pastore et al. (2003) encontraram diferentes resultados avaliando o extrato bruto
enzimatico produzido por Rhizopus sp. que apresentou maiores valores de hidrolise para a
gordura de coco quando comparado ao 0leo de oliva e a gordura do leite de cabra, indicando
uma boa afinidade dos acidos graxos saturados de cadeia média.

Segundo Deive et al. (2003) meios de cultura contendo acido oleico e tributirina
proporcionaram um bom crescimento de Kluyveromyces marxianus. Neste caso, 0 acido
oleico demonstrou ser uma boa fonte de carbono para levedura, apesar de ter promovido o
aparecimento de outras atividades enzimaticas. No entanto, a tributirina mostrou-se um bom
indutor de producdo da lipase, devido a possivel preferéncia da enzima para triacilglicerois
formados por &cidos graxos de cadeia curta (DEIVE et al., 2003).

Apos testar varios Oleos, triglicerideos e acidos graxos, Ginalska et al. (2004)
concluiram que a trioleina permitiu uma producdo méaxima de lipase por uma cepa de
Geotrichum. Porém, os Oleos de soja, de oliva e de colza também demonstraram serem
efetivos na producdo de lipase. Na presenca de triacilglicerideos de &cidos graxos saturados
de cadeia curta (tributirina e tricaprilina), a cepa de Geotrichum produziu uma quantidade

bem menor de lipase.

2.3.4. Fonte de Nitrogénio

O nitrogénio é um componente que tem mostrado grande influéncia na producéo de
lipases. Fontes de nitrogénio organico e inorganico apresentam um importante papel na

sintese desta enzima (TAN et al.; 2003). As fontes de nitrogénio mais comuns empregadas na
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producdo de lipase sdo os acidos hidrolisados de proteinas, 4gua de maceracdo de milho,
farinha de soja, peptonas, aminoacidos; uréia, nitrato e sais de aménia (GONCALVES, 2007).
A selecdo da fonte de nitrogénio mais adequada depende do micro-organismo usado e da
associagdo com outros ingredientes do meio de cultura (MONTESINOS et al., 1996). Segundo
Becker et al. (1997), as fontes de nitrogénio ja presentes no meio de cultura contém algumas,
sendo todas as vitaminas necessarias para o0 metabolismo do micro-organismo.

Geralmente 0s micro-organismos apresentam alta producdo de lipase quando é
utilizada fonte organica de nitrogénio sendo que a uréia foi considerada a melhor fonte deste
nutriente para a producao da lipase por Geotrichium (GINALSKA et al., 2004).

A partir do estudo dos efeitos das fontes de carbono e nitrogénio na producéo de lipase
por Candida rugosa, Fadiloglu & Erkmen (2002), utilizaram como fonte de carbono, glicose e
frutose e como fonte de nitrogénio, extrato de levedura, triptona, e peptona. Apos 72 horas de
fermentacdo, avaliaram-se os efeitos do meio fermentativo na producéo de lipase com e sem
azeite de oliva, em diferentes composicOes das fontes de carbono e nitrogénio. A maior
atividade da lipase foi observada no meio que continha o azeite de oliva como indutor e
extrato de levedura e peptona como fonte de nitrogénio. Entdo, 0s autores chegaram a
concluséo que os melhores resultados foram com o meio contendo o dleo de oliva como fonte
de carbono, na presenca de fontes de nitrogénio, como extrato de levedura, tritona e a
peptona.

Tan et al. (2003) mostraram que a soja e a caseina foram as melhores fontes de
nitrogénio organico na producdo de lipase por Candida sp. A soja contém além da proteina o
6leo que atua como um indutor favorecendo a sintese de lipase. Dentre as fontes de nitrogénio
inorganico testadas, o sulfato de aménio apresentou melhores resultados.

Para Fickers et al. (2004), as fontes de nitrogénio mineral ndo demonstraram efeito
significante no crescimento da levedura e na producédo de lipase. Porém, em meios contendo
determinadas fontes de nitrogénio organico, observou-se um aumento da producao de lipase.
A maior producdo de lipase foi obtida na presenca de caseina hidrolisada, que se sobressaiu

em relacdo aos outros substratos de nitrogénio organico e mineral.

2.3.5. Agitacéo

Com base na literatura, muitos estudos demonstram que a agitagdo € um parametro

que influencia diretamente na producgéo de lipases.
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Na producdo de lipases &cidas pelo micro-organismo mutante de Aspergillus niger em
fermentacdo submersa, Mahadik et al. (2004), variaram a velocidade de agitacdo entre 150 e
180 rpm, a 30°C e pH 5,5, atingindo uma atividade lipolitica méxima de 25,8 U/mL.

Tumang & Costa et al. (2006), estudaram a producdo de lipase por Yarrowia
lipolytica, também em fermentacdo submersa, com uma agitacdo de 160 rpm, numa
temperatura de 30° C e pH 6,0 obtendo uma atividade lipolitica de 1,20 U/mL.

Diaz et al. (2006), produziram lipase do fungo termotolerante de Rhizopus
homothallicus em fermentacdo submersa utilizando meio de cultura com pH 6,5, temperatura
de fermentacdo de 40° C e uma velocidade de agitacdo de 170 rpm e obtiveram uma atividade
lipolitica méaxima de 50 U/mL.

Por sua vez Shu et al. (2006), obtiveram uma atividade lipolitica maxima de 26 U/mL
utilizando lipase de Antrodia cinnamomea a uma velocidade de agitagdo de 150 rpm,
temperatura de 28° C e pH 4,0.

2.4. O Melaco de Soja

Segundo Siqueira (2007) para cada tonelada de soja processada obtém-se 716 kg de
farelo que sdo utilizados para a obtencéo de concentrados proteicos, sendo gerados 156,07 kg

de melaco de soja. A Figura 2.2 mostra o balango de massa para o processamento da soja.

Soja = 1000 kg

Lectina = 10 kg Oleo = 195 kg Farelo =716 kg Casca =50 kg

Concentrado Protéico= 195 kg Melaco de soja=156.7 kg

Figura 2.2 - Fluxograma do balanco de massa para processamento da soja (adaptado
SIQUEIRA, 2007).
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O melago de soja é um co-produto gerado pela evaporacdo do liquido remanescente da

secagem da proteina concentrada de soja (MACHADO, 1999) conforme esquematizado na

Figura 2.3.

Grio de soja

W

Farelo Hipro

Etanol

Extrator 21 Filtro prensa
k4 W
Tanque de .
sedimentaciao Secador
L 4 ,l,
Filtro ,
Resfriador

Coluna de
recuperacio de
Etanol

Evaporador

h 4

Concentrador

v

Melago de soja

|

Farelo com 72%
proteina

Figura 2.3 - Fluxograma da producdo de farelo concentrado de soja (72% de proteina).

Adaptado de Silva (2011).

No processo de obtencdo do farelo concentrado de soja a partir do farelo hipro (48%

de proteina), acontece uma extracdo com etanol. Da corrente alcodlica, que contém as

proteinas, obtém-se o farelo concentrado. A outra corrente liquida, rica em agucares, passa por

um processo de separacdo de sdlidos e de evaporacdo, recuperando o etanol, o liquido

remanescente concentrado é chamado melacgo de soja (SILVA, 2011).

A Tabela 2.2 apresenta 0s componentes encontrados em maior quantidade, apos

caracterizacdo em amostras de melaco de soja, e a porcentagem de cada um deles em base

Seca.
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Tabela 2.2 - Composi¢do meédia do melago de soja.

Componentes % em base seca
Carboidratos Totais 57,3
Glicose 0,243
Frutose 0,127
Galactose 0,254
Sacarose 28,4
Lactose -
Rafinose 9,68
Estaquiose 18,6
Proteinas 9,44
Lipideos 21,2
Fibras 5,7
Cinzas 6,36

Fonte: SIQUEIRA, 2007.

2.5. Purificacdo Enzimética

Enzimas comerciais sdo disponiveis desde preparacfes enzimaticas brutas até enzimas
altamente purificadas (BON & FERRARA, 2008). Sua aplicacdo depende do seu grau de
pureza, fazendo com que a purificacdo seja uma etapa essencial para o estudo das
propriedades bioldgicas e moleculares desses biocatalisadores. A auséncia ou o reduzido grau
de impurezas contribui para um espectro mais amplo de aplicacdes da enzima e um alto nivel
de atividade enzimatica, permitindo a utilizacdo de pequenas quantidades da enzima. De
acordo com Fedatto (2004), a funcdo da purificacdo € isolar as enzimas especificas a partir de um
extrato bruto de células contendo muitos outros componentes, resultando num caldo enzimatico
com a melhor recuperacdo possivel da atividade inicial, tendo assim uma maxima de atividade
especifica. Um problema significante da purificacdo é devido a complexidade estrutural das
lipases e a necessidade de manter as suas propriedades biologicas apds a aplicacdo da técnica
de purificacdo (BASSANI et al., 2010).

Diaz et al. (2006) afirmam que os progressos nos estudos envolvendo as propriedades
moleculares da lipase tém sido bastante limitados devido a falta de procedimentos

experimentais adequados para a obtencdo de uma enzima altamente purificada.
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Diversos métodos sao utilizados para a separacdo de proteinas. Lehninger (1993)

classificou os métodos da seguinte forma:

> Processos de separacdo baseados em massa molecular: dialise e ultrafiltracao;
centrifugacdo em gradiente de densidade; cromatografia de exclusdo molecular;

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

> Processos de separacdo baseados na carga elétrica da molécula;

> Separacdo de proteinas por adsorcao seletiva;

» Separagdes baseadas na especificidade de ligantes: cromatografia por afinidade.

Desses métodos citados acima, o de separacdo por precipitacdo de enzimas por
salificagcdo (salting-out) € um método acessivel e de baixo custo. Os sais aumentam a
solubilidade de muitas enzimas (proteinas), em concentracdes reduzidas, um fenémeno
denominado solubilizacdo por salificagdo (salting-in). I1sso ocorre devido aos ions ficarem em
volta das proteinas (ions de carga oposta), diminuindo a energia eletrostatica e aumentando a
atividade do solvente, que por sua vez, leva ao aumento da solubilidade do solvente (USA,
2012). Por outro lado, conforme a quantidade de ions de sal (forca idnica) aumenta, a
solubilidade do solvente diminui, reduzindo gradativamente a proteina. Uma proteina pode ser
quase completamente precipitada em uma solucdo devido as forcas ibnicas suficientemente
elevadas, este efeito € denominado precipitacdo por salificacdo (salting-out) (USA, 2012).

O objetivo de se utilizar a precipitacdo é remover contaminantes ndo protéicos e
proteinas que ndo sejam as de interesse. A precipitacdo faz com que as proteinas sejam
separadas pela conversao de proteinas sollveis para um estado insoldvel (FEDATTO, 2004).

Abbas et al. (2002), com a finalidade de estudar o isolamento e a caracterizacdo de
uma lipase extracelular de uma cepa isolada de Mucor sp de palma de frutas, utilizaram para a
precipitacdo da proteina 75% de sulfato de aménio (m/v) a 0° C, obtendo uma atividade
lipolitica especifica de 129 U/g e um rendimento total de 99%. Uma atividade especifica
semelhante foi verificada no estudo de Castilho et al. (2005) para a purificacdo parcial e
caracterizacdo bioguimica de lipase extracelular produzida por nova linhagem de Rhizopus sp,
onde utilizaram o sulfato de aménio a 70% para a precipitacdo e obtiveram uma atividade

especifica de 103 U/g.
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Saxena et al. (2003) realizaram um estudo envolvendo métodos de purificacdo e
observaram que cerca de 80% desses métodos utilizam a etapa de precipitacdo, dos quais,
60% utilizam sulfato de aménio e 35% utilizam etanol, acetona ou um &cido, seguido pela
combinacdo de algum método cromatogréafico. Entre os métodos cromatograficos, a
cromatografia de troca ibnica é a mais utilizada correspondendo a 67% do total. O segundo
método mais utilizado € a filtracdo por gel (60%), seguida pela cromatografia de afinidade
(27%) e, finalmente, cromatografia de interacdo hidrofébica (18%), outro método
cromatografico, com menor aplicacdo para purificacdo de lipases.

Koblitz e Pastore (2004) realizaram a purificacdo parcial da lipase, produzida por
Rhizopus sp., por meio de dois métodos cromatograficos: troca aniénica (DEAE Sepharose) e
interacdo hidrofobica (fenil Sepharose). Os resultados indicaram que a cromatografia por
troca ibnica, embora mais seletiva para a enzima em questdo, provocou uma reducdo de sua
atividade, enquanto que o método de cromatografia de interacdo hidrofdbica, pela presenca de
maiores concentragdes de Na*, contribui no aumento da atividade da lipase.

Com o objetivo de purificar a lipase produzida por Bacillus coagulans através da
precipitacdo das proteinas com sulfato de amonio, seguida de ressuspensdo e dialise com
tampao tris-HCI 0,1 M, e coluna de troca aniénica (DEAE Sepharose), Kumar et al. (2005)
conseguiram purificar a lipase 40 vezes e 0 peso molecular determinado foi de 31 kDa.

DIAZ et al. (2006), para o procedimento de purificacdo de lipase do fungo Rhizopus
homothallicus, aplicaram o método de precipitacdo utilizando sulfato de aménio, seguida de
uma coluna de butil-sepharose. O produto destas etapas passou, finalmente, pelo método de
cromatografia. A atividade lipolitica aumentou com a biomassa, atingindo o maximo no final
da fase exponencial de crescimento, decrescendo em seguida, atingindo o valor maximo de 50
U/mL em 22 horas de fermentacao, o que corresponde a cerca de 6 mg/L de enzima pura.

Através de estudos de purificacdo da lipase produzida por Bacillus cereus, utilizando
precipitacdo com sulfato de amdnio seguida por cromatografia de interacdo hidrofdbica,
coluna de troca anidnica e coluna CIM QA (material monolitico polimérico com alta
eficiéncia), Chen et al. (2007) obtiveram uma purificacdo de 1.092 vezes associado a 18% de
rendimento.

