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RESUMO

Recentemente, a aplicagao industrial de lipases microbianas tem sido estendida a
muitas areas, como por exemplo, na modificacdao de triglicerideos, sintese de
varios compostos de ésteres e detergentes. As lipases podem ser aplicadas na
limpeza de maquinarios industriais ou em detergentes como sabdes em po na

remogao de manchas de lipideos em tecidos.

A linhagem de fungo Fusarium oxysporum 152B foi selecionada entre 216
linhagens de microrganismos isolados de amostras de frutas e solo do Nordeste do
Brasil, como maior produtora de lipase alcalina extracelular em meio de cultura. Os
efeitos da composicdo do meio, pH e temperatura foram investigados para a
producdo de lipase alcalina de Fusarium oxysporum. A maxima quantidade de
atividade lipolitica produzida foi 7,12 U.mL" em meio contendo dleo de oliva,
peptona e extrato de levedura como fontes de carbono e nitrogénio, em pH 10,0 e
30 °C. Um desenho experimental 22 com configuragao estrela, totalizando 11
experimentos, foi desenvolvido para estudar os efeitos do pH e temperatura de
incubagdo e 0 maximo de atividade encontrada foi de 33 U.mL™" em pH 6,0 e a 30
°C. Um segundo desenho experimental 22 foi desenvolvido para estudar duas
variaveis, composicdo do meio e a concentracdo de 6leo de oliva. Maxima
atividade enzimatica foi produzida em meio de cultura suplementado com éleo de

oliva (2% m/v).

A atividade enzimatica da lipase de Fusarium oxysporum foi avaliada na presenca
de diferentes detergentes comerciais e surfactantes, através de ensaios com p-
nitrofenilpalmitato (oNPP). A enzima foi compativel com varios surfactantes idnicos
e ndo-ibnicos como também com detergentes comerciais. Atividade lipolitica foi
fortemente inibida por SDS, mas ndo por Triton X-100 e Triton X-114. A enzima
mostrou-se estavel em pH alcalino e manteve 93% da atividade durante 1 h de
incubacao a 60°C. A maior atividade lipolitica foi medida com triglicerideos de
acidos graxos de cadeia média e longa (Cg-Cqs). Esta enzima mostrou ampla

especificidade hidrolitica para varias gorduras e 6leos. Todas estas propriedades e
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sua resisténcia a varios surfactantes e detergentes comerciais fazem desta lipase

um aditivo em potencial para formulagéo de detergentes.

Esta lipase alcalina extracelular foi purificada cerca de 20 vezes através de
cromatografia em colunas de DEAE-Sepharose e Sephacyl-200. A preparagao de
lipase purificada apresentou trés isoenzimas em gel IEF-PAGE, com pontos
isoelétricos 7,15, 6,84 e 4,55. As massas moleculares das lipases Lip 1 e Lip 2
foram verificadas em gel SDS-PAGE, 30 e 29 kDa, respectivamente. Comparando-
se as sequéncias de aminoacidos, confirmou-se que as lipases Lip 1 e Lip 2 sao
isoenzimas que apresentam alta similaridade com a lipase de F. heterosporum. A
lipase purificada apresentou atividade o6tima em pH 8,0 e 40°C, utilizando o
substrato p-nitrofenilpalmitato. A lipase purificada mostrou-se termoestavel,

perdendo cerca de 50% de atividade durante 1h de incubagao a 40°C em pH 8,0.

Um método de separacao e purificagao foi estudado para a obtencéo da lipase do
meio de cultura. Os experimentos foram desenvolvidos com o surfactante nao-
ibnico Triton X-114. Dois parametros foram estudados, pH e taxa de fluxo de
nitrogénio. A maxima recuperagao desta lipase foi verificada em pH 8,5 e fluxo de
60 mL Nz min™. Apos otimizagdo, uma taxa de enriquecimento de 8,77 e um fator
de purificagado de 5,86 foram atingidos para esta enzima com uma recuperagao de
93,56%. O fracionamento com espuma foi aplicado com sucesso para a

concentragao da lipase do meio de cultivo.

vii



SUMMARY

Recently, industrial application of the microbial lipases has been extended in many
areas, exemplified by their use in modification of triglycerides, synthesis of various
ester compounds and additives in detergents. Lipases are potentially suitable for
lipid stain removal applications in washing industrial machine and household

detergents.

One strain Fusarium oxysporum 152B was isolated from fruit and soil samples from
Northeast of Brazil, which produced the largest amount of extracellular alkaline
lipase in the culture media. The effects of medium composition, pH and incubation
temperature conditions were investigated to alkaline lipase production. The
maximum amount of lipolytic activity produced was 7.12 U.mL" in medium
containing olive oil, peptone and yeast extract, as carbon and nitrogen sources, at
pH 10.0 and 30 °C. A 2? factorial design with star configuration, totaling 11
experiments, was carried out to study the effect of pH and incubation temperature
conditions and the maximum lipase activity was found of pH 6.0 and 30 °C
conditions (33 U.mL™"). A second experimental design, 22 factorial was developed to
study two variables, medium composition and olive oil concentration. Maximum
enzyme activity was produced in culture medium supplemented with olive oil (2%

w/v).

Enzymatic activities of lipase from Fusarium oxysporum were compared through
spectrophotometric p-nitrophenylpalmitate (pNPP) assay at different commercial
detergents and surfactants. The enzyme was compatible with various ionic and non-
ionic surfactants as well as commercial detergents. Lipase activity was strongly
inhibited by SDS, but not by Triton X-100 and Triton X-114. The enzyme was stable
at alkaline pH and remained 93% of activity during 1 h incubation at 60°C. The
highest lipase activity was measured with triglycerides of middle and long chain fatty
acids (Cg-C1g). This enzyme showed a broad specificity/hydrolytic activity towards
various fats and oils. All these properties and its resistance towards various
surfactants and detergents make this lipase a potential additive for detergent

formulation.
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The extracellular alkaline lipase from Fusarium oxysporum was purified 20-fold,
using DEAE-Sepharose and Sephacyl-200 chromatography. The purified lipase
presented three isoenzymes in IEF-PAGE, with the following isoelectric points 7.15,
6.84 and 4.55. The molecular mass were determined to Lip 1 and Lip 2 in SDS-
PAGE as 30 and 29 kDa, respectively. Comparing the amino acids sequences, Lip
1 and Lip 2 were confirmed to be isoenzymes and high similarity with the lipase
from F. heterosporum. The purified lipase showed optimum activity in pH 8.0 and
40°C, using p-nitrophenylpalmitate as substrate. The purified lipase showed to be

termostable, losing around 50% of activity under 1h incubation at 40°C in pH 8.0.