Gaur & Anshu (2008) purificaram a lipase produzida por Pseudomonas aeruginosa
por meio da ultrafiltracdo em membrana (33 kDa) seguida da aplicacdo das enzimas, ja
liofilizadas, em uma coluna Sephadex G-100. Uma purificacdo de 8,6 vezes foi alcancada

com 51,6% de rendimento.
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Como vimos, o processo de purificagdo é fundamental na obtencdo e aplicacdo
industrial de uma enzima. Na escolha do processo de purificagdo enzimética deve ser
considerada a necessidade de uma boa recuperacdo da atividade enzimatica aliada a um
elevado grau de pureza. Além disso, o processo deve ser simples (evitando sucessivas etapas)
e barato, pois, a fase de purificacdo é a etapa que mais contribui para o custo total de obtencéo
de uma enzima (BARBOSA, 2011).

Comparando as técnicas citadas anteriormente, a particdo em sistema aquoso bifasico
é uma alternativa bastante eficiente para a separacdo e purificacdo de proteinas. Algumas das
vantagens deste tipo de sistema sdo: ambiente biocompativel, baixa tensdo interfacial, baixa
energia, facil aplicacio em grande escala, operacdo continua e alta sensibilidade no
reconhecimento das interagdes das proteinas ligantes (SELVAKUMAR et al., 2010).

A aplicacdo do sistema aquoso bifasico na purificacdo de enzimas tem sido estudada
por diversos pesquisadores, porém a quantidade de reagentes quimicos consumidos, como
sais e polimeros, determina a competitividade entre a extragdo com SAB e as outras técnicas
de biosseparacdo. Por isso deve ser considerada a possibilidade de reutilizacdo dos
constituintes das fases no escalonamento, devido ao aumento dos custos dos componentes das
fases (COIMBRA et al., 2003).

2.5.1. Sistema Aquoso Bifasico (SAB)

SolucBes aquosas e solventes organicos aplicados em extracdo liquido-liquido
convencional ndo sdo adequadas no processo de separacdo de compostos de origem bioldgica
como proteinas e células, pela baixa estabilidade destes compostos em solventes organicos.
Uma alternativa a extracdo liquido-liquido tradicional, compativel com 0s processos de
biosseparacbes, € a particdo em sistemas aquosos bifasicos, utilizada com sucesso no
isolamento de proteinas e de outros biocompostos (COIMBRA et al., 2003).

Os sistemas aquosos bifasicos (SABs) sdo conhecidos desde o final do século XIX,
quando Beijerinck percebeu a separacdo espontadnea em duas fases liquidas limpidas ao
misturar solugdes aquosas de gelatina com &gar ou amido solivel. Muitos outros
pesquisadores estudaram este sistema, porém, s6 em meados da década de 50, a partir dos
estudos feitos por Albertsson, ficou evidente a grande potencialidade da aplicagédo desta
técnica para a particdo/purificagdo de biocompostos (ZAFARANI-MOATTAR & NASIRI,
2010).
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Outra propriedade termodindmica importante associada aos SABs, e que Ihes da uma
vantagem significativa quando comparados aos classicos sistemas agua/éleo, é possuirem
regides interfaciais com baixo valor de tensdo interfacial (KIM & RHA, 2000; MISHIMA et
al., 1998). Para aplicacdo nos processos de separacdo de biomoléculas, este pequeno valor de
excesso de energia livre de Gibbs por unidade de area possibilita a transferéncia das
bioparticulas pela interface com um risco minimo de ocorrerem alteragdes estruturais nas
proteinas, células e membranas particionadas (RODRIGUES et al., 2003).

De forma geral, a formacdo dos SABs ocorre quando dois compostos hidrofilicos
como polimeros (polietilenoglicol, dextrana, dentre outros) e sais (fosfatos, sulfatos, citratos,
etc.) sdo misturados acima de certa concentracdo critica resultando em duas fases imisciveis,
onde o maior constituinte é agua (GARZA-MADRID et al., 2010). A Tabela 2.3 classifica as
composi¢cbes do SAB em quatro grupos aplicados de acordo com a biomolécula a ser
purificada.

Tabela 2.3 - Exemplos de componentes e tipos de Sistema Aquoso Bifasico

Grupos dos Sistemas
. Exemplos
Aquosos Bifasicos

Polietilenoglicol (PEG)/Ficoll
PEG/Dextrana

_ o PEG/Polivinil Alcool

Dois polimeros néo ibnicos ] ] )
Polipropilenoglicol (PPG)/Dextrana
Metil Celulose/Hidroxipropildextrana

Ficoll/Dextrana

Polieletrolito e polimero | Sulfato Dextrana de S6dio/PPG

nao-idnico Carboximetilcelulose de Sddio/Metil Celulose

) ) . Sulfato Dextrana de Sodio/Carboximetildextrana de Sodio
Dois polieletrolitos o ) o _
Carboximetildextrana de Sédio/Carboximetilcelulose de Sédio

PPG/Fosfato de Potéssio
PEG/Fosfato de Potassio
Polimero ndo-ibnico e Metoxipolietilenoglicol/Fosfato de Potassio
composto de baixa massa | PPG/Glicose
molecular (SAL) PEG/Glicose
PEG/Sulfato de Magnésio
PEG/Citrato de Sodio
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A natureza quimica dos componentes formadores das fases tem forte impacto nas
propriedades interfaciais dos sistemas aquosos bifasicos. Além de influenciar no coeficiente
de particdo dos solutos, a tenséo interfacial contribui para outras propriedades do sistema, tais
como a estabilidade cinética e termodinadmica da disperséo, cinética de particdo, etc (SILVA
& LOH, 2006).

No caso de lipases ndo complexadas, o estado conformacional da estrutura cristalina
depende da composicdo e das propriedades microscopicas da solucdo. Em polietilenoglicol,
por exemplo, obtém-se geralmente a conformacdo fechada, enquanto que, na presenca de
alcoois, obtém-se geralmente a forma aberta. Logo, as estruturas das lipases até hoje
determinadas sdo geralmente divididas em duas categorias: as que tém o sitio ativo acessivel
ao solvente (estrutura aberta) e as que tém o sitio ativo inacessivel ao solvente (estrutura
fechada) (BON & FERRARA, 2008).

Devido ao alto teor de agua, a representacdo grafica dos dados termodinamicos do
SAB é geralmente realizada por meio de diagramas retangulares, como mostrado na Figura
2.4. A partir destes diagramas podem ser obtidas as composi¢fes globais do sistema, com
delimitacdo das regides monofasica e bifasica por meio da curva binodal. Também séo
representadas as linhas de amarracéo ou tie-lines, que séo retas que ligam pontos no diagrama
que representam a composicdo das duas fases em equilibrio. Qualquer ponto sobre essa
mesma linha fornecerad fases de topo e fundo com a mesma composicdo final, porém com
diferentes relacdes de volumes entre as fases (SILVA & LOH, 2006). Outra particularidade
dos diagramas de fases é o ponto critico (P;), onde as propriedades fisico-quimicas das duas
fases sdo teoricamente iguais (ALBERTSSON, 1986).
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Figura 2.4 - Esquema representativo de um diagrama de equilibrio (SILVA & LOH, 2006).
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Pesquisadores tem utilizado este tipo de sistema para a purificacdo de diversas
biomoléculas, como albumina (YAN-MIN et al.,2010), esterase (YANG et al., 2010),
protease (RAWDKUEN et al., 2010) e lipase (BASSANI et al., 2010). Segundo Rawdkuen et
al. (2010), a efetividade do sal é determinada principalmente pela natureza do componente e
segue a seguinte ordem de eficacia: para anions SO, > HPO,* > CH3;COO > CI e para
cations NH* > K* > Na* > Li* > Mg®* > Ca*".

Alves et al. (2000) estudaram a purificacdo de insulina suina, bastante semelhante a
humana, simulando sua obtengdo em um meio fermentado. A proteina foi satisfatoriamente
purificada, mantendo sua atividade ap6s o processo, o0 que indica o potencial de utilizacdo
desta metodologia na indUstria farmacéutica.

Zuiiiga et al. (2001) utilizaram 4 massas molares de PEG na particdo de duas
proteinas, a-lactoalbumina e p-lactoglobulina. Observaram que o aumento da massa molar do
polimero aumenta a particdo da a-lactoalbumina para a fase inferior, enquanto que o efeito
contrario ocorreu para a p-lactoglobulina. Dentre os sistemas testados o mais eficiente para a
particdo das proteinas foi composto por 18% de PEG 1500 e 18% de fosfato de potassio.

Rabelo et al. (2004), aplicaram um polimero sintético que, acima de uma determinada
temperatura, apresenta miscibilidade parcial com a agua, para a purificacdo de bromelina,
uma enzima presente nos frutos do abacaxi. Apos triturados os frutos, o suco obtido foi
filtrado e aliquotas foram adicionadas a sistemas biféasicos. Medidas laboratoriais indicaram
que houve, sob condicBes adequadas, uma purificacdo adequada da enzima diretamente a
partir do seu meio de obtencdo, mantendo-se boa atividade e a possibilidade de aplicacdo
tecnoldgica.

Estudos realizados por Ooi et al. (2009), utilizando Sistema Aquoso Bifasico
composto por alcool e solucdo basica de sal, revelam que estes compostos, mais precisamente
iso-propanol e sulfato de amonio, sdo promissores na purificacdo de lipase.

Bassani et al. (2010) observaram o efeito do volume de exclusdo ao purificar lipase
liofilizada de Candida rugosa num sistema aquoso bifasico constituido por PEG e fosfato de

potéassio, onde a massa molecular variou de 2000 a 4000.

2.5.2. Aplicacbes dos Sistemas Aquosos Bifasicos

Os Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs) sdo aplicados com muito sucesso no processo

de separacdo de diversas biomoléculas. Na literatura, podem-se encontrar diversos trabalhos
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que evidenciam o potencial deste método na aplicacdo a nivel industrial e que auxiliam na
identificacdo de sistemas mais adequados & separacdo de biomoléculas especificas
(OLIVEIRA, 2006).

H& anos os SABs sdo utilizados na concentracdo e purificacdo de proteinas e na
bioconversdo extrativa de proteinas (MA et al., 2005). Esta técnica de separacao € aplicada,
também, no tratamento de efluentes industriais e na industria de papel e celulose (WAZIRI et
al., 2003), na remocao de ions metalicos (GRABE et al., 2000), compostos aromaticos de 6leo
cru (WAZIRI et al., 2003) e poluentes organicos do meio ambiente (ROGERS et al., 1998).

A maior aplicacdo dos sistemas aquosos bifasicos tem sido na etapa de concentragdo e

no processo de purificacdo de proteinas.
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CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

3.1. Micro-organismos

As fermentacOes foram realizadas utilizando cepas de Candida rugosa e Geotrichum
candidum, cedidas pela professora doutora Eliana Setsuko Kamimura da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos da USP.

A Figura 3.1 mostra as cepas de Candida rugosa (NRRL Y-1506) e Geotrichum

candidum (NRRL Y-552) repicadas e conservadas em tubos de ensaio.

3.2. Meio fermentativo (Melaco de Soja)

O substrato utilizado na fermentacdo para producdo de lipase foi o co-produto do
processo de producdo do concentrado proteico de soja, denominado melago de soja, cedido
pela empresa de processamento de soja Selecta — Araguari/MG. A amostra cedida para 0s
estudos foi colocada em frascos de 2 litros, sendo armazenados em freezer horizontal a
temperatura de -5 = 1°C (Electrolux, modelo H300) para utilizacdo durante todo o

desenvolvimento dos experimentos.

3.3. Testes Preliminares para a Producéo de Lipase

Foram realizados testes preliminares para a completa definicdo dos métodos analiticos
a serem utilizados, para eliminacdo de possiveis causas de erros sistematicos e definicdo do
tempo da producdo de lipase para cada micro-organismo, separadamente.

Para a determinacdo do tempo de fermentacdo de cada micro-organismo, foram
realizadas fermentacGes em reatores de bancada com volume atil de 250 mL, cada, contendo
50 mL de melago de soja em concentracdo de 250 g/L, durante 120 horas (5 dias) coletando

amostras a cada 3 horas nas primeiras 12 horas, a cada 6 horas até o final das 120 horas.
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Para determinar as faixas de operacdo e limites do Planejamento Composto Central,
foram realizados testes preliminares variando-se a concentracdo de melago de soja no meio, a
temperatura de fermentacédo e o pH inicial do meio. As diferentes condicOes testadas foram:

- Concentragdo do melago de soja no meio fermentativo variando de 100 a 350 g/L;

- Temperatura de operagéo de 25 e 30 °C;

- pH inicial do meio fermentativo variando de 2 a 9;

Todos os experimentos dos testes preliminares, foram realizados em triplicata e em
incubadora rotativa a 130 rpm.

As condicdes utilizadas nestes testes preliminares foram definidos com base nos
trabalhos encontrados na literatura (TOMMASO et al., 2010).

3.4. Metodologia Experimental para a Producéo de Lipase

Os micro-organismos utilizados nos ensaios foram obtidos por meio de repiques da
cultura estoque dos micro-organismos advindos da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos da USP, e foram repicados a cada 15 dias em meio especifico: Gelose Czapeck
para Candida rugosa e Gelose Sabourand para Geotrichum candidum.

Os ensaios experimentais foram realizados de acordo com o planejamento
experimental utilizado.

Os experimentos foram conduzidos no sistema batelada em reatores de bancada com
volume 0til de 250 mL cada. Em cada um desses reatores, adicionou-se 50 mL de melaco de
soja diluido e pH inicial foi ajustado em 3,5. Os reatores de bancada contendo o meio
fermentativo, foram esterilizados em autoclave, por 20 minutos a 121 °C. Os micro-
organismos foram inoculados separadamente, utilizando-se uma alca de platina. Apos
inoculados, os reatores de bancada foram colocados sob agitacdo em incubadora rotativa a
130 rpm e 27 °C durante 12 horas para Candida rugosa e 24 horas para Geotrichum
candidum, tempos definidos pelos testes preliminares realizados.

Apo6s o tempo decorrido, o caldo enzimatico foi centrifugado, o sobrenadante foi
analisado e o precipitado foi lavado por trés vezes para realizar a analise de massa seca, afim
de avaliar o crescimento celular de cada micro-organismo.

A Figura 3.2 mostra a foto dos reatores de bancada, contendo o meio fermentativo,
esterilizados e inoculados e a Figura 3.3 mostra a unidade de trabalho utilizada nos

experimentos, constituida por uma incubadora rotativa.
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INCUBADORA 430 Rppg

Figura 3.2 — Incubadora rotativa, utilizada nos experimentos.
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3.5. Planejamento Experimental para a Producao de Lipase

Para andlise da interacdo entre as variaveis selecionadas e o estudo empirico das
relagbes entre uma ou mais respostas obtidas utiliza-se a técnica do planejamento
experimental, com o qual se faz a otimizacdo por analise da superficie de resposta.

Para se fazer a andlise da superficie de resposta, foi necessario primeiramente
programar ensaios por meio de um planejamento experimental, em que se selecionou um
namero fixo de niveis para cada uma das varidveis selecionadas. Desta forma foi possivel
executar experimentos com todas as possiveis combinagoes.

Para producéo de lipase, foi realizado um Planejamento Composto Central (PCC) com
dois niveis originais, utilizando-se o software Statistica 7.0, tendo-se 2* pontos fatoriais, 2 x 3
pontos axiais e 3 repeti¢cdes no ponto central, totalizando 17 experimentos, para cada micro-
organismo estudado.

O pH inicial do meio de fermentacdo foi determinado a partir dos testes preliminares
que indicaram que, tanto a lipase produzida por Candida rugosa como por Geotrichum
candidum, apresentaram uma maior atividade de lipase em pH inicial no valor de 3,5.

A faixa de temperatura de operacédo, para producéo de lipase, para ambos os micro-
organismos, foi atribuida com base em dados da literatura. Esse valor proposto foi de 30 °C.

A faixa de concentracdo de melaco de soja no meio fermentativo, variando de 32 a 368
g/L, foi atribuida pelos resultados obtidos nos testes preliminares.

O pH inicial do meio fermentativo variou de 2,66 a 4,34, a temperatura de operacao,
de 21,6 a 38,4 °C e a concentracdo de melaco de soja no meio fermentativo, variou de 32 a
368 g/L. Neste planejamento, foi utilizado um alfa de rotabilidade, afim de ampliar a faixa
experimental, no valor de 1,68. Todos o0s niveis das variaveis estudadas foram

adimensionalizados (codificados) pela utilizacdo da Equacéo 3.1

(X _Xo)

" Xy—X,4
2

X (3.1)

Sendo que,

X, = valor codificado da variavel (n = 1,2...)

X =valor da variavel a ser calculada;
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X, = valor da variavel no ponto central;
X, = valor da variavel no nivel superior;

X _, = valor da variavel no nivel inferior.

As equac0es de codificacdo para o pH, a temperatura de operacéo (T) e a concentragao
de melaco de soja no meio (C) s&o mostradas nas Equaces 3.2, 3.3 e 3.4, respectivamente.

X, = (pH——35) (3.2)
0,5
(T -30)
X, = = (3.3)
X, - (C -200) (3.4)
100

Na Tabela 3.1 podem ser vistos os valores utilizados no Planejamento Experimental

para as trés variaveis independentes analisadas nas suas formas codificadas e reais.

Tabela 3.1 — Valores utilizados no planejamento experimental para as trés variaveis
independentes

-0 -1 0 +1 +a

pH inicial 2,66 3,0 3,5 4,0 4,34
T (°C) 21,6 25 30 35 38,4
C (g/L) 32 100 200 300 368

C: concentracdo de melaco de soja)

A Tabela 3.2 mostra a matriz do Planejamento Composto Central com valores
codificados e originais das variaveis em estudo, para Candida rugosa e para Geotrichum
candidum. Os ensaios foram realizados de forma aleatdria, a fim de evitar tendenciosidade

dos resultados.
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Tabela 3.2 — Matriz do Planejamento Composto Central com valores codificados e originais
das variaveis, para ambos 0s micro-organismos.

Experimento X1 (pH) X(i C(:-I)-) ?S /(LC;)
1 1(3,0) 1(25) -1 (100)

2 11 (3,0) 1(25)  +1(300)

3 11 (3,0) +1(35)  -1(100)

4 11 (3,0) +1(35)  +1(300)

5 +1 (4,0) 125  -1(100)

6 +1 (4.0) 1(25)  +1(300)

7 +1 (4,0) +1 (35) -1 (100)

8 +1 (4,0) +1(35  +1(300)

9 0. (2,66) 0 (30) 0 (200)
10 + 0 (4,34) 0 (30) 0 (200)
11 0(3,5) 0 (21,6)  0(200)
12 0(3,5) +0(384)  0(200)
13 0(3,5) 0 (30) “0.(32)

14 0(3,5) 0(30)  + 0 (368)
15 (C) 0(3,5) 0 (30) 0 (200)
16 (C) 0(3,5) 0 (30) 0 (200)
17 (C) 0(3,5) 0 (30) 0 (200)

C: concentracdo de melaco de soja

3.6. Metodologia Analitica

Apos o tempo de fermentacdo estipulado para cada micro-organismo (12 horas para
Candida rugosa; 24 horas para Geotrichum candidum), as amostras do caldo enzimatico
foram centrifugados a 12.500 rpm (9800 g) por 15 minutos. O sobrenadante foi separado para
ser analisado e purificado, e o precipitado foi lavado com agua destilada e centrifugado,
repetindo-se este procedimento por 3 vezes, posteriormente foi colocado em placa de Petri e
levado a estufa a 108 °C até peso constante, para avaliacdo de massa seca.

Para as amostras de sobrenadante, avaliou-se a atividade de lipase e a atividade de
protease. Ap6s o método de purificacdo, analisou-se além da atividade de lipase, a

concentracdo de proteina.

3.6.1. Atividade de Lipase

A atividade enzimatica da lipase foi determinada por titulagdo com NaOH 0,05N,
medindo a concentragdo dos &cidos graxos livres. A reacdo foi realizada em erlenmeyers de

125 mL com 5 mL de emulsdo composta de 25% azeite de oliva e 75% goma arabica (7%
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p/v) como substrato, 2 mL de tampdo fosfato de sédio 0,1M, pH 7 e 1 mL do caldo
fermentado centrifugado. Agitou-se a solucdo por 30 minutos a temperatura determinada para
cada micro-organismo (45°C para Candida rugosa; 37°C para Geotrichum candidum) com
ajuda de um agitador magnético. A reacao foi interrompida adicionando-se 10 mL de solucéo
acetona e etanol (1:1). Os acidos graxos liberados durante a reacdo foram titulados na
presenca do indicador fenolftaleina. A atividade foi expressa em unidades de lipase (U),

correspondente a 1 pumol de 4cido graxo liberado por minuto nas condi¢cdes especificadas
(TOMMASO et al., 2010).

3.6.2. Atividade de Protease

A atividade enzimatica da protease foi determinada reagindo 0,5 mL de azocaseina 1%
e 0,3 mL de caldo fermentado centrifugado. Apds 1 hora de incubacéo a 37°C em um banho
termostéatico, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente. Logo apds, adicionou-se
2,4 mL de é&cido tricloacético 10% e centrifugou-se a mistura a 3000 rpm por 15 minutos.
Adicionou-se 2,4 mL de NaOH 1N em 1,6 mL do sobrenadante resultante, e a absorbancia foi
lida em espectrofotometro a 440 nm. A atividade foi expressa em unidade de protease (U),
definida como a quantidade de enzima necessaria para obter uma diferenca de absorbancia de
1 U/(mL.min) de caldo enzimatico (TOMMASO et al., 2010).

3.6.3. Crescimento Celular

O crescimento celular foi quantificado utilizando o valor da massa seca. Apos
centrifugar 50 mL do meio fermentado, lavou-se o centrifugado por 3 vezes com &gua
destilada e, em placa de Petri, previamente tarada, colocou-se para secar em estufa a 90°C por
48 horas. Apds o tempo decorrido colocou-se as placas com a massa seca em dessecador
contendo silica, por 2 horas, pesando as posteriormente.

A massa seca foi expressa em gramas por litro.

3.6.4. Concentracéo de Proteinas

A determinagdo da concentragdo de proteina foi realizada pelo Método de Lowry
(1951) descrito no Apéndice A.
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3.7. Testes Preliminares para o Sistema Aquoso Bifasico

A curva binodal, foi determinada pelo método do ponto de nuvem descrito por
Albertsson (1986). Varios sistemas aquosos bifasicos foram preparados com uma mistura de
alcool e uma solucdo de sal, em tubos separados. A mistura ficou inicialmente turva,
indicando que duas fases eventualmente se formariam. Adicionou-se agua destilada, gota a
gota, seguida por agitacdo suave, até que a turbidez desaparecesse. Os pontos de transicdo de
fase foram aproximados pela medicdo do peso total da agua destilada adicionada ao sistema.
As concentragdes dos componentes de formacdo da fase, encontrados no sistema final, foram
calculadas. A curva binodal foi entdo plotada em diferentes concentracfes de alcool e sal.

3.8. Metodologia Experimental para a Purificacdo da Lipase

(Sistema Agquoso Bifasico)

Os sistemas de fase foram preparados em tubos de centrifuga graduados de 15 mL,
uma quantidade adequada de alcool foi pesada juntamente com solucgéo reserva de sal (40%
p/p) e a amostra do caldo enzimatico (20% p/p). A agua destilada foi entdo adicionada a cada
sistema, gota a gota, para obter uma massa final de 10 g. Apds mistura cuidadosa, por
agitacdo suave, cada sistema foi centrifugado a 4000 rpm durante 10 minutos para induzir a
separacdo de fases e deixado em repouso por 12 horas. Os volumes das fases, superior e

inferior, foram medidos e separados para que cada uma das fases fosse analisada.

3.9. Planejamento Experimental para a Purificacdo da Lipase

(Sistema Agquoso Bifasico)

Para purificacdo da lipase utilizando Sistema Aquoso Bifasico, foi realizado um
Planejamento Composto Central (PCC) com dois niveis originais, utilizando-se o software
Statistica 7.0, tendo-se 22 pontos fatoriais, 2 x 2 pontos axiais e 3 repeti¢des no ponto central,
totalizando 11 experimentos, para cada micro-organismo.

As concentraces dos componentes do sistema aquoso bifasico (&lcool e solucdo de
sal-basico) foram determinadas a partir dos testes preliminares que indicaram que, ambos 0s

micro-organismos estudados neste trabalho, obtiveram maior seletividade e fator de
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purificacdo no sistema de propor¢do entre as concentracdes de alcool e solucéo de sal-basico
em 20/20 (% p/p).

A concentracdo de alcool (%p/p) e de solucdo de sal-basico variou de 14,4 a 25,6.
Neste planejamento, assim como o feito para producdo de lipase, foi utilizado um alfa de
rotabilidade, afim de ampliar a faixa experimental, no valor de 1,41. Todos 0s niveis das

variaveis estudadas foram adimensionalizados (codificados) pela utilizacdo da Equagéo 3.5

X = X=Xo) (35)

" X=X,
2

Sendo que,

X, = valor codificado da variavel (n=1,2...)

X =valor da variavel a ser calculada;

X, = valor da variavel no ponto central;
X, = valor da variavel no nivel superior;

X, = valor da variavel no nivel inferior

As equacdes de codificacdo para a concentracdo de alcool (Ca) e a concentracao se

solucéo de sal-basico (Cs) sdo mostradas, respectivamente, nas Equacées 3.6 e 3.7.

(C, —20)

Xy="2

(3.6)

Xg="—""—7" (3-7)

Na Tabela 3.3 podem ser vistos os valores utilizados no Planejamento Experimental

para as duas variaveis independentes analisadas.
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Tabela 3.3 — Valores utilizados no planejamento para as duas varidveis independentes

-Q -1 0 +1 +q
Ca (% p/p) 14,4 16 20 24 25,6
Cs (% p/p) 14,4 16 20 24 25,6

Ca: Concentragdo de alcool; Cs: concentracao de sal

A Tabela 3.4 mostra a matriz do Planejamento Composto Central (PCC) com valores
codificados e originais das variaveis em estudo, para Candida rugosa e para Geotrichum
candidum. Assim como no PCC anterior, os ensaios foram realizados de forma aleatoria, a

fim de evitar tendenciosidade nos resultados.

Tabela 3.4 — Matriz do Planejamento Composto Central com valores codificados e originais
das variaveis, para ambos 0s micro-organismos.

X4 (Conc. Alcool) Xs (Conc. Sal)

Experimento

(%op/p) (%op/p)
1 -1 (16) -1 (16)
2 -1 (16) +1 (24)
3 +1 (24) -1 (16)
4 +1 (24) +1 (24)
5 -a. (14,4) 0 (20)
6 + o (25,6) 0 (20)
7 0 (20) -a. (14,4)
8 0 (20) + a (25,6)
9 (C) 0 (20) 0 (20)
10 (C) 0 (20) 0 (20)
11 (C) 0 (20) 0 (20)

Realizado o planejamento experimental e analise dos resultados, para Candida rugosa
e para Geotrichum candidum, efetuou-se experimentos nos melhores pontos obtidos pela
analise das superficies de resposta e curvas de contorno e por uma rotina implementada no
software Maple 13, para verificacdo dos pontos Otimos, com o0 objetivo de testar a

reprodutibilidade dos modelos obtidos.

3.10. Célculos das Respostas do Sistema Aquoso Bifasico

3.10.1. Seletividade

A seletividade (S) foi definida como a razéo entre o coeficiente de particdo da lipase

(Ke) e o coeficiente de particdo da proteina (Kp), como mostra a Equagéo 3.8.
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o_Ke AP

B
"B (3.8)

KP AB PT

sendo Ke e Kp as proporcdes de lipase e concentrages de proteina encontrados em cada fase

(superior e inferior), respectivamente. At e Ag as atividades de lipase (em U/mL) da fase

superior e da fase inferior, respectivamente. Pt e Pg as concentracdes total de proteina (em

mg/mL) observadas nas fases superior e inferior, respectivamente.

3.10.2. Fator de Purificacao

O fator de purificagdo (Per) foi calculado pela razdo entre a atividade de lipase na fase

superior e a atividade de lipase do caldo enzimatico inicial, como mostrado na Equagéo 3.9.