A separation method was performed to recover alkaline lipase from F. oxysporum
cultures. Experiments were carried out with non-ionic surfactant Triton X-114. Two
parameters were studied, pH and nitrogen flow rate. The maximal recovery of this
lipase was verified at pH 8.5 and 60 mL N2 min™' conditions. After optimization, an
enrichment ratio of 8.77 and a purification factor of 5.86 were achieved for this
enzyme along with 93.56 % recovery. Foam fractionation showed to be an efficient

method for lipase recovery from culture broths.
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INTRODUCAO

Os microrganismos sao caracterizados pelo fato de poderem sintetizar enzimas
extracelulares, as quais possuem maior atividade em relagdo as enzimas
intracelulares. Esta caracteristica aplica-se a lipases e a producéo destas enzimas,

por microrganismos, é de fato, mais vantajosa do em que outras fontes.

As lipases (E.C.3.1.1.3) sdo esterases capazes de hidrolisar ésteres insoluveis em
agua como triacilgliceréis de cadeias longas. Essas enzimas também catalisam
reacoes de esterificacdo e transesterificacdo quando presentes em meio nao

aquoso.

O potencial bioldgico das lipases é revelado pela sua capacidade ndo unicamente
de hidrolisar triglicerideos, mas também de sintetiza-los a partir de glicerdis e
acidos graxos. As principais aplicagdes para as lipases incluem componentes dos
detergentes, testes de diagndsticos, processamento de dleos para a industria de
alimentos e biotransformacdo. Atualmente, ha um crescente interesse no
desenvolvimento de novas aplicagbes para as lipases em produtos e processos,
particularmente em industrias de laticinios, hidrolise de Oleos e gorduras, e
aplicagbes em detergentes. Adicionalmente, sao essenciais para o
desenvolvimento de “flavours” e aromas caracteristicos em muitos alimentos e, no
entanto, podem hidrolisar lipideos e produzir sabor rangcoso em leite, produtos

lacteos e outros alimentos contendo gordura.

Os lipideos sao importantes componentes de aguas residuais que causam severos
problemas ambientais. Eles podem formar filmes sobre a superficie da agua,
obstruindo a difusdo de oxigénio do ar para a agua, levando a morte da vida
aquatica. Os fosfatos podem ser usados como agentes sintéticos de limpeza,
porém sao conhecidos por poluir aguas potaveis. Para enfrentar os efeitos
negativos sobre o tratamento de residuos industriais contendo gorduras, algumas
estratégias para a remocgao de lipideos, como o uso de lipases, tem despertado
maior atencdo nestes ultimos anos devido a restringente regulagdo ambiental. As

lipases tém sido aplicadas como agentes de limpeza ndo somente pela sua alta



eficiéncia, mas também por razées de protecdo ambiental. Outro importante fator
para o uso de enzimas como agentes de limpeza é permitir lavagem em baixas

temperaturas e entdo reduzir os gastos com energia.

Neste trabalho, foram isolados 216 microrganismos, dos quais apenas um foi
selecionado por apresentar maior atividade lipolitica extracelular em condi¢des
alcalinas. Este microrganismo foi identificado como Fusarium oxysporum. Os
objetivos deste trabalho foram estudar a produgao de lipase alcalina em diferentes
meios de cultura e avaliar o efeito do pH e temperatura na produgéo de enzima. Foi
estudado o efeito do pH, da temperatura, de surfactantes e detergentes na

atividade e estabilidade da lipase bruta. A lipase foi purificada e caracterizada.



REVISAO BIBLIOGRAFICA
Lipases: definicao e disponibilidade

As lipases (triacil glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) catalisam a hidrolise de
gorduras a monoglicerideos, diglicerideos, acidos graxos livres e glicerol. A reagao
é reversivel em ambientes micro-aquosos e sobre baixas concentragbes de agua
encontram-se reagdes de sintese como: esterificacdo, alcoodlise, aciddlise,

transesterificacao, lactonizacdo e amindlise ou sintese de amidas.

A superfamilia de a/B-hidrolases compreende uma ampla variedade de enzimas
cujas atividades dependem principalmente de uma triade catalitica usualmente
formada por residuos de Ser, His e Asp. Esta triade é funcionalmente (mas nao
estruturalmente) idéntica as de tripsina e subtilisina. Nas sequéncias de
aminoacidos das a/B-hidrolases os trés residuos seguintes estdo na ordem Ser-
Asp-His. O residuo de serina usualmente aparece num penta-peptideo conservado
Gly-X4-Ser-X,-Gly, onde X; € uma Try ou His. As a/B-hidrolases notavelmente
incluem enzimas lipoliticas (Bornscheuer, 2002; Arpigny et al., 1999; Jaeger et al.,
1999; Gill e Parish, 1997).

Um outro elemento estrutural caracteristico encontrado em muitas lipases € uma a-
hélice chamada de “lid” que cobre o sitio ativo na auséncia de um substrato (Figura
1). A “lid” pode mover quando em contato com uma interface lipidio-agua expondo
a chamada conformagdo aberta da enzima. Esta observagdo serve como
explicacdo para o fendbmeno de ativagdo interfacial, aumentando a atividade
enzimatica, bem como a agregacdo das moléculas de substrato (Eggert et al.,
2002; Jaeger et al., 1999; Gill e Parish, 1997).



M terminus o

C terminus

Figura 1: Estrutura da lipase de Pseudomonas aeruginosa baseada no modelo
construido para lipase de Burkholderia cepacia usando o raio-X coordenado
determinado. Fitas- B s&o representadas como flechas (vermelho amarronzado) e
a-hélices como rolo (azul e amarelo); a hélice amarela pode formar uma “lid” sobre
o sitio ativo. Os residuos do sitio ativo Ser82, Asp229 e His251 estdo marcados, e
a posicdo potencial do ion Ca*" é indicada pela bola verde (Jaeger and Reetz,
1998).

As lipases podem ser distinguidas das esterases pelo fenOmeno de ativagao
interfacial, a qual foi unicamente observada para lipases (Bornscheuer, 2002;
Holmquist et al., 1997). Enquanto as esterases obedecem a cinética classica de
Michaelis-Menten, as lipases necessitam de uma concentracdo minima de

substrato para que uma alta atividade possa ser observada (Figura 2).
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Figura 2: (a) Mecanismo de agao das lipases pela ativagao interfacial na interface
Oleo-agua. S é o substrato e P é o produto. (b) Atividade das esterases e lipases
em solugao aquosa. [S] é a concentragcdo de substrato e CMC é a concentragao
micelar critica do substrato (Gill e Parish, 1997).



Outra caracteristica marcante das lipases para diferencia-las das esterases € a sua
preferéncia por substratos insoluveis em agua, tipicamente triglicerideos compostos
de acidos graxos de cadeias longas, enquanto as esterases preferem hidrolisar
ésteres “simples” e usualmente ftriglicerideos contendo cadeias de acidos graxos

menores do que Cg (Tabela 1).

Tabela 1: Diferencas entre lipases e esterases

Propriedades

Lipase

Esterase

Especificidade pelo
substrato

Ativacgédo interfacial

Hidrofobicidade do
substrato

Enantioseletividade

Estabilidade no solvente

Triglicerideos de cadeia longa,
alcoois secundarios

Sim
Alta

Usualmente alta

Alta

Esteres simples, triglicerideos
de cadeia curta

Nao

Alta a baixa

Alta a inexistente

Alta a baixa

A preferéncia das lipases por substratos agua-insoluveis e sua adsorgao sobre a
interface Oleo/agua antes da hidrolise envolve mudangas conformacionais
substanciais da arquitetura enzimatica durante catalise; isto tem sido
particularmente bem documentado para lipases de origem eucariotica (Arpigny et

al., 1999; Jaeger et al., 1999).

A agua parece ter dois efeitos sobre o sistema enzimatico: desempenha um papel
essencial na aquisicdo e manutencdo da conformacgao cataliticamente ativa da
enzima no seu valor 6timo de pH; e também desempenha um importante papel em
muitos processos de inativagdo, em particular aqueles revelados para inativagao
térmica (Gentili et al., 1997).

Um dos problemas enfrentados pelas industrias € encontrar enzimas que sejam
estaveis a altas temperaturas e a drasticas condigdes de pH. As extremozimas
(enzimas derivadas de microrganismos extremofilos e que podem ser utilizadas

para biocatalise em aplicagdes industriais extremas) e enzimas termofilicas podem



solucionar este problema por serem ativas em condicdes extremas e serem mais
termoestaveis e mais resistentes a denaturagéo por protedlise e agentes quimicos
do que enzimas mesofilicas. Fatores estruturais que contribuem para a estabilidade
destas enzimas compreendem alteragdes em residuos de aminoacidos, aumentado
numero de pontes salinas, aumentado conteudo de interagcdes hidrofobicas
intersubunidades, associacdo cooperativa e mudancas nas areas de superficie

expostas ao solvente (Fucifios et al., 2005).

Os microrganismos tém sido amplamente usados para a produgdo de uma
variedade de enzimas. A biossintese de muitas hidrolases pode ser regulada e
direcionada pela selecdo de condi¢des de cultivo apropriadas, particularmente no
que se diz respeito aos meios de crescimento (Davranov, 1994). Somando a isto,
muitas enzimas microbianas sdo produzidas em resposta a indutores os quais
muitas vezes s&o adicionados ao meio nutriente; a atividade da enzima induzida
em resposta ao substrato adicionado aumenta em numero durante o crescimento
microbiano, enquanto a quantidade de enzima formada no meio sem o indutor é
minima. Muitas lipases microbianas sao produzidas unicamente na presenca de um
indutor, que pode ser um triglicerideo, um acido graxo ou outro lipideo. Lipideos ou
acidos graxos parecem nao ser requeridos para a produgao de atividade lipolitica
em um segundo grupo de microrganismos, mas a incorporagao destes compostos
aumenta o nivel de atividade lipolitica produzida. Em um terceiro grupo de

microrganismos, as lipases séo produzidas constitutivamente (Rapp, 1995).

Embora as lipases estejam amplamente distribuidas entre a flora e fauna, elas sédo
mais amplamente encontradas na flora microbiana como em: 1. bactérias como
Psedomonas sp. (Martinez & Soberon-Chavéz, 2001; Choo et al., 1998; Gerritse et
al., 1998), Bacillus sp. (Kennedy e Lenarz, 1979), Staphylococcus sp. (Simons et
al., 1997) e Alcaligenes sp. (Souza Neto, 1996); 2. fungos como Aspergillus sp.
(Costa, 1996), Rhizopus sp. (Soberon Lozano, 2001; Costa, 1997), Geotrichum sp.
(Macedo, 1995); Fusarium oxysporum (Hoshino et al., 1992) e Fusarium sp. (Nagao
et al.,, 2002; Nagao et al., 2000; RAPP, 1995); 3. leveduras como Candida sp.



(Rotticci-Mulder et al., 2001). As lipases também sdo encontradas em pancreas de

mamiferos e plantas superiores (Pandey et al., 1999).