AL
P_— S 3.9
o (3.9

Em que:

AL, = atividade de lipase da fase superior (U/mL);

AL, = atividade de lipase do caldo enzimatico inicial (U/mL).

3.10.3. Rendimento da Enzima Recuperada

O rendimento da lipase recuperada na fase superior e inferior foi determinado pelas

equacOes 3.10 e 3.11, respectivamente.

Vo) = — 0 (3.10)
1
1+
i
o 100
YB(/O)_1+(VR.KE) (3.11)
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sendo Yt o rendimento da enzima recuperada da fase superior, Yg 0 rendimento da enzima

recuperada da fase inferior e Vg a razéo do volume entre as fases superior e inferior.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Testes Preliminares para a Producao de Lipase

Os testes preliminares foram realizados para se confirmar os métodos analiticos
utilizados, eliminar possiveis causas de erros sistematicos e definir um tempo ideal de analise
das respostas para as fermentacdes na producéao de lipase.

Durante a fase de testes preliminares avaliou-se, além do tempo de fermentacédo, a
influéncia do pH, da temperatura e da concentracdo de melaco de soja no meio fermentativo.
Foram realizadas fermentacfes em reatores de bancada, variando-se pH e a concentragdo do
melaco de soja no meio fermentativo.

Os resultados mostrados na Figura 4.1 indicam que a atividade de lipase, no meio
fermentado por Candida rugosa, aumenta até o tempo de 12 horas de fermentagéo,
alcancando o valor de 5,25 U/mL, mantendo-se praticamente constante até 48 horas de
fermentacdo, quando essa atividade de lipase comeca a diminuir. Analisando os resultados da
atividade de protease podemos concluir que seu aumento, apds as 48 horas de fermentacao,
influencia na diminuicdo da atividade de lipase. Os resultados de massa seca mostram que
houve crescimento celular nas primeiras 36 horas de fermentacdo, quando se alcangou um
valor de 9,9 g/L, a partir dai se manteve praticamente constante.

Na Figura 4.2, observa-se que a atividade de lipase, no meio fermentado por
Geotrichum candidum, aumenta até o tempo de 24 horas de fermentacdo, chegando a um
valor de 6,25 U/mL, permanecendo praticamente estavel até 48 horas, quando comeca a
decrescer. Analisando os resultados da atividade de protease pode-se observar que seu
aumento, apos as 48 horas de fermentacédo, influencia na diminuicdo da atividade de lipase.
Os resultados de massa seca mostram que houve crescimento celular nas primeiras 48 horas
de fermentacdo, quando se alcangcou um valor de 11,5 g/L, a partir dai se manteve
praticamente constante.

Para Candida rugosa foi escolhido o tempo de 12 horas e para Geotrichum candidum
foi escolhido o tempo de 24 horas, ambos baseados no resultado de atividade de lipase

méaxima alcancada pelos micro-organismos.
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Figura 4.1 — Resultados de atividade de lipase, atividade de protease e de crescimento celular

obtidos nos testes preliminares para a fermentacdo com melaco de soja para Candida rugosa.
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Figura 4.2 — Resultados de atividade de lipase, atividade de protease e de crescimento celular

obtidos nos testes preliminares para a fermentacdo com melago de soja para Geotrichum

candidum.
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Analisando a Figura 4.3, observa-se que, para Candida rugosa, obteve-se a melhor

atividade de lipase, 6,35 U/mL, em um meio de fermentacdo contendo 250 g/L de melaco de

SOja.
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Figura 4.3 — Resultados de atividade de lipase, atividade de protease e de crescimento celular
obtidos nos testes preliminares variando a concentracéo de melaco de soja para Candida

rugosa.

Para os testes realizados com Geotrichum candidum, variando-se a concentracdo de
melaco de soja no meio de fermentacdo, obteve-se uma melhor atividade de lipase de 7,25

U/mL, também para a concentracdo de 250 g/L de melaco de soja, como mostra na Figura 4.4.
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Figura 4.4 — Resultados de atividade de lipase, atividade de protease e de crescimento celular
obtidos nos testes preliminares variando a concentracdo de melago de soja para Geotrichum

candidum.
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Para os testes preliminares realizados, variando-se o pH inicial do meio fermentativo,
pode-se observar que para ambos 0S micro-organismos obtive-se uma maior atividade de
lipase no caldo enzimatico resultante do meio com pH inicial de 3,5.

Na Figura 4.5 pode-se observar que, para Candida rugosa, 0 maior crescimento
celular se deu no meio fermentativo com pH inicial em torno de 4,5, e que a atividade de

protease se manteve-se entre 0,2 e 0,4 para os valores de pH testados.
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Figura 4.5 — Resultados de atividade de lipase, atividade de protease e de crescimento celular

obtidos nos testes preliminares variando o pH inicial do meio contendo melago de soja para

Candida rugosa.
O mesmo comportamento pode ser observado pelo caldo enzimético obtido da

fermentacdo pelo Geotrichum candidum em que obteve um maior crescimento celular em pH

4,5 e a atividade de protease ficou na faixa de 0,3 a 0,45, como mostra a Figura 4.6.
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Figura 4.6 — Resultados de atividade de lipase, atividade de protease e de crescimento celular
obtidos nos testes preliminares variando o pH inicial do meio contendo melago de soja para

Geotrichum candidum.

A partir dos resultados obtidos nos testes preliminares, realizou-se o Planejamento
Composto Central a fim de se obter um ponto 6timo para a producéo de lipase em melago de

soja por Candida rugosa e Geotrichum candidum.

4.2. Planejamento Experimental para a Producao de Lipase

Neste planejamento experimental estudou-se a atividade de lipase do caldo enzimatico
fermentado por Candida rugosa e Geotrichum candidum. A atividade de lipase € avaliada em
relacdo ao pH inicial do meio fermentativo, concentracdo inicial de substrato (melaco de
soja), e pela temperatura de fermentacdo. Estas trés variaveis independentes que afetam
fortemente o desempenho na producdo de lipase foram avaliadas nas faixas: pH inicial do
meio (2,66 a 4,34), a concentracdo de melaco de soja no meio fermentativo (32 a 368 g/L), e
temperatura de fermentacdo (21,6 a 38,4°C), durante todo o processo de producao da lipase, a
temperatura de fermentacdo foi controlada, tanto para Candida rugosa quanto para
Geotrichum candidum. Os experimentos realizados com Candida rugosa foram conduzidos

por 12 horas e os realizados com Geotrichum candidum, foram conduzidos por 24 horas. A
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partir desses resultados experimentais pode-se tracar o perfil dos parametros de operacgdo para
producéo de lipase em melaco de soja.

A Tabela 4.1 mostra os valores codificados e originais das varidveis de estudo e as
respostas atividade de lipase para Candida rugosa e Geotrichum candidum.

Observa-se na Tabela 4.1 que, para o caldo enzimatico resultante da fermentagdo por
Candida rugosa a atividade de lipase variou de 1,25 U/mL (experimentos 1 e 9) a 12,15
U/mL (experimento 15) e, para o caldo enzimatico resultante da fermentagdo por Geotrichum
candidum, a atividade de lipase esteve entre 0,95 U/mL (experimento 9) e 11,60 U/mL
(experimento 15). Além disso verifica-se que 0s pontos centrais apresentaram uma varia¢do
pequena para todas as respostas indicando uma boa repetibilidade do processo.

Pode-se observar que, para ambos 0S micro-organismos, a maior atividade de lipase
ocorreu nos pontos centrais do planejamento experimental, e que o menor valor dessa

atividade ocorreu para o0 menor valor do pH inicial no meio fermentativo.

Tabela 4.1 — Variaveis utilizadas no PCC e a resposta de atividade de lipase para Candida

rugosa e Geotrichum candidum

Atividade de Lipase (U/mL)
Experimento X (pH) x(%g) Té /(S) Candida  Geotrichum
rugosa candidum
1 -1(3,0) -1 (25) -1 (100) 1,25 2,15
2 -1(3,0) -1 (25) +1 (300) 1,90 1,95
3 -1(3,0) +1 (35) -1 (100) 2,25 2,60
4 -1(3,0) +1 (35) +1 (300) 1,95 3,70
5 +1 (4,0) -1 (25) -1 (100) 6,75 6,15
6 +1 (4,0) -1 (25) +1 (300) 11,40 10,80
7 +1 (4,0) +1 (35) -1 (100) 6,05 5,45
8 +1 (4,0) +1 (35) +1 (300) 9,70 11,55
9 -a. (2,66) 0 (30) 0 (200) 1,25 0,95
10 + a (4,34) 0 (30) 0 (200) 8,50 8,11
11 0 (3,5 - 0.(21,6) 0 (200) 9,15 9,65
12 0 (3,5 +a(38,4)  0(200) 9,60 5,00
13 0 (3,5 0 (30) -0.(32) 4,65 3,20
14 0 (3,5 0 (30) + a (368) 7,75 9,15
15 (C) 0 (3,5 0 (30) 0 (200) 12,15 11,50
16 (C) 0 (3,5 0 (30) 0 (200) 11,90 11,35
17 (C) 0 (3,5 0 (30) 0 (200) 12,00 11,60
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Um nivel de significAncia de 95% foi considerado, ou seja, foram considerados
significativos os parametros em que p < 0,05.
Com os resultados apresentados na Tabela 4.3, foi possivel analisar estatisticamente o
comportamento de cada resposta. Para isto, determinaram-se os coeficientes de regressdo apos
a realizacdo da regressdo multipla no programa Statistica 7.0.

4.2.1. Atividade de Lipase do Caldo Enzimatico Fermentado por Candida

rugosa

A Tabela 4.2 mostra os coeficientes de regressdo das variaveis e interagdes com
parametros significativos e ndo significativos para a resposta de atividade de lipase do caldo
enzimatico fermentado por Candida rugosa, bem como os valores dos niveis de significancia
relacionados aos mesmos.

A partir desta analise foi obtida a Equacéo 4.1:

ALc(U/mL)=12,10+2,84.X3-2,82.X1%-0,04.X5-1,23.X,%+1,02.X3-2,36.X5°-0,43.X1. X o+
0,99.X1.X3-0,24.X,X3 (4.1)

Tabela 4.2 — Regressdo multipla para a resposta atividade de lipase de Candida rugosa
Coeficiente de

Variaveis e interacdes « Desvio t(7) p
Regresséo
Termo Independente 12,10335 0,711421 17,01293 0,000001
(X1) pH (L) 2,83689 0,668179 8,49141 0,000062
pH (Q) -2,82355 0,735428 -7,67867 0,000118
(X2) Temperatura (L) -0,04344 0,668179 -0,13001 0,900214
Temperatura (Q) -1,23256 0,735428 -3,35196 0,012218
(X3) Concentracéo (L) 1,01514 0,668179 3,03852 0,018886
Concentracéo (Q) -2,35510 0,735428 -6,40469 0,000366
X1.X2 -0,43125 0,873017 -0,98795 0,356087
X1.X3 0,99375 0,873017 2,27659 0,056922
X2.X3 -0,24375 0,873017 -0,55841 0,593969
R2=0,96

Considerando os niveis de significancia (p) menores que 5% para a resposta atividade
de lipase, os pardmetros ndo significativos que puderam ser desprezados, foram: as interac6es

entre as variaveis X;.X; e X,.X3, e 0 termo quadratico da temperatura.
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A Equagdo 4.2 representa 0 modelo com as variaveis significativas codificadas para a

resposta atividade de lipase.

AL (%) = 12,10+2,84.X1-2,82.X1-1,23.X,%+1,02.X3-2,35.X3°+0,99.X1. X3 (4.2)

Analisando-se a Equacdo 4.2 pode-se verificar que a temperatura (X;) ndo exerceu
influéncia significativa, sobre a atividade de lipase, de forma linear ou por interagdes com
outras variaveis.

Pela analise dos coeficientes das variaveis isoladas na Equacdo 4.2, pode-se observar
que o pH (X;) contribui consideravelmente para o aumento da resposta atividade de lipase,
desde que assuma valores codificados superiores ao nivel central (3,5). Um aumento na
concentracdo de melaco de soja no meio fermentativo (X3) também contribui para 0 aumento
dessa atividade.

O sinal positivo dos coeficientes X; e X3 indicou que maiores valores do pH inicial e
da concentracdo de melaco de soja no meio contribuem para um aumento da atividade
lipolitica na producéo de lipase por Candida rugosa. A Tabela 4.3 confirma a interpretacao
dada ao modelo, deixando evidente que valores de pH inicial (X;) e de concentracdes de
melaco de soja (X3) proximos aos dos pontos centrais, produzem maiores atividade de lipase.

O coeficiente de correlacdo (R?) obtido apés o ajuste foi de 0,95, indicando que 0s
resultados foram explicados pela equacdo empirica proposta com 95% da variabilidade dos
dados. Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e

previstos pelo modelo, expressos na Figura 4.7
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Figura 4.7 — Valores preditos por valores experimentais pelo modelo para a atividade de

lipase de Candida rugosa

Pela Figura 4.8 pode-se observar que os erros de ajustamento se mostram
independentes e normalmente distribuidos em torno da reta, o que indica normalidade para a

resposta atividade de lipase.
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Figura 4.8 — Distribuicao dos residuos para a resposta atividade de lipase de Candida rugosa

Como o modelo foi significativo, foi possivel construir as superficies de resposta e
definir regibes de interesse. A Figura 4.9 ilustra a superficie de resposta e a curva de contorno
em fungéo de X; e X, para a atividade de lipase. Por se tratar de um planejamento que visa

otimizar trés variaveis de processo, elas serdo apresentadas graficamente duas a duas junto a
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resposta avaliada. Sendo assim, a Figura 4.10 ilustra a superficie de resposta e a curva de

contorno em funcdo de X; e X3, e a Figura 4.11 ilustra a superficie de resposta e a curva de
contorno em funcao de X; e Xs.
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Figura 4.9 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta atividade de lipase
(Candida rugosa) em funcéo do pH e da temperatura de fermentacéo
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Figura 4.10 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta atividade de lipase
(Candida rugosa) em funcéo do pH e da concentracdo de melago de soja no meio

Analisando as curvas de contorno das Figuras 4.9 e 4.10 definiu-se a faixa de pH
inicial do meio de fermentacdo que maximiza a atividade de lipase.

A curva de contorno que representa o efeito do pH inicial do meio de fermentacdo em
sinergismo com a temperatura de operacdo (Figura 4.9) indica uma faixa aproximada de 3,5 a
4,0 para a maximizacdo da resposta em questdo. O efeito combinado do pH inicial e da
concentracdo de melago de soja no meio (Figura 4.10) indica uma faixa também de 3,5 a 4,0.
Portanto, esta é a faixa que satisfaz ambos os efeitos combinados, ou seja, pode-se afirmar

que para maximizacdo da atividade lipolitica na producdo de lipase em melago de soja por
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Candida rugosa, dentro da regido experimental trabalhada, o pH inicial do meio deve estar
entre 3,5 e 4,0.
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Figura 4.11 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta atividade de lipase
(Candida rugosa) em funcéo da temperatura de fermentacdo e da concentracdo de melago de
soja no meio.

Da mesma forma que para o pH inicial, a partir das curvas de contorno das Figuras 4.9
e 4.11, definiu-se a faixa de temperatura de operacdo que maximiza a atividade lipolitica na
producdo de lipase por Candida rugosa na regido experimental trabalhada. A faixa
aproximada de temperatura correspondente a maxima atividade de lipase esta entre 26 e 33°C.

Para a definicdo da concentracdo de melaco de soja no meio fermentativo que
maximiza a atividade lipolitica na producdo de lipase por Candida rugosa foi realizada a
andlise das curvas de contorno das Figuras 4.10 e 4.11. De acordo com esta andlise, visando
uma maior atividade de lipase € interessante que a concentracdo de melaco de soja no meio
esteja entre 180 e 260 g/L.

Com o objetivo de encontrar 0 ponto estacionario para a atividade de lipase, ou seja, 0
ponto correspondente a maximizacdo da resposta atividade de lipase dentro da regido de
otimizacdo, realizou-se uma analise canbnica utilizando o modelo completo representado
pelos coeficientes de regressao mostrados na Tabela 4.4. Utilizou-se um algoritmo
implementado no software Maple 13 e definiram-se as condi¢c@es que maximizaram a resposta
atividade de lipase, que foram: pH inicial do meio 3,8, temperatura de fermentacdo 29,2°C e
concentracdo de melaco de soja no meio de 234,5 g/L. Tal resultado mostra-se em
concordancia a analise anterior ja que todas as variaveis determinadas se encontram dentro da
faixa definida.

54



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

A partir da Equagéo 4.2, obteve-se uma atividade de lipase de 13,03 U/mL quando da
substituicdo do ponto 6timo.

Benjamin e Pandey (1997) utilizaram Candida rugosa imobilizada para produgdo de
lipases em reator de leito empacotado e obtiveram 12,55 U/mL com células imobilizadas em
alginato de calcio.

Segundo Lakshmi et al. (1999), que estudou a producdo de lipase por Candida rugosa
em meio contendo 6leos vegetais, obtiveram atividade lipolitica de 4,5 U/mL.

Dalmau et al. (2000), estudaram os efeitos de diferentes fontes de carbono na
producéo de lipase por Candida rugosa em fermentacdo submersa, utilizando meio contendo
2g/L de Tween 80 em pH 6,2 e temperatura 30°C e obtiveram uma atividade de 0,4 U/mL.

Moraes et al. (2007), produziram lipase de Candida rugosa utilizando soro de queijo,
obtiveram uma atividade de lipase média de 15,4 U/mL.

Tommaso et al. (2010), estudaram os efeitos da proteina do queijo no meio de
fermentacdo para producdo de lipase por Candida rugosa, apos 5 dias (120 horas) de
fermentacao e obtiveram uma atividade de lipase media de 20,2 U/mL.

Comparando-se os valores de atividade lipolitica da lipase produzida por Candida
rugosa, obtidos nos experimentos e nos trabalhos citados, nota-se que no presente trabalho

foram obtidos resultados com valores préximos aos encontrados na literatura.

4.2.2. Atividade de Lipase do Caldo Enziméatico Fermentado por

Geotrichum candidum

Os coeficientes de regressdo das variaveis e interacbes com parametros significativos e
ndo significativos para a resposta de atividade de lipase do caldo enzimatico fermentado por
Geotrichum candidum, bem como os valores dos niveis de significancia relacionados aos
mesmos s&o mostrados na Tabela 4.3.

A partir desta analise foi obtida a Equacéo 4.3:

ALg(U/mL)=11,49+2,60.X1-2,49.X1-0,41.X5-1,50.X,%+1,59.X3-1,91.X3%-0,27.X1. X+
1,23.X1.X3+0,34.X,X3 (4.3)
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Tabela 4.3 — Regressdo multipla para a resposta atividade de lipase de Geotrichum candidum
Coeficiente de

Variaveis e interacdes Regressio Desvio t(7) p
Termo Independente 11,49193 0,748031 15,36291 0,000001
(X1) pH (L) 2,60552 0,702563 7,41719 0,000147
pH (Q) -2,48886 0,773273 -6,43722 0,000355
(X2) Temperatura (L) -0,40788 0,702563 -1,16112 0,283655
Temperatura (Q) -1,49980 0,773273 -3,87909 0,006060
(X3) Concentracdo (L) 1,58577 0,702563 4,51425 0,002751
Concentracéo (Q) -1,90638 0,773273 -4,93069 0,001693
X1.X2 -0,26875 0,917943 -0,58555 0,576561
X1.X3 1,23125 0,917943 2,68263 0,031419
X2.X3 0,34375 0,917943 0,74896 0,478290

R2=0,95

Assim como para o planejamento experimental realizado para producéo de lipase por
Candida rugosa, a temperatura e as interaces entre as variaveis X;.X; e X,.X3 foram os
parametros ndo significativos, que puderam ser desprezados para o nivel de significancia de
95% para a resposta atividade de lipase empregando Geotrichum candidum.

A Equacdo 4.4 representa 0 modelo para a resposta atividade de lipase empregando
Candida rugosa com as variaveis significativas codificadas para a resposta atividade de
lipase.

ALg(%) = 11,49+2,61.X3-2,49.X1-1,50.X,%+1,58.X3-1,91.X3°+1,23.X1. X3 (4.4)

Avaliando-se a Equacdo 4.4 verifica-se que, assim como para producdo de lipase por
Candida rugosa, a temperatura (X;) ndo exerceu influéncia significativa, sobre a atividade de
lipase, de forma linear ou por interagdes com outras variaveis.

A mesma andlise, feita para os coeficientes das variaveis isoladas na Equacdo 4.2,
pode ser feita na Equacéo 4.4, observando que o pH (X1) contribui consideravelmente para o
aumento da resposta atividade de lipase, desde que assuma valores codificados superiores ao
nivel central (0,0). Um aumento na concentracdo de melaco de soja no meio fermentativo (X3)
também contribui para 0 aumento dessa atividade.

O sinal positivo dos coeficientes X; e X3 indica que maiores valores do pH inicial e da
concentracdo de melago de soja no meio contribuem para um aumento da atividade lipolitica
na producéo de lipase por Geotrichum candidum. A Tabela 4.1 confirma a interpretacdo dada
ao modelo, deixando evidente que valores de pH inicial (X1) e de concentracdes de melaco de

soja (X3) proximos aos dos pontos centrais, produzem maiores atividade de lipase.
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O coeficiente de correlacdo (R?) obtido apds o ajuste foi de 0,94, indicando que 0s
resultados foram explicados pela equacdo empirica proposta com 94% da variabilidade dos
dados. Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e

previstos pelo modelo, expressos na Figura 4.12.
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Figura 4.12 — Valores preditos por valores experimentais pelo modelo para a atividade de

lipase de Geotrichum candidum

A Figura 4.13 mostra que os erros de ajustamento sdo independentes e normalmente

distribuidos em torno da reta, indicando normalidade para a resposta atividade de lipase.

25

2.0
[+]
1,5
1,0 o °
(e}
2 05 o
=
=
[ &
& 00 2
o © @
o
0,5
[+]
1,0 °
Le)
1,5
2.0
2 0 2 4 6 8 10 12 14

Valores Preditos

Figura 4.13 — Distribuicdo dos residuos para a resposta atividade de lipase de Geotrichum
candidum
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Como o modelo foi significativo, construiu-se as superficies de resposta e definiu-se as
regides de interesse. A superficie de resposta e a curva de contorno em funcéo de X; e X; para
a atividade de lipase € ilustrada na Figura 4.14. Por se tratar de um planejamento que visa
otimizar trés variaveis de processo, elas serdo apresentadas graficamente duas a duas junto a
resposta avaliada. Sendo assim, a superficie de resposta e a curva de contorno em fungéo de

X1 e Xs € ilustrada na Figura 4.15, e a superficie de resposta e a curva de contorno em funcéo
de X e Xj ilustrada pela Figura 4.16.
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Figura 4.14 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta atividade de lipase
(Geotrichum candidum) em funcdo do pH e da temperatura de fermentacéo

» [0

aclicann

Q

Z g

- (1]
o e —
3 g4
(3 QD
1% o~

ﬁg, 5

% (&

3,5

LOob®

pH
Figura 4.15 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta atividade de lipase
(Geotrichum candidum) em funcdo do pH e da concentracdo de melaco de soja no meio

A faixa de pH inicial do meio de fermentacdo que maximiza a atividade de lipase foi
definida a partir da analise feita nas curvas de contorno das Figuras 4.14 e 4.15.

A curva de contorno que representa o efeito do pH inicial do meio de fermentagdo em
sinergismo com a temperatura de operagdo (Figura 4.14) indica uma faixa aproximada de 3,5

a 4,0 para a maximizacdo da resposta em questdo. O efeito combinado do pH inicial e da
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concentracdo de melago de soja no meio (Figura 4.15) indica uma faixa também de 3,6 a 4,1.
Com isso, pode-se afirmar que a faixa que satisfaz ambos os efeitos combinados para
maximizacdo da atividade lipolitica na producdo de lipase em melaco de soja por Geotrichum

candidum, dentro da regido experimental trabalhada, o pH inicial do meio deve estar entre 3,6
e 4,0.
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Figura 4.16 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta atividade de lipase

(Geotrichum candidum) em funcdo da temperatura de fermentacdo e da concentracdo de
melaco de soja no meio.

Da mesma forma que para o pH inicial, a partir das curvas de contorno das Figuras
4.14 e 4.16, a faixa de temperatura de operacdo que maximiza a atividade lipolitica na
producdo de lipase por Geotrichum candidum na regido experimental trabalhada, foi definida.
A faixa aproximada de temperatura correspondente a maxima atividade de lipase esta entre 27
e 32°C.

Foram analisadas as curvas de contorno das Figuras 4.15 e 4.16 para a definicdo da
faixa de concentracdo de melaco de soja no meio fermentativo que maximiza a atividade
lipolitica na producdo de lipase por Geotrichum candidum. De acordo com esta analise,
visando uma maior atividade de lipase é interessante que a concentracdo de melaco de soja no
meio esteja entre 200 e 290 g/L.

Para encontrar o ponto estacionario para a atividade de lipase, ponto correspondente a
maximizacdo da resposta atividade de lipase dentro da regido de otimizacdo, realizou-se uma
analise candnica utilizando o modelo completo representado pelos coeficientes de regressdo
mostrados na Tabela 4.4. Assim como para as respostas de atividade de lipase do caldo
enzimatico fermentado por Candida rugosa, utilizou-se um algoritmo implementado no

software Maple 13 e definiram-se as condi¢gbes que maximizaram a resposta atividade de
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lipase: pH inicial do meio 3,8, temperatura de fermentacdo 29,4°C e concentracdo de melaco
de soja no meio de 262,6 g/L. Tal resultado mostra-se em concordancia a andlise anterior ja
que todas as variaveis determinadas se encontram dentro da faixa definida.

A partir da Equacéo 4.4, substituindo o ponto 6timo, obteve-se uma atividade de lipase
de 12,84 U/mL, valor proximo ao obtido no ponto central.

Mladenoska e Dimitrovski (2001) utilizaram Geotrichum candidum para producéo de
lipases em meio contendo 6leo de semente de girassol e obtiveram uma atividade de lipase
maxima de 0,28 U/mL.

Maldonado et al. (2006), estudaram os efeitos de diferentes substratos na producao de
lipase por Geotrichum candidum em fermentagdo submersa a partir de meios industriais em
reator tipo airlift e obtiveram uma atividade de lipase média de 24 U/mL.

Segundo Farias et al. (2012), que estudaram a producdo de lipase por Geotrichum
candidum em meio contendo Oleos de andiroba como substrato, a atividade lipolitica
alcancada foi de 14,09 U/mL, apds 48 horas de fermentacéo.

Comparando-se os valores de atividade lipolitica da lipase produzida por Geotrichum
candidum, obtidos nos experimentos e nos trabalhos citados, nota-se que no presente trabalho
foram obtidos resultados com valores na media aos obtidos por Mladenoska e Dimitrovski
(2001), Maldonado et al. (2006) e Farias et al. (2012).

4.2.3. Reprodutibilidade do Ponto Otimizado para a Producéo de Lipase

O principal objetivo desta etapa foi verificar se ocorreria reprodutibilidade dos
resultados apontados pelos modelos, quando empregadas as condicGes experimentais
indicadas pela analise das superficies de resposta e curvas de contorno e pelos pontos
estacionarios determinados pela utilizacao de rotina implementada no software Maple 13.