Comercialmente, as lipases podem ser classificadas em algumas familias
baseadas na homologia de suas estruturas primarias: |. Burkholderia cepacia, |l.
Pseudomonas fluorescens, lll. Candida antarctica, |V. Candida rugosa e V.
Rhizomucor miehei. As lipases de uma mesma familia sdo similares ndo somente
na sua estrutura tri-dimensional, mas também em suas propriedades enzimaticas.
Por exemplo, muitas lipases de B. cepacia agem sobre acidos graxos poli-
insaturados (PUFAs), mais especificamente em acidos graxos C18 insaturados.
Lipases de C. antarctica possui ampla especificidade e age fortemente sobre
PUFAs, comparadas as lipases de C. rugosa que agem sobre PUFAs mais
fracamente. O grupo da familia de R. miehei inclui enzimas usadas industrialmente
na producdo de substituinte de gordura de cacau, 1,3-dioleoil-2-palmitoil-glicerol
(OPO, comercialmente conhecido como Betapol) e diacilglicerol (Nagao et al.,
2002).

Lipases microbianas podem hidrolisar gorduras animais, 6leos vegetais e sintetizar
mono-, di- e tri-glicerideos. Triglicerideos sintéticos sao os melhores substratos
para muitas lipases microbianas. As lipases podem ser divididas em dois grupos: 1.
lipases especificas que hidrolisam as ligagdes ésteres do complexo na primeira e
segunda posigdes. Muitas lipases microbianas normalmente hidrolisam a primeira
ligacao éster do complexo (o a-éster ligado). Os hidrolisados produzidos por estas
enzimas geralmente contém &acidos graxos, 2,3- e 1,2-diglicerideos e 2-
monoglicerideos. Apos longos periodos de hidrolise, os residuos de acidos graxos
2-monoglicerideo migram para a posigédo 1 para formar 1-monoglicerideo, os quais
sdo facilmente hidrolisados pela lipase especifica para formar glicerol e acidos
graxos. Este grupo inclui lipases de Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar,
Rhizopus microsporus, Mucor miehei, Aspergillus niger, Pseudomonas sp., etc. 2.
lipases ndo especificas, que ndo distinguem entre as ligagbes ésteres das trés
posi¢cdes da molécula de triglicerideo, e pode totalmente hidrolisar o substrato. Os

hidrolisados de triglicerideos produzidos por este grupo de enzimas geralmente



contém residuos de ftriglicerideo (a por¢do nao hidrolisada), glicerol e acidos
graxos. Exemplos deste grupo tém sido isolados de Geotrichum candidum,

Oospora lactis, Humicola lanuginosa, Staphylococcus aureus, etc.

Aplicacoes das lipases

As lipases tém sido amplamente usadas em aplicagdes biotecnoldgicas na industria
de leite, processamento de Oleos, produgdo de surfactantes e preparagao de
compostos enantiomericamente puros. Cada aplicagao da lipase depende de suas
propriedades no que diz respeito a sua especificidade, estabilidade, temperatura e
pH, e/ou a habilidade de catalisar reagcdes de sintese de ésteres em solugcdes

organicas (Lin e Ko, 2005). Alguns exemplos de aplicagdes estao listados abaixo.

1. Producao de compostos de aroma

O uso de lipases em reagdes de esterificagdo em meio livre de solventes é uma
boa alternativa para produzir compostos de aroma para a industria de alimentos.
Alguns estudos mostram alta potencialidade para a industria pela obtengdo de
terpenos modificados. Esteres do alcool citronelol aciclico terpeno com &cidos
graxos de cadeia curta sao importantes compostos de aromas e fragrancias. Melo
et al. (2005) estudaram a sintese do butirato citronelil e valerato citronelil através da
lipase microbiana produzida por Rhizopus sp.. Esta lipase mostrou maior habilidade

para a sintese do butirato citronelil.

Macedo et al. (2004) estudaram a otimizacdo da esterificagdo do alcool isoamil e
acido butirico usando lipases de Geotrichum sp. e Rhizopus sp.. Este estudo
mostrou que a lipase de Rhizopus sp. foi mais efetiva na sintese de butirato
isoamilico, apos curtos periodos de reagdo, enquanto a lipase de Geotrichum sp.

apresentou alto teor de sintese apds 72h de reacéo.



A lipolise n&o controlada pode produzir sabores desagradaveis pelo acumulo de
acidos graxos livres e centrifugagédo prolongada é requerida para remové-los. Por
outro lado, o sabor especifico de queijos depende particularmente da presenca de
acidos graxos de cadeias curtas formados pela hidrélise parcial de gorduras do
leite por lipases produzidas por microrganismos e aquelas ja presentes
naturalmente no leite. O sabor picante e caracteristico de queijos italianos é devido
a acidos graxos de cadeia curtas especificos produzidos por estas enzimas que
sdo adicionadas ao leite. Lipases podem ser usadas para modificar gorduras que
sao aplicadas como produtos de panificacdo. Gorduras modificadas podem

melhorar o sabor, cor, maciez e estrutura do pdo (Davranov, 1994).

A lipdlise de gorduras produz acidos graxos, os quais sdo compostos de aroma que
possuem notas de queijo ou semelhantes, especialmente acidos graxos de cadeia
curta. A lipdlise pode ocorrer quando a gordura estd acessivel a lipases ou
esterases (Alewijin et al., 2005).

2. Producao de biodiesel

A conversao de 6leo vegetal a metil ou outro alcool éster de cadeia curta pode ser
catalisado em uma unica reacao de transesterificacdo usando lipases em solventes
organicos (Jaeger e Eggert, 2002). A transesterificagdo de o6leo de soja com

metanol para produgao de biodiesel tem sido estudada por Du et al. (2005).

3. Alimentos funcionais

Estudos recentes tém mostrado que diglicerideos possuem propriedades
nutricionais e efeitos na dieta. Os 1,3-diglicerideos s&do capazes reduzir a
concentragao sérica de triglicerideos, resultando num decréscimo do peso corporal
e gordura visceral. Um tipo de 6leo para cozimento composto de diglicerideos,

constituido de cerca de 70% de 1,3- e 30% 1,2- isbmeros, clamado por ser
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benéfico clinicamente, esta disponivel comercialmente no Japdo e nos USA (ADM

Kao LLC, www.enovaiol.com) (Guo e Sun, 2005).