Pela analise das superficies de resposta e curvas de contorno, verifica-se que:

e Para a producdo de lipase em melaco de soja por Candida rugosa o pH deve estar na
faixa de 3,4 a 4,0, a temperatura de fermentacdo entre 26 e 33°C e a concentracdo de
melaco de soja no meio para fermentacdo deve estar entre 180 e 260 g/L para
maximizar a atividade de lipase. Optou-se por trabalhar com pH inicial do meio de
3,8, contendo 200 g/L de melaco de soja fermentando a 27°C. Os valores de
temperatura e concentracdo do melagco de soja foram escolhidos visando a questdo
econdmica do processo. Como a concentracdo de melago de soja ndo é um entrave
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econdmico, uma vez que é um co-produto do processamento do 6leo de soja, optou-se
por trabalhar com o valor citado. Aplicando-se tais parametros no experimento de
validacéo, a fermentagdo resultou-se num caldo enzimatico com atividade de lipase de
12,5 U/mL.

e Para a producdo de lipase em melaco de soja por Geotrichum candidum o pH deve
estar na faixa de 3,4 a 4,0, a temperatura de fermentacdo entre 27 e 32°C e a
concentracdo de melaco de soja no meio para fermentacdo deve estar entre 200 e 290
g/L para maximizar a atividade de lipase. Como as faixas de operagdo que
maximizem a atividade de lipase sdo bem préximas as da producdo de lipase por
Candida rugosa, optou-se por trabalhar com os mesmos parametros. Aplicando-se
esses parametros no teste de validacdo, obteve-se um caldo enziméatico comatividade
de lipase de 11,9 U/mL.

4.3. Testes Preliminares para a Purificacdo da Lipase (Sistema

Aquoso Bifasico)

4.3.1. Influéncia das composicOes das fases na atividade de lipase

Para determinar a influéncia de cada composicéo das fases na estabilidade da lipase de
Candida rugosa e Geotrichum candidum, o caldo enzimatico produzido por cada um destes
micro-organismos foi misturado com alguns compostos (Etanol, 2-propanol, fosfato de
potassio, citrato de sddio e sulfato de aménio). Os resultados para estes compostos sao

mostrados na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 — Efeito das composicOes das fases na estabilidade da atividade de lipase para
Candida rugosa e Geotrichum candidum. As concentracfes de alcool e sal foram expressas
em (% Vv/v) e (% plv), respectivamente.

Composicao Concentraco Atividade de lipase relativa
das fases ¢ Candida rugosa Geotrichum candidum
Controle 100 100

Etanol 40 100,9 100,3

80 94,8 93,9

2-propanol 40 99,6 99,4
prop 80 101,9 101,7

.. 20 159,3 158,5

Fosfato de Potassio 40 1331 1325
. 20 46,7 46,5

Sulfato de Aménio 40 271 273
. , 20 101,8 101,3
Citrato de Sodio 40 78,7 777

Em geral, a lipase se manteve estavel na presenca de etanol e 2-propanol, o que torna
estes solventes organicos ideais componentes na aplicacdo do Sistema Aquoso Bifasico
(SAB). Estudos anteriores demonstraram que algumas lipases podem manter a atividade
catalitica altamente estavel em solventes organicos (SAXENA et al., 2003; LIMA et al.,
2004). Acredita-se que o solvente organico ajuda a manter a conformacéo aberta da enzima,
expondo o sitio ativo e, assim, estimulando a atividade de lipase (RUA et al., 1993).

Observa-se, pela Tabela 4.6, que a lipase de ambos 0s micro-organismos foi
ligeiramente ativada em concentracbes de 80% (v/v) de 2-propanol, embora tenha sido
parcialmente inativada na mesma concentracdo de etanol. A estabilidade das lipases tambem
foi determinada misturando o caldo enzimatico em uma solucdo de sal a 20% (p/v) e o0s
resultados mostraram que esta atividade é aumentada por fosfato de potassio, e, em menor
grau, por citrato de sddio. No entanto, a lipase foi fortemente inibida por sulfato de amonio (a
atividade relativa foi de apenas 46,7% para Candida rugosa e 46,5% para Geotrichum
candidum). Uma quantidade detectavel de precipitacdo de proteina foi observada na solucédo
de sulfato de amdnio, indicando, que o sulfato de amdnio tem uma elevada capacidade de
salting-out causando agregacdo de proteinas, que foi confirmada pelo teste realizado com o
precipitado de proteina, dissolvido em solugdo tampdo e testados com o ensaio de lipase. A

presenca de lipase foi detectada.
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Os resultados também mostraram que a fase composta por uma maior concentragdo de
solucéo salina a 40% (p/v), reduz a atividade de lipase se comparada com a atividade de lipase
obtida na fase composta por solugéo salina a 20% (p/v).

4.3.2. Diagrama de Fases

Os diagramas de fase do etanol e 2-propanol com os trés tipos de sais (fosfato de
potéssio, sulfato de amdnio e o citrato de sodio) sdo mostrados na Figura 4.7 (a-c).
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Figura 4.17 — Diagramas de fase dos Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs). As curvas
binodais do etanol (m) e do 2-propanol (e) foram plotadas contra (a) fosfato de potassio, (b)
sulfato de aménio e (c) citrato de sodio.

De acordo com a Figura 4.17, observa-se que as curvas binodais associadas com 0s
sistemas etanol/sal indicaram maior polaridade. I1sso se deve ao fato do etanol melhorar a

solubilidade e miscibilidade global dos sais (GREVE, 1991). As curvas binodais dos sistemas
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2-propanol/sal se aproximaram mais da origem do que as curvas de binodais de sistemas de
etanol/sal, devido a maior solubilidade deste sistema.

A curva binodal observada no diagrama de fases de etanol/citrato de sddio foi curta,
indicando uma provavel instabilidade deste SAB. Isto pode ser devido a baixa solubilidade do
citrato de sddio em etanol, ou seja, ocorreu a precipitacdo deste sal.

4.3.3. Selecéo do Sistema Alcool/Sal-Basico

A Tabela 4.5 apresenta os resultados do estudo da particdo da lipase nos SABs
alcool/sal representados pelos valores de seletividade (S), fator de purificacdo (FP) e
rendimento da enzima recuperada (R). Estes sistemas foram selecionados com base nas

composicdes relativas dos diagramas de fase.

Tabela 4.5 — Particdo da lipase de Candida rugosa e Geotrichum candidum em diferentes

sistemas alcool/sal.

Concentracéao Candida rugosa Geotrichum candidum
Sistemas alcool/sal
(% p/o) FP R S FP R
Fosf. Potéassio 20/20 22451 10,63 958 | 19414 991 934
Etanol Cit. Sodio 24/26 142,41 9,10 96,2 | 124,45 859 92,2
Sulf. Amonio 24/26 114,75 7,71 916 | 101,81 7,12 89,1
Fosf. Potéassio 20/20 292,72 12,08 96,0 | 287,63 11,97 96,5
2-propanol Cit. Sodio 24/26 133,09 9,79 95,2 | 99,32 9,18 90,5
Sulf. Amonio 24/26 155,39 6,81 948 | 107,63 6,68 915

Os resultados mostram que os maximos valores de seletividade e fator de purificacéo,
para Candida rugosa foi de 292,72 e 12,08, respectivamente, e para Geotrichum candidum foi
de 287,63 e 11,97, respectivamente, ambos alcancados pelo sistema 2-propanol/fosfato de
potassio, implicando que o fosfato de potassio, é adequado para utilizagdo como um sal
“phaseforming” (formador de fase). Além disso, o sistema 2-propanol/fosfato de potéssio
apresentou bons resultados em termos de rendimento de lipase apds purificacdo (Candida

rugosa — 96%; Geotrichum candidum — 96,5%). Sabe-se que o pH é uma variavel critica na
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purificacdo de enzimas em sistemas aquosos bifasicos. Os valores de pH gerados nos sistemas
com fosfato de potéssio, citrato de sodio e sulfato de aménio ficaram entre 5,5 e 6,0, 7,5 e 8,0,
e 5,0 e 5,5, respectivamente.

O propanol, comparado com o etanol, possui estrutura molecular com cadeia de
hidrocarbonetos mais longa e isso facilita a interacdo do alcool com a lipase, aumentando,
assim, sua particao.

Os baixos resultados obtidos, para a purificacdo da lipase de ambos 0s micro-
organismos, pelo sistema &lcool/citrato de sodio, devido a baixa solubilidade do citrato de
sodio em etanol, ou seja, ocorreu a precipitacdo deste sal, 0 mesmo ocorrido durante 0s
experimentos para plotar as curvas binodais.

Analisando os dados apresentados nas Tabelas 4.7, o sistema 2-propanol/fosfato de
potassio, foi escolhido para o Planejamento Composto Central, visando otimizar a purificacdo

da lipase, para ambos 0s micro-organismos.

4.4. Planejamento Experimental para a Purificacdo da Lipase

(Sistema Agquoso Bifasico)

No planejamento experimental para a purificacdo da lipase de Candida rugosa e
Geotrichum candidum em Sistema Aquoso Bifasico (SAB) alcool/sal, estudou-se a
seletividade e o fator de purificacdo para ambos 0s micro-organismos. Estes 2 fatores foram
avaliados em relacdo a composicdo das fases do SAB, variando-se a concentracdo de 2-
propanol (% p/p) e a concentracdo de fosfato de potassio (% p/p), apos isso, calculou-se o
rendimento da enzima recuperada. Estas duas variaveis independentes que afetam o
desempenho na purificacdo de lipase em SAB alcool/sal foram avaliadas nas faixas:
concentracdo de 2-propanol e de fosfato de potéassio (14,4 a 25,6% p/p), tanto para Candida
rugosa quanto para Geotrichum candidum. A partir desses resultados experimentais pdde-se
tracar o perfil dos pardmetros de operacdo para purificacdo de lipase em sistema aquoso
bifasico alcool/sal.

A Tabela 4.6 mostra os valores codificados e originais das variaveis de estudo e as
respostas seletividade (S) e fator de purificagdo (FP) para Candida rugosa e Geotrichum

candidum.
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Tabela 4.6 — Variaveis utilizadas no PCC e a resposta de seletividade (S) e fator de
purificacdo (FP) para Candida rugosa e Geotrichum candidum

X4 (Conc. 2- Xs (Conc. Candida rugosa Geotrichum candidum
Experimento  propanol)  fosf. potassio)
(%plp) (%plp) ¥ P > il
1 -1 (16) -1 (16) 302,09 12,85 287,62 11,97
2 -1 (16) +1 (24) 195,25 10,90 175,45 7,27
3 +1 (24) -1 (16) 162,71 10,21 145,63 6,09
4 +1 (24) +1 (24) 97,61 9,38 83,79 3,45
5 -a (14,4) 0 (20) 260,33 11,53 224,35 9,40
6 + a (25,6) 0 (20) 32,54 7,29 26,95 1,25
7 0 (20) -a (14,4) 249,52 11,04 259,29 9,69
8 0 (20) + a (25,6) 29,08 6,32 21,03 0,88
9(C) 0 (20) 0 (20) 291,88 11,74 260,82 11,16
10 (C) 0 (20) 0 (20) 293,16 12,50 272,99 11,60
11 (C) 0 (20) 0 (20) 292,58 12,15 284,52 11,45

Observa-se na Tabela 4.6 que, apés aplicar o SAB, o caldo enzimatico fermentado por
Candida rugosa resultou numa seletividade que variou de 29,08 (experimento 8) a 302,09
(experimento 1) e o fator de purificacdo variando de 7,29 (experimento 8) a 12,85
(experimento 1), para o caldo enzimético resultante da fermentacdo por Geotrichum
candidum, tratado em SAB a seletividade esteve entre 21,03 (experimento 8) e 287,62
(experimento 1). Verifica-se também a boa repetibilidade do processo uma vez que 0s pontos
centrais apresentaram uma pequena variagdo para todas as respostas.

Pode-se observar que, para ambos 0s micro-organismos, 0S maiores valores da
seletividade e do fator de purificacdo ocorreram nos experimentos 1 e nos pontos centrais do
planejamento experimental, e que o menor valor dessas respostas ocorreu para altas
concentragdes de 2-propanol.

O nivel de significancia considerado foi de 95%, ou seja, foram considerados
significativos os parametros em que p < 0,05.

Com os resultados apresentados na Tabela 4.8, foi possivel analisar estatisticamente o
comportamento de cada resposta. Entdo, determinaram-se os coeficientes de regressao apds a

realizacdo da regressdo multipla no programa Statistica 7.0.

4.4.1 Seletividade

A Tabela 4.7 apresenta os coeficientes de regressdo das variaveis e interagdes com

parametros significativos e ndo significativos, além dos niveis de significancia, desvio e valor
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do teste de t de student associado a cada um, para o caldo enzimatico fermentado por Candida

rugosa.
A Equacdo 4.5 refere-se ao modelo, considerando parametros significativos e ndo

significativos da seletividade para o caldo enzimético fermentado por Candida rugosa.
Seletividadecy) = 292,54-69,89.X4-61,42.X,>-60,46.X5-64,98.X5*+10,43.X4. X5 (4.5)

Tabela 4.7 — Regressdo multipla para a resposta seletividade da lipase de Candida rugosa
Coeficiente de

Variaveis e interacdes Desvio t(5) p

Regressao
Termo Independente 292,5398 22,63242 12,92570 0,000049
(X4)Conc. 2-propanol(L) -69,8955 27,71898 -5,04315 0,003956
Conc. 2-propanol (Q) -61,4157 32,99226 -3,72304 0,013669
(Xs)Conc. Fosf. Potéssio(L) -60,4612 27,71898 -4,36244 0,007274
Conc. Fosf. Potéssio (Q) -64,9832 32,99226 -3,93930 0,010968
X4.Xs5 10,4350 39,20051 0,53239 0,617255

R?2=0,93

Os coeficientes de regressdo das variaveis e interagdes com parametros significativos e
ndo significativos, aléem dos niveis de significancia de 95%, desvio e valor do teste de t de
student associado a cada um, para o caldo enzimatico fermentado por Geotrichum candidum,
sdo apresentados na Tabela 4.8.

A Equacéo 4.6 refere-se ao modelo, considerando os dados apresentados na Tabela
4.10.

Seletividade g = 328,68-59,74.X,-45,53.X,>-59,27.X5-31,02.X5°+121,99.X4. X5 (4.6)

Tabela 4.8 — Regressdo maltipla para a resposta seletividade da lipase de Geotrichum
candidum

Coeficiente de

Variaveis e interacdes « Desvio t(5) p
Regresséo
Termo Independente 328,6775 21,74642 12,54352 0,000057
(X4)Conc. 2-propanol(L) -59,7396 26,63385 -4,81358 0,004826
Conc. 2-propanol (Q) -45,5289 31,70069 -4,00679 0,010254
(Xs)Conc. Fosf. Potassio(L) -59,2758 26,63385 -4,79616 0,004900
Conc. Fosf. Potassio (Q) -31,0188 31,70069 -3,54907 0,016404
X4. X5 121,9883 37,66590 0,66811 0,533660
R2=0,93
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As equacdes resultantes apos a eliminacéo dos parametros ndo significativos, com p >
0,05 séo apresentadas pela Equacédo 4.7 e Equacdo 4.8 para Candida rugosa e Geotrichum

candidum, respectivamente.
Seletividadecy = 292,54-69,89.X,-61,41.X,°-60,46.X5-64,98.Xs5” (4.7)
Seletividadege = 272,78-64,10.X,-63,51.X,°-63,87.X5-56,25.X5” (4.8)

O coeficiente de regressdo (R?) obtido apds o ajuste, para a resposta de seletividade da
analise do caldo enziméatico para ambos os micro-organismos, foi de 0,93, indicando que a
equacdo empirica proposta reproduz com fidelidade os resultados obtidos experimentalmente.
Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos

pelo modelo, como mostra a Figura 4.18 e Figura 4.19.
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Figura 4.18 — Valores preditos por valores experimentais pelo modelo para a seletividade da

lipase de Candida rugosa
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Figura 4.19 — Valores preditos por valores experimentais pelo modelo para a seletividade da

lipase de Geotrichum candidum

Os parametros ndo significativos eliminados para ambos o0s casos foram as interacfes
entre as variaveis X4.Xs, que apresentaram p > 0,05. Pode-se perceber pela analise das
Equacdes 4.7 e 4.8, que tanto o efeito de concentracdo do 2-propanol como o efeito da
concentracdo de fosfato de potassio atuam de forma bastante expressivas e aproximadas, na
seletividade.

Observando a Figura 4.20 e Figura 4.21, verifica-se que a distribuicdo dos residuos
comportou-se aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando qualquer tendéncia quanto a

distribuicéo.
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Residucs
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Figura 4.20 - Distribuicdo dos residuos para a resposta seletividade da lipase de Candida

rugosa
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Figura 4.21 - Distribuicdo dos residuos para a resposta seletividade da lipase de Geotrichum

candidum

Nesse caso, foi possivel, construir as superficies de resposta e definir a regido de

interesse. As Figuras 4.22 e 4.23 ilustram a superficie de resposta e a curva de contorno em

fungdo da concentracdo de 2-propanol (% p/p) (Xa) e da concentracdo de fosfato de potéssio

(% p/p) (Xs) para a seletividade do caldo enzimatico fermentado por Candida rugosa e

Geotrichum candidum, respectivamente.
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Figura 4.22 — Superficie de resposta e curva de contorno para a seletividade (Candida
rugosa) em fungdo da concentracao de 2-propanol e da concentracdo de fosfato de potassio
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Figura 4.23 — Superficie de resposta e curva de contorno para a seletividade (Geotrichum
candidum) em funcédo da concentracdo de 2-propanol e da concentracdo de fosfato de potassio

Analisando as curvas de contorno das Figuras 4.22 definiu-se a faixa de concentracéo
de 2-propanol e a concentracdo de fosfato de potassio que maximiza a seletividade para o
caldo enzimatico fermentado por Candida rugosa apos o tratamento no SAB. Pode-se afirmar
que, para maximizacdo da dessa seletividade, na regido experimental adotada, a concentracédo
de 2-propanol e a concentracao de fosfato de potassio devem estar entre 16 e 20 % p/p.

Da mesma forma que para variavel relacionada a seletividade para o caldo enzimatico
fermentado por Candida rugosa apds o tratamento no SAB, a partir das curvas de contorno da
Figura 4.23 definiu-se a faixa de concentra¢do de 2-propanol e a concentragdo de fosfato de

potassio que maximiza a seletividade para o caldo enzimatico fermentado por Geotrichum
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candidum ap06s o tratamento no SAB, na regido experimental trabalhada. Pode-se afirmar que,
para maximizagdo dessa seletividade, na regido experimental adotada, a concentragéo de 2-
propanol deve estar entre 16 e 20 % p/p e a concentracdo de fosfato de potéssio deve estar na
faixa de 15 a 19 % p/p.

Com o objetivo de encontrar o ponto estacionario para a seletividade do caldo
enzimatico fermentado por ambos 0s micro-organismos, ou seja, 0 ponto correspondente de
maximizagdo da resposta seletividade dentro da regido de otimizagdo foi realizada a
implementacdo de um algoritmo no programa Maple 13. Este procedimento foi adotado com
intuito de definir a condicdo operacional dentro da regido de otimizacdo. As condi¢bes que
maximizaram a resposta seletividade foram: concentracdo de 2-propanol 17,6% p/p e
concentracdo de fosfato de potassio 17,9% p/p, para Candida rugosa e, concentracdo de 2-
propanol 17,7% p/p e concentragcdo de fosfato de potéssio 17,5% p/p, para Geotrichum
candidum.

A seletividade obtida a partir das equac6es dos modelos (Equacédo 4.7 e Equacéo 4.8),
quando substituido as condigdes do ponto 6timo calculado, foi 329,50, para o caldo
enzimatico fermentado por Candida rugosa e, 350,23, para o caldo enzimatico fermentado
por Geotrichum candidum.

Tal resultado mostra-se em concordancia a analise das superficies de resposta e curvas
de contorno anteriores, uma vez as variaveis determinadas se encontram dentro da faixa
definida.

Comparando-se os valores de seletividade obtidos no presente trabalho com outros
estudos, observa-se que 0 SAB alcool/sal-basico € uma maneira eficiente para purificacdo de
lipase microbiana. Enquanto o modelo obtido sugere uma seletividade de 329,50 para o caldo
enzimatico fermentado por Candida rugosa e, 350,23, para o caldo enzimatico fermentado
por Geotrichum candidum, de acordo com Ooi et al. (2009) que utilizaram 0 mesmo sistema
citado neste trabalho para purificar lipase de Burkholderia pseudomalei, alcancaram uma
seletividade média de 302,1.

Silva et al. (1997), estudaram purificacao da -galactosidase de Klueveromyces lactis
em SAB composto por PEG/Dextrana, encontraram uma seletividade média de 91,76.

Utilizando SAB composto por polietilenoglicol e fosfato de potassio para purificar
lipase de Bacillus, Barbosa (2011), encontrou uma seletividade média de 201,53.

Abbas et al. (2002), utilizaram para a precipitacdo da proteina, sulfato de amonio 75%
(m/v) a 0°C, para purificar lipase de Mucor sp., produzida em polpa de fruta, obtendo uma

atividade seletividade média de 129. Resultados semelhantes foram verificados por Castilho
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et al. (2000) para a purificacdo parcial e caracterizagdo bioquimica de lipase extracelular
produzida por Rhizopus sp., para a precipitacdo da proteina, o sulfato de aménio foi utilizado

numa concentracdo de 70% e obteve-se uma seletividade média de 103.
4.4.2 Fator de Purificagao

Outra variavel resposta analisada foi fator de purificacdo, ou seja, quantas vezes a
atividade de lipase especifica foi aumentada no caldo enzimatico fermentado por Candida
rugosa e Geotrichum candidum, apds passarem pelo SAB alcool/sal-basico. E interessante
que essa varidvel seja maximizada, afinal se deseja que a atividade de lipase especifica
aumente, pois tal fato resultaria num caldo enziméatico com alta atividade lipolitica, sendo
necessaria uma baixa quantidade dele, para uma reagdo de transesterificagdo, por exemplo.

Na Tabela 4.9 e Tabela 4.10 podem ser vistos o0s coeficientes de regressdao das
variaveis e interacdes, incluindo os parametros significativos e ndo significativos para a
resposta fator de purificacdo do caldo enzimatico fermentado por Candida rugosa e
Geotrichum candidum, respectivamente, apds passarem pelo SAB alcool/sal-basico. Nesta
tabela podem ser vistos, também, os valores dos niveis de significancia relacionados aos
parametros, o desvio padrdo com relacdo a cada um, e o valor do teste de t de student
associado.

Tabela 4.9 — Regressdo multipla para a resposta fator de purificacdo da lipase de Candida
rugosa

Coeficiente de

Variaveis e interacoes « Desvio t(5) p
Regresséo
Termo Independente 12,13000 0,440647 27,52770 0,000001
(X4)Conc. 2-propanol(L) -1,28670 0,539681 -4,76838 0,005022
Conc. 2-propanol (Q) -0,98562 0,642350 -3,06881 0,027821
(Xs)Conc. Fosf. Potassio(L) -1,30689 0,539681 -4,84319 0,004702
Conc. Fosf. Potassio (Q) -1,50313 0,642350 -4,68009 0,005433
Xa4. X5 0,53000 0,763223 1,38885 0,223564
R?=0,94

Tabela 4.10 — Regressdao multipla para a resposta fator de purificacdo da lipase de
Geotrichum candidum

Coeficiente de

Variaveis e interacdes « Desvio t(5) p
Regresséo
Termo Independente 11,40333 0,853894 13,35450 0,000042
(X4)Conc. 2-propanol(L) -2,65323 1,045804 -5,07406 0,003854
Conc. 2-propanol (Q) -2,56667 1,244758 -4,12396 0,009139
(Xs)Conc. Fosf. Potéassio(L) -2,47490 1,045804 -4,73302 0,005182
Conc. Fosf. Potéssio (Q) -2,58667 1,244758 -4,15610 0,008858
X4. X5 0,51500 1,478988 0,69642 0,517204
R2=0,94
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Por esta analise, obtém-se a Equacdo 4.9, para fator de purificagdo do caldo
enzimatico fermentado por Candida rugosa, e a Equacdo 4.10, para o fator de purificacdo do

caldo enzimatico fermentado por Geotrichum candidum.

Fator de Purificacdo (Cr) = 12,13-1,29.X,-0,99.X,%1,31.Xs5-1,50.X5°+0,53.X4. X5 (4.9)

Fator de Purificacdo (Gc) = 11,40-2,65.X4-2,57.X4-2,48.X5-2,59.X52+0,52.X4.Xs (4.10)

A equacdo do modelo, considerando apenas os parametros significativos (p) menores
que 5% € dada pela Equacdo 4.11, para fator de purificacdo do caldo enziméatico fermentado
por Candida rugosa, e a Equacdo 4.12, para o fator de purificacdo do caldo enzimatico
fermentado por Geotrichum candidum.

Fator de Purificacdo (Cr) = 12,13-1,29.X,4-0,99.X,1,31.Xs5-1,50.Xs° (4.11)

Fator de Purificacdo (Gc) = 11,40-2,65.X4-2,57.X4?-2,48.X5-2,59. X5 (4.12)

Pode-se perceber que, assim como na resposta seletividade, a interagdo X4.Xs nédo
exerceu influéncia sobre a resposta fator de purificacdo para o nivel de significancia adotado
para ambos 0S micro-organismos.

Obteve-se, apOs a retirada dos parametros ndo significativos, um coeficiente de
correlagdo (R?) de 0,91, para o fator de purificacdo do caldo enzimético fermentado por
Candida rugosa, apds tratamento com SAB, indicando que os resultados séo explicados pela
equacdo empirica proposta com 91% da variabilidade dos dados e, um coeficiente de
correlacdo (R?) de 0,93, para o fator de purificacdo do caldo enzimético fermentado por
Geotrichum candidum, apds tratamento com SAB, indicando que os resultados sdo explicados
pela equacdo empirica proposta com 93% da variabilidade dos dados.

Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e

previstos pelo modelo, e sdo expressos na Figura 4.24 e Figura 4.25.
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Valores Preditos
-~

0 1 2 3 4 5 § 7 8 9 10 11 12 13 14
Valores Observados

Figura 4.24 — Valores preditos pelo modelo por valores experimentais para a resposta fator de

purificacdo da lipase de Candida rugosa
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Figura 4.25 — Valores preditos pelo modelo por valores experimentais para a resposta fator de

purificacdo da lipase de Geotrichum candidum
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Pode-se perceber pela anélise das EquacBes 4.7 e 4.8, que tanto o efeito de
concentracdo do 2-propanol como o efeito da concentracdo de fosfato de potassio atuam de
formas aproximadas, para a seletividade.

Pela anélise das Equacbes 4.9 e 4.10 pode-se verificar que, assim como para
seletividade, tanto o efeito de concentragdo do 2-propanol como o efeito da concentragédo de
fosfato de potassio atuam de forma aproximadas, na seletividade, devido a magnitude destes
parametros.

Nas Figuras 4.26 e 4.27 observa-se que 0s erros de ajustamento se mostram
independentes e normalmente distribuidos em torno da reta, o que indica normalidade para a
resposta fator de purificacdo do caldo enzimatico fermentado por Candida rugosa e

Geotrichum candidum, respectivamente.

1,0

08+ o o
06t
04 5
02

0,0 o

Residuos

6 7 8 9 10 11 12 13 14
Valores Preditos

Figura 4.26 — Distribuicdo dos residuos para a resposta fator de purificacdo da lipase de
Candida rugosa
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Figura 4.27 — Distribuicdo dos residuos para a resposta fator de purificacdo da lipase de
Geotrichum candidum

Para ilustrar os efeitos das variaveis no fator de purificacdo, estdo apresentadas na
Figura 4.28 a superficie de resposta e a curva de contorno para associacdo das variaveis do

planejamento, para o caldo enzimatico fermentado por Candida rugosa apos tratamento com
SAB élcool/sal-bésico.
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Figura 4.28 — Superficie de resposta e curva de contorno para fator de purificacdo (Candida
rugosa) em fungdo da concentracdo de 2-propanol e da concentragdo de fosfato de potassio
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Figura 4.29 - Superficie de resposta e curva de contorno para fator de purificacdo
(Geotrichum candidum) em funcdo da concentracdo de 2-propanol e da concentracdo de
fosfato de potéssio

A curva de contorno da Figura 4.28, que representa o efeito da concentragcdo de 2-
propanol em combinagdo com a concentracdo de fosfato de potéssio indica a maximizagéo da
resposta em questdo. Buscando-se uma faixa que satisfaca os efeitos combinados, pode-se
afirmar que, para maximizacao do fator de purificacdo do caldo enzimatico fermentado por
Candida rugosa ap06s tratamento com SAB alcool/sal-basico, na regido experimental adotada,
a concentracdo de 2-propanol deve estar na faixa de 14 a 21% p/p e, a concentracdo de fosfato
de potéassio deve estar entre 16 e 21% p/p.