4. Aplicacoes farmacéuticas

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos para a hidrolise seletiva de dleo de peixe
por lipases para concentrar n-3 PUFA (acidos graxos poli-insaturados). N-3 PUFA
como EPA (acido icosapentaendico) e DHA (docosahexaendico) tém efeitos
farmacologicos em relagdo a doengas do coragdo e outras doengas relevantes
(Hoshino et al., 1992).

A lipase de Geotrichum candidum tem mostrado uma forte preferéncia por acidos
graxos que contém uma ligacao dupla cis-9. Esta enzima seletiva a cis-9 pode ser
aplicada na hidrolise ou esterificagdo do CLA, um &cido linoléico conjugado, uma
mistura de acidos octadecadiendicos que diferem na posi¢cao de sua ligagdo dupla
conjugada. CLA tem recebido consideravel atengcdo devido a suas propriedades

anticarcinogénicas e antiaterogénica (Burket et al., 2004; Macedo et al., 1997).

5. Resolugao biocatalitica de misturas racémicas

Resolucdo de misturas racémicas catalisadas por lipase pode ocorrer através da
hidrolise assimétrica de ésteres correspondentes, em meio ndo-aquoso e pode ser
estendida a reacbes estereoespecificas de (trans)-esterificacées. Neste caminho,
compostos opticamente ativos para inseticidas tém sido obtidos por uma reacéao

éster-hidrolitica usando lipase de Arthrobacter (Jaeger et al., 1994).

Zarevucka et al. (2005) estudaram as propriedades enantioseletivas de lipases de
Geotrichum. As lipases deste microrganismo foram usadas como biocatalisadoras
para a resolucdo hidrolitica da mistura racémica cis- ou trans-isbmeros de 2-(4-

metoxibenzil) ciclohexil acetatos, obtendo resultados satisfatorios.
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A hidrolise assimétrica do acido éster 3-fenilglicidico, o qual é intermediario na
sintese do vasodilatador coronario hidroclorito de diltiazem tem sido desenvolvida

através da lipase de S. marcescens (Jaeger et al., 1997).

6. Cosmeéticos e aromas

(-)-Metil jasmonato, um composto que atua como fator de crescimento em plantas,
pode ser sintetizado através de uma reacdo catalisada pela Lipase P comercial
(Amano) para produzir um intermediario quiral chave (+)-(6S)-metil 7-epicucurbate,

o qual possui notas aromaticas (Jaeger e Eggert, 2002).

7. Substituinte de manteiga de cacau

A manteiga de cacau € um dos mais importantes constituintes na formulagcado do
chocolate e € composto predominantemente (>70%) de triglicerdis simétricos, 1,3-
dipalmitoil-2-oleoilglicerol (POP), 1,3-palmitoil-3(1)-estearoil-2-monoleina (POS) e

1,3-diestearoil-2-oleoilglicerol (SOS) com acido oléico na posigéo sn-2.

Processos de interesterificagdo quimica para analogos de manteiga de cacau tém
sido desenvolvidos através de gorduras e 6leos de baixo custo. Devido a alta
especificidade e eficiéncia em reacdes de intercambio de acil, as lipases atuam em
reagdes de interesterificacdo na producao de analogos e algumas gorduras e 6leos

comercialmente baratos (Liu et al., 2006).

Lipases alcalinas

Um dos grandes problemas enfrentados pelas industrias de alimentos que
trabalham com produtos carneos ou lacteos, € o tratamento de aguas e efluentes

contendo residuos de gorduras (Allie et al., 2003; Mendes et al. 2005). Allie et al.
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(2003) estudaram a eficiéncia de lipases e proteases no tratamento de aguas
residuais de matadouros, e mostraram que a aplicagao destas enzimas auxiliou na
remocéao de flocos formados pela mistura de proteinas e gorduras provenientes do

processamento de carne.

Um dos problemas associados a limpeza de roupas € a remocédo de manchas de
gorduras. Desta forma, sujeira contendo gordura é emulsionada e removida usando
uma combinacgao de elevada temperatura e alcalinidade. Entretanto, ha uma forte
tendéncia do uso de baixas temperaturas na lavagem, proximas a 40°C, condi¢des
particularmente insuficientes para remogdo de gorduras. Ha desta forma uma
necessidade de incluir aditivos em detergentes, como enzimas, que sejam efetivos
em baixas temperaturas de lavagem, estaveis em solugdes altamente alcalinas e

sobre condigbes extremas da composi¢ao do detergente (Gerritse et al., 1998).

Um grupo particular de lipases tem recebido uma especial atengao nestes ultimos
anos, devido ao seu amplo potencial de aplicacdo na industria, principalmente no
que se diz respeito a formulacdo de detergentes. As lipases alcalinas tém a
excelente caracteristica de remover acidos graxos na limpeza de maquinarios, sob
condicbes de temperaturas mais amenas, sem danifica-los (Rathi et al., 2001),
como também reduzir os gastos com energia. Algumas lipases alcalinas com altos
niveis de atividade em pHs alcalinos tém sido obtidas de varios microrganismos
como Achromobacter sp., Alcaligenes sp., Bacillus sp., Humicola sp. e
Pseudomonas sp. (Lin et al., 1996). Algumas destas linhagens pertencem ao grupo
de microrganismos alcalinofilicos, os quais sao caracterizados pelo seu o6timo

crescimento em pH alcalino.

Outros estudos tém sido realizados para a aplicagdo de lipases em agentes de
limpeza, como xampus, cremes e cremes dentais profilaticos. A importancia destas
enzimas em agentes de limpeza ndo resulta unicamente de sua alta eficiéncia, mas
também por razbes de protecdo ambiental. Os fosfatos, que sdo usados em
agentes sintéticos de limpeza, sdo conhecidos por poluir aguas potaveis (Flipsen et
al., 1998).
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Novas lipases microbianas tém sido estudadas e caracterizadas bioquimicamente e
0s genes tém sido clonados e sequénciados. A regulagao da expressao do gene,
0s mecanismos de secregao, a estrutura 3D de lipases fungicas e bacterianas tém

sido o foco de muitos estudos (Rosenau e Jaeger, 2000).

Os genes de algumas lipases alcalinas de microrganismos tém sido isolados e
caracterizados. O gene que codifica a principal lipase alcalina de P. alcaligenes foi
isolado e caracterizado por Guerritse et al. (1998). A amplificacdo de copias dos
genes de lipase em P. alcaligenes com a adigdo de baixo e alto numero de
plasmideos resultou no aumento da expressao que foi aparentemente colinear com

0 numero de cépias do gene.

De modo geral, as lipases de Pseudomonas mostram caracteristicas bioquimicas
especiais em relacao a lipases produzidas por outros microrganismos no que se diz
respeito de sua termorresisténcia e atividade em pH alcalino. Os genes que
codificam a lipase alcalina de P. aeruginosa tém sido clonados e sequenciados
(Rosenau e Jaeger, 2000; Jaeger et al., 1994). A superexpressado heterdloga em
hospedeiros como a Escherichia coli facilita a produgéo de lipase enzimaticamente
ativa propiciando os estudos dos mecanismos moleculares envolvidos na regulagao

de sua expresséao e secrecao de lipase (Rosenau e Jaeger, 2000).

Tan e Miller (1992) identificaram um gene estrutural de lipase de Pseudomonas
fluorescens B52. Eles utilizaram uma biblioteca gendmica dentro do plasmideo
pUC19 para isolar e identificar o gene de lipase, o qual foi expresso em E. coli. A
analise da sequéncia de nucleotideos revelou um “open reading frame” de 1.428
nucleotideos que foi deduzido e codifica uma proteina com uma massa molecular
de 50.241 Da. A predi¢ao da sequéncia de aminoacidos desta enzima mostrou uma
alta homologia com o possivel dominio de ligagado presente em todas as lipases
examinadas em bancos de dados. A atividade lipolitica das colénias recombinantes
foi medida pelo método de fluorescéncia usando 4-metilumbeliferona oleato como
substrato, demonstrando que os transformantes continham atividade que aumentou

com o tempo de cultivo das colbnias.
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Outra lipase de Pseudomonas sp. psicrotrofica (linhagem B11-1) foi clonada,
purificada e caracterizada por Choo et al. (1998). A sequéncia de aminoacidos
deduzida pela sequéncia de nucleotideos do gene (924 bp) correspondeu a uma
proteina de 308 residuos de aminoacidos com uma massa molecular de 33.714 Da.
Esta enzima também possui um motivo “consensu” conservado em outras lipases
de temperaturas baixas, como a da Moraxella TA144 da Antartica. A enzima
expressa em E. coli mostrou atividade especifica na posi¢cao 1,3 para trioleina. p-
Nitrofenil ésteres com acidos graxos de cadeia curta (C4 e Cs) serviram como bons
substratos. A enzima mostrou atividade 6tima em pH proximo a 8 e estabilidade na

faixa de pH 6-9, e de temperatura entre 5 e 35 °C.

Muitas lipases apresentam atividade 6tima em pH neutro e em temperaturas por
volta de 35-48 °C. Alguns poucos trabalhos tém sido realizados para obter lipases
com elevada atividade em condi¢cbes de lavagem, como pH alcalino (7-11) e altas
temperaturas (acima de 60 °C) e na presenca de detergentes anidonicos. A Novo
Nordisk foi pioneira quando desenvolveu a lipolase® por engenharia genética e de
proteina a partir do gene da lipase de Humicola lanuginosa e sua superexpressao
em A. oryzae, produzindo uma enzima estavel e ativa para utilizagdo em

detergentes (Pandey et al., 1999).

Alguns estudos tém sido realizados para a otimizag&o de processos para aumentar
a producao de lipase alcalina para detergentes. Rathi et al. (2001) encontraram
uma nova lipase alcalina de Burkholderia cepacia. Os autores utilizaram varios
parametros fisico-quimicos para otimizar a produgdo maxima desta enzima em B.
cepacia. O meio de crescimento para producao desta enzima foi 6leo de mostarda
(1% viv) a 50 °C, pH 7,0 e 250 rpm. A lipase alcalina mostrou-se compativel com
varios surfactantes ibnicos e nao-ibnicos bem como com detergentes comerciais. A
enzima manteve 100% de atividade na presenca de oxidantes fortes (1% v/v ou 1%
m/v), H20,, perborato de sdédio e hipoclorito de sodio apés 1h de tratamento a
temperatura ambiente. A enzima mostrou-se também resistente a varias proteases
alcalinas comerciais, retendo sua completa atividade apds 1h de tratamento a 50

°C. A lipase exibiu melhor estabilidade em detergentes comerciais e agentes
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oxidantes quando comparada a Lipolase® (“lipase detergente” produzida pela Novo
Nordisk, Denmark).
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CAPITULO 1: Selecio de microrganismos produtores de lipase alcalina

extracelular
RESUMO

Recentemente, a aplicacao industrial de lipases microbianas tem sido estendida a
muitas areas, como por exemplo, o seu uso em modificacdo de triglicerideos,
sintese de varios compostos de éster e detergentes domésticos. A lipase
microbiana usada em cada aplicacdo € selecionada baseada em suas
propriedades enzimaticas. Para isolar um novo microrganismo produtor de lipase
para detergente, foi realizada uma selecdo de microrganismos de amostras de
frutas e solo do Nordeste do Brasil e o fungo Fusarium oxysporum (cepa de
nuamero 152B) foi escolhido por produzir a maior quantidade de lipase alcalina
extracelular em meio de cultura entre todos os 216 microrganismos estudados.
Neste trabalho, foi descrita a identificagdo do F. oxysporum através dos métodos

taxondmico tradicional e molecular.