Da mesma forma que para variavel relacionada ao fator de purificacdo do caldo
enzimatico fermentado por Candida rugosa apds o tratamento no SAB, a partir das curvas de
contorno da Figura 4.29 definiu-se a faixa de concentracdo de 2-propanol e a concentracéo de
fosfato de potéssio que maximiza o fator de purificacdo para o caldo enzimatico fermentado
por Geotrichum candidum ap0s o tratamento no SAB, na regido experimental trabalhada.
Pode-se afirmar que, para maximizacdo da resposta em questdo, na regido experimental
adotada, a concentracdo de 2-propanol deve estar entre 16 e 20 % p/p e a concentracdo de
fosfato de potéssio deve estar na faixa de 16,5 a 19,5 % p/p.

Com o objetivo de encontrar o ponto correspondente a maximizacdo da resposta fator
de purificacdo para os caldos enzimaticos de ambos 0s micro-organismos, tratados com SAB
alcool/sal-basico, dentro da regido de otimizacdo, realizou-se uma analise candnica utilizando
0 modelo completo representado pelos coeficientes de regressdao mostrados na Tabela 4.9 e
Tabela 4.10. Foi possivel definir as condi¢bes que maximizaram o fator de purificagdo pela
utilizacdo de um algoritmo implementado no software Maple 13. As condigdes que

maximizaram a resposta seletividade foram: concentracdo de 2-propanol 16,8% p/p e
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concentracdo de fosfato de potassio 17,7% p/p, para Candida rugosa e, concentragdo de 2-
propanol 17,7% p/p e concentracdo de fosfato de potassio 17,9% p/p, para Geotrichum
candidum.

A seletividade obtida a partir das equagbes dos modelos (Equacdo 4.9 e Equacdo
4.10), quando substituido as condi¢fes do ponto 6timo calculado, foi 13,03, para o caldo
enzimatico fermentado por Candida rugosa e, 12,82, para o caldo enzimatico fermentado por
Geotrichum candidum.

Este resultado mostrou-se em concordancia com a analise das superficies de resposta e
curvas de contorno, uma vez as varidveis determinadas se encontram dentro da faixa definida
tanto para a resposta de fator de purificacdo quanto para a resposta de seletividade do caldo
enzimatico fermentado por Candida rugosa e Geotrichum candidum, apos tratamento com
SAB élcool/sal-bésico.

Comparando-se os valores de fator de purificacdo obtidos no presente trabalho com
outros estudos, assim como para os dados de seletividade encontrados, observa-se que o SAB
alcool/sal-basico é uma maneira eficiente para purificacdo de lipase microbiana.

Ooi et al. (2009) empregaram o mesmo sistema citado neste trabalho para purificar
lipase de Burkholderia pseudomalei, alcancaram fator de purificacdo medio de 12,6, valor
este proximo ao obtido no presente trabalho de acordo com o modelo obtido que apresentou
um fator de purificacdo de 13,03 para o caldo enzimético fermentado por Candida rugosa e
12,82 para o caldo enzimatico fermentado por Geotrichum candidum.

Silva et al. (1997), estudaram purifica¢do da p-galactosidase de Klueveromyces lactis
em SAB composto por PEG/Dextrana, encontraram um fator de purificacdo médio de 3,9.

Utilizando SAB composto por polietilenoglicol e fosfato de potassio para purificar
lipase de Bacillus, Barbosa (2011), encontrou um fator de purificacdo médio de 2,87.

Kambourouva et al. (2003) purificaram lipase termoestavel produzida por Bacillus
stearothermophilus MC 7 através do método que consistiu na ultrafiltracdo, cromatografia em
gel e cromatografia de troca ibnica, obtendo um fator de purificacdo de 19,25.

Kumar et al. (2005) estudaram a purificacdo da lipase produzida por Bacillus
coagulans através da precipitacdo das proteinas com sulfato de aménio, seguida da
ressuspensdo e dialise com tampdo tris-HCI 0,1 M, e coluna de troca ani6nica e obtiveram um

fator de purificagédo de 16.
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4.4.3 Rendimento da Enzima Recuperada

Apobs analisar as superficies de respostas e as curvas de contornos, determinada as
faixas de operacdo dos os parametros de concentracdo de 2-propanol e concentracdo de
fosfato de potassio, que maximizaram, apds tratamento com SAB alcool/sal-basico, os
resultados de seletividade e fator de purificacdo do caldo enzimético fermentado por Candida
rugosa e Geotrichum candidum, utilizando a Equacéo 3.8, calculou-se para cada um deles, o
rendimento da enzima recuperada.

O caldo fermentado por Candida rugosa, apds tratamento com SAB alcool/sal-béasico,
obteve-se um rendimento médio de 95,5% na faixa de operacdo otimizada, valor préximo ao
encontrado no caldo fermentado por Geotrichum candidum, apos tratamento com SAB
alcool/sal-basico, que obteve-se um rendimento médio de 96,3%.

Abbas et al. (2002), utilizaram para a precipitacdo da proteina, sulfato de amonio 75%
(m/v) a 0°C, para purificar lipase de Mucor sp., produzida em polpa de fruta, obtendo um
rendimento total de 99%.

Kambourouva et al. (2003) purificaram lipase termoestavel produzida por Bacillus
stearothermophilus MC 7 através do método que consistiu na ultrafiltracdo, cromatografia em
gel e cromatografia de troca ibnica, obtendo um rendimento de 10,2%.

Kumar et al. (2005) estudaram a purificacdo da lipase produzida por Bacillus
coagulans através da precipitacdo das proteinas com sulfato de aménio, seguida da
ressuspensdo e dialise com tampao tris-HCI 0,1 M, e coluna de troca anidnica, um rendimento
médio de 38,7%.

Chen et al. (2007) propuseram a purificacdo da lipase produzida por Bacillus cereus
C71 utilizando sulfato de amdnio até 60% para precipitacdo, seguida de cromatografia de
interacdo hidrofobica, coluna de troca anibnica finalizando com coluna CIM QA (material
monolitico polimérico com alta eficiéncia), o resultado obtido foi rendimento de 18%.

Gaur et al. (2008) purificaram lipase produzida por Pseudomonas aeruginosa, pelo
método de ultrafiltracdo em membrana (33 kDa), seguida de liofilizacdo em coluna Sephadex
G-100, obtiveram um rendimento de 51,6%.

Comparando com dados da literatura, nota-se que os valores de rendimento da enzima
recuperada encontrados neste trabalho, sdo superiores, 0 que confirma a eficiéncia da
aplicagdo do Sistema Aquoso Bifasico composto por alcool e solugdo de sal basico, para

purificacdo da lipase microbiana.
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4.4.4. Reprodutibilidade do Ponto Otimizado para a Purificagéo

O principal objetivo desta etapa foi verificar se ocorreria reprodutibilidade dos

resultados apontados pelos modelos, quando empregadas as condicGes experimentais

indicadas pela andlise das superficies de resposta e curvas de contorno e pelos pontos

estacionarios determinados pela utilizacdo de rotina implementada no software Maple 13.

Pela analise das superficies de resposta e curvas de contorno, verifica-se que:

Para a purificacdo da lipase de Candida rugosa utilizando o Sistema Aquoso Bifasico
composto por alcool e solucdo de sal basico, a concentracdo de 2-propanol e de
fosfato de potassio devem estar na faixa de 16 a 20% p/p, para maximizar a
seletividade e, essas concentragcdes devem estar entre 14 e 21% p/p, para maximizar o
fator de purificacdo. A fim de obter o melhor resultado que atenda tanto a seletividade
quanto ao fator de purificacdo, optou-se por aplicar um SAB composto por 16% p/p
de 2-propanol e 17% p/p de fosfato de potassio. Com esses parametros definidos,
realizou-se um experimento de validacdo resultando em uma seletividade de 294,17 e
fator de purificacdo de 12,38, além disso, calculou-se o rendimento da enzima

recuperada obtendo-se 95,7%.

Para a purificacdo da lipase de Geotrichum candidum utilizando o Sistema Aquoso
Bifasico composto por alcool e solucdo de sal basico, visando maximizar a
seletividade e o fator de purificagdo, a concentracdo de 2-propanol deve ser entre 16 e
20% p/p, e a concentracdo de fosfato de potassio deve estar na faixa de 15 a 19% p/p
para melhor seletividade e, de 17 a 20% p/p para melhores valores do fator de
purificacdo. Com o objetivo de obter-se um resultado que atenda os dois resultados de
interesse, optou-se por aplicar um SAB nas mesmas concentracdes propostas para
lipase de Candida rugosa. Os resultados alcancados, ap6s experimento de validacéo,
foram seletividade de 269,39, fator de purificacdo de 11,53 e rendimento da enzima

recuperada obtendo-se 96,8%.

Os valores obtidos pelos experimentos e 0os modelos estdo bastante proximos, o que

indica que houve reprodutibilidade dos resultados tanto em termos de atividade de lipase, para

producdo por ambos 0s micro-organismos, quanto de seletividade e fator de purificagdo, apos

tratamento em SAB composto de alcool/sal-basico.
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A partir dos resultados alcancados nos testes para producéo de lipase em melaco de
soja, foi possivel concluir que na condicdo selecionada dentro da regido de
otimizacédo: concentracdo de melago de soja no meio de 200 g/L, com pH inicial 3,5 e
uma temperatura de fermentacdo 27 + 1°C, os valores obtidos para a atividade da
lipase produzida pela Candida rugosa e pela Geotrichum candidum foram em média
de 12,02 U/mL e 11,48 U/mL, respectivamente.

A analise conjunta das varaveis: concentracdo de melago de soja, pH e temperatura de
fermentagdo, pelo planejamento composto central e da técnica de superficie de
resposta proporcionaram aumento de 129% na atividade da lipase produzida pela
Candida rugosa e de 84% na atividade da lipase produzida pela Geotrichum
candidum.

Para a aplicacdo do Sistema Aquoso Bifasico composto por alcool e sal basico,
conclui-se que na condicdo selecionada, dentro da regido de otimizacdo: 16% (p/p) 2-
propanol e 17% (p/p) fosfato de potassio, os valores obtidos para a seletividade e
rendimento da lipase produzida por Candida rugosa foram em média 292,54 e
95,57%, respectivamente, e por Geotrichum candidum, foram em média 272,78 e
95,70%, respectivamente.

Analisando as varaveis: concentracdo de 2-propanol e concentracdo de fosfato de
potéassio, por um planejamento composto central e da técnica de superficie de resposta
proporcionaram um fator de purificacdo de 12,13 e 11,40 para a lipase produzida por
Candida rugosa e Geotrichum candidum, respectivamente.

Estes fatos mostram, que a avaliacdo conjunta das variaveis, tanto para producédo
quanto para purificacdo da lipase, pode tornar um processo promissor para aplicacdo

industrial.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a producéo de lipase em reator batelada com influéncia da agitacéo e aeracéo;
Liofilizar a enzima purificada ap6s aplicacdo do sistema aquoso bifasico;
Aplicar a enzima produzida e purificada em reacgdes de transesterificacdo, como por

exemplo, na producéo de biodiesel pela rota enzimatica.
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APENDICE A

DOSAGEM DE PROTEINA

A dosagem de proteina foi realizada pelo Método de Lowry (1951), utilizando-se 0s

reativos A e B e a solucéo AB.

Reativo A: 2 g de Na,COj3 seco mais 0,02 g de tartarato duplo de sddio e potassio em 100 mL
de NaOHO0,1 M

Reativo B: 0,5 g de CuSO,4 mais 2 gotas de H,SO,4 concentrado em 100 mL de agua destilada.

Solucdo AB: 50 mL de reativo A e 1 mL de reativo B, preparado imediatamente antes da

dosagem.

Reativo de Folin: preparou-se uma solucdo 1 N e armazenou ao abrigo da luz.
Solucéo padréo de soro de albumina bovina (BSA) 100 mg/L. Adicionou-se cuidadosamente
100 mg de BSA em 1000 mL para evitar a formacéo de bolhas. Esta solucdo foi conservada
sob refrigeracéo.

Para a dosagem de proteina fazia-se a diluiu-se as amostras para que a absorbancia
situasse na faixa de 0,0 a 1,0. Amostras de 1,0 mL contendo a proteina a ser dosada foram
adicionadas a um frasco tipo penicilina cor ambar no qual foram acrescentados 3 mL de
solugdo AB, cobertos com parafilm, homogeneizados, protegidos da luz e mantidos desta
forma por 10 minutos. Apds este tempo adicionou-se 0,3 mL de reativo Folin 1 N e deixou
por mais 30 minutos ao abrigo da luz. Ao final efetuou a medida da absorbancia a 760 nm em
espectrofotémetro, utilizando cubetas de vidro.

A leitura da absorbancia foi convertida em concentracdo de proteina pela curva de
calibracdo realizada anteriormente pelo mesmo procedimento, com medidas de absorbancia
em relacdo a concentracdes de BSA na faixa de 0 a 100 mg/mL, que resultou em uma equacao
linear.

Os dados utilizados para determinacdo da curva padrdo, bem como o gréafico e a

equacéo da curva padrdo obtida sdo apresentados na Tabela A.1 e na Figura A.1.
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Apéndice A — Dosagem de Proteina

Tabela A.1 — Dados obtidos para a curva padrdo pelo Método de Lowry

Curva Padréo

Absorbancia Concentragdo

) BSA (mg/L)
0,0790 10,0
0,1310 20,0
0,1620 30,0
0,2085 40,0
0,2275 50,0
0,2775 60,0
0,2975 70,0
0,3340 80,0
0,3915 100,0
120,0
-3 100,0 4
e y =290,03x - 16,837
= R2=0,992
g 80,0
sl
[<B)
S 60,0
'
g
£ 40,0
8
c
(@)
O 20,0
®
0,0
0,0000 0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000

Absorbéancia (L)

Figura A.1 — Curva padréo obtida para a dosagem de proteinas pelo Método de Lowry
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