Palavras-chaves: Lipase alcalina; selegdo de microrganismos; identificagao.
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Screening of microorganisms producing extracellular alkaline lipase
ABSTRACT

Recently, industrial application of the microbial lipases has been extended in many
areas, exemplified by their use in modification of triglycerides, synthesis of various
ester compounds and in household detergents. The microbial lipase used in each
application is selected based on its enzymatic properties. To isolate new lipase-
producing microorganism for detergents, it was carried out a screening from fruit
and soil samples from Northeast of Brazil and found one strain Fusarium
oxysporum (strain number 152B) which produced the largest amount of extracellular
alkaline lipase in the culture media of all 216 microorganisms isolated. In this work,
it was also described the F. oxysporum identification using traditional taxonomic and

molecular methods.

Keywords: Alkaline lipase; microorganism screening; identification.
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INTRODUCAO

Lipases (EC 3.1.1.3) hidrolisam triacilgliceroéis a acidos graxos e glicerol. Embora as
lipases sejam amplamente distribuidas na flora e na fauna, elas sdo mais
abundantemente encontradas na flora microbiana compreendendo as bactérias,
fungos e leveduras. As enzimas microbianas apresentam um grande potencial para
aplicagcbes comerciais devido a sua estabilidade, seletividade e ampla
especificidade a diferentes substratos (Cardenas et al., 2001). Estas caracteristicas
permitem que as lipases sejam empregadas em industrias como alimentos,
farmacéuticas, detergentes, tecidos, biodiesel, cosméticos e sintese de quimica
fina (Kumar et al., 2005). As lipases microbianas tém sido usadas para a produgao
de aromas desejaveis em queijos (Alewijn et al.,, 2005); desenvolvimento de
compostos de aroma em produtos lacteos e bebidas (Jaeger et al., 1999); para a
interesterificacdo de gorduras e Oleos para produzir acilglicerdis, que n&o sao

obtidos por interesterificacdo quimica convencional (Pandey et al., 1999).

Um grande crescimento tecnologico tem sido observado para os detergentes
biolégicos. Lipases, proteases, amilases e celulases sao adicionadas aos
detergentes onde elas podem catalisar a quebra de ligagdes quimicas com a
adicdo de 4agua. Lipases sao geralmente adicionadas aos detergentes
primariamente em combinagcdo com proteases e celulases. Atualmente, elas séo
extensivamente usadas em detergentes caseiros, para limpezas industriais e

processamento de couro (Pandey et al., 1999).

Neste trabalho, foi realizada a busca por uma nova lipase alcalina extracelular
microbiana para aplicagdo em detergentes. Para isso, foram escolhidos varios
microrganismos, fungos, leveduras e bactérias, de amostras de solo e frutas do
nordeste brasileiro, especialmente oriundas dos estados de Alagoas e Sergipe. O
isolamento destes microrganismos ocorreu em meio alcalino contendo 6leo de oliva
para a selecdo de cepas produtoras de lipases estaveis a condicoes extremas de
pH.
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MATERIAL E METODOS
Material bioldgico

Os microrganismos foram isolados e selecionados a partir de amostras de frutas e

solo do litoral do nordeste brasileiro (Alagoas e Sergipe).

Para o cultivo e isolamento dos microrganismos, as amostras de frutas e solo foram
diluidas em 10 mL de agua destilada estéril, homogeneizadas e deixadas em
repouso por 30 min aproximadamente. O liquido sobrenadante foi inoculado em
placas de Petri contendo meio de cultura esterilizados, compostos de meio PDA
(Agar batata dextrose) ou YM (% m/v em agua destilada) peptona 0,5; glicose 1.0;

extrato de levedura 0,3; extrato de malte 0,3 e agar 2.0.

Selecao de microrganismos produtores de lipase

O meio de cultivo em placa de petri para sele¢gao de microrganismos produtores de
lipase foi constituido de: (% m/v em agua destilada) éleo de oliva 2,0; peptona 0,3;
extrato de levedura 0,2; K;HPO4 0,2; MgS0O4.7H,0O 0,1; Na,COs 0,1; agar 2,0;
Rhodamina B 0,001 (Lin et al., 1995). Os microrganismos foram incubados a 30 °C
por 96 h. Foram consideradas colb6nias produtoras de lipase extracelular aquelas
que formaram um halo claro ao seu redor, devido a hidrélise do 6leo de oliva, e
estas foram selecionadas e mantidas a 4 °C em tubos contendo meio PDA (Agar

batata dextrose).

Selecao de microrganismos em meio liquido

Os microrganismos selecionados foram cultivados por 96 h, a 30 °C em tubo
inclinado contendo meio sélido (% m/v em agua destilada): glicose 1,0; peptona
0,3; extrato de levedura 0,2; K;HPO4 0,2; MgS0,4.7H20 0,1; Na,CO3 0,1; agar 2,0.

Em seguida, foi adicionado 10 mL de agua destilada estéril em cada tubo, e a
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superficie do meio raspada com al¢ga de niquel. Deste conteudo, 1 mL foi
transferido para frascos Erlenmeyer de 100 mL contendo 20 mL de meio liquido (%
m/v em agua destilada) contendo 6leo de oliva 1,0; peptona 1,5; extrato de
levedura 0,5; K;HPO4 0,3; MgSO4.7H,O 0,04; Na,COs 1; Triton X-100 0,2. A
fermentacao ocorreu a 30 °C, a 160 rpm. Apds 24 h, 1 mL do meio de cultivo foi
transferido para um novo meio de cultura, e incubado por mais 48 h. Os meios de
cultivo foram rapidamente resfriados a 4 °C e as células removidas por filtracdo
usando filtro Whatman (Grade 42 — Ashless Quantitative Filter) (modificado de Lin
et al., 1995).

Determinacao da atividade lipolitica

Para a medida da atividade lipolitica foi usada uma emulsao preparada com 75 mL
de goma arabica 7% e 25 mL de 6leo de oliva (Azeite “Gallo”, Victor Guedes, Ind. e
Com., S.A., Portugal), homogeneizados em liquidificador por 2 min. Foram usados
3 frascos Erlenmeyers de 50mL para cada reagdao contendo 4 mL de tampéo
fosfato 20 mM, pH 9,0; 1 mL de CaCl, 110mM; 5 mL de emulsdo; 1 mL da solugéo
enzimatica (sobrenadante do meio de cultura). Os Erlenmeyers foram incubados
em banho com agitagdo a 160 rpm, 37°C durante 20 min. Apos a incubacio, a
reagao foi paralisada pela adigdo de 15 mL de acetona:etanol (1:1), permanecendo

ainda no banho com agitagdo por mais 5 min (Macedo et al., 1997).

O teste em branco como controle consistiu de 15 mL da mistura de acetona:etanol
(1:1) adicionados antes da solugdo enzimatica, de maneira que a enzima nao

atuasse na reagao.

Os acidos graxos produzidos foram titulados com NaOH 0,05 M usando 20 uL de

fenolftaleina (0,5% em etanol) como indicador.

Uma unidade de lipase (1U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar um pmol de &cido graxo por minuto (umol.min™"), nas condigdes descritas

acima.
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Identificacao taxonémica de fungos

Para identificagao em nivel de género, foram utilizados os meios padrdes descritos
por Pitt e Hocking (1999). A chave de identificagdo neste livro baseia-se em
inocular as colénias e crescé-las por sete dias em trés meios padrdes a 25 °C, e
um destes também a 5 e 37 °C. Estes trés diferentes meios sdo: Extrato de
levedura Czapek agar (CYA), em trés temperaturas; Extrato de malte agar (MEA) e
25% Gilicerol nitrato agar (G25N). Quando finalizados os sete dias de crescimento,
as col6nias foram medidas (diametro de crescimento em milimetros) e através de

uma chave de identificagdo, o género do fungo foi determinado.

Para visualizagdo em microscépio, o fungo foi incubado em meio PDA (Agar batata

destrose) em microcultivo por até 4 dias, e corado com Azul de Metileno.

Identificacao de espécies de Fusarium através de técnicas moleculares
Extracao de DNA gendémico

O DNA do micélio do Fusarium foi extraido usando o método do brometo N-cetil-
N,N,N,-timetilambnio (CTAB) através do kit “Genomic DNA from Plant - Support
protocol for fungi’ (Macherey-NageI®, Alemanha, Out/2003 — Rev. 01). A
concentragcdo de DNA foi determinada espectrofotometricamente pela leitura da
absorbancia a 260 nm. Uma medida de absorbancia (O.D.) igual a 1,000 equivale
50 ng/uL de DNA.

As amostras de DNA foram analisadas em gel de 0,8% (m/v) e observadas através

da “coloragao” com brometo de etideo, sob luz UV.

28



Reacéo da cadeia da polimerase (PCR)

Apods a extragao do DNA, este foi amplificado por reacao de PCR, utilizando uma
Taq DNA polimerase. A reagcdo procedeu com 5 uL de tampado da enzima
concentrado 10x, 1 uL da mistura dos 4 dNTPs 10 mM, 1 uL do oligonucleotideo
“sense” 10 pmol/uL, 1 uL do oligonucleotideo “antisense” 10 pmol/uL, 1 uL de DNA
e 0,2 uL da enzima Tag DNA Polymerase, para um volume final de 50 uL. O
programa da reagao de PCR foi 94 °C por 15 minutos, seguido de 41 ciclos (94 °C
por 1 minuto, temperatura de anelamento dos oligos por 1 minuto, 72 °C por 2
minutos), 72 °C por 15 minutos, terminando com 4 °C oc. A eficiéncia e o tamanho
do DNA amplificado foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em
tampé&o TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA).

As reacgbes de amplificagdo foram desenvolvidas usando os seguintes pares de

oligonucleotides (Tabela 1).

Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos e temperatura de anelamento para

amplificacao por PCR.

Oligonucleotides ® Seqliéncias Temperatura de
anelamento (°C)

ITS 1_for 5 TCC GTAGGT GAACCTGCG G 3 52

ITS4 rev 5 TCC TCC GCT TAT TGATAT GC 3’

@ Duggal et al., 1997.

Clonagem dos produtos de PCR

Apo6s a amplificacdo dos DNAs, estes foram isolados em gel de agarose 1,5%, e o
fragmento de DNA correspondente foi purificado utilizando-se um kit de extragéo
“‘MinElute Handbook” (QIAGEN). Apds purificagdo, o fragmento de DNA foi

inserido, no plasmideo pCR® 2.1 (Invitrogen) utilizando-se o kit “TA cloning”
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(Invitrogen). Apos ligacdo do fragmento de DNA ao plasmideo, este material foi
utilizado para transformar células competentes de E. coli, segundo as orientacdes
contidas neste mesmo kit. As bactérias que continham os plasmideos
recombinantes foram selecionadas em meio de cultura LB sdlido contendo

ampicilina e X-Gal, segundo Sambrook et al. (1989).

Extracao de DNA plasmidial

A extracdo do DNA plasmidial foi realizada através do kit Plasmid DNA Purification
(MACHEREY-NAGEL). Para isso, as colbénias, provaveis recombinantes, foram
inoculadas em 3 mL de meio LB liquido com ampicilina e incubadas “overnight” a
37°C, em agitagdo de 300 rpm. Apds incubagdo, a extragdo do DNA plasmidial
procedeu segundo as orientagdes contidas neste kit, e o DNA analisado em gel de
agarose 0,8%. A concentracao do DNA foi determinada espectrofotometricamente

e entdo o mesmo foi enviado para seqlienciamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento e selecao

O uso de meios solidos suplementados com triglicerideos emulsificados € uma
metodologia padrdo para a selecdo de microrganismos produtores de lipases
(Cardenas et al., 2001). Um total de 216 microrganismos foi isolado em meio PDA
(Potato Dextrose Agar) e YM (Yeast Malt Agar). Apds o isolamento, estas cepas
foram inoculadas em meio alcalino sélido com Rodamina B para selegdo de
microrganismos produtores de lipase alcalina. Apds incubagédo de 96 h, as placas
de meio com Rodamina B foram analisadas com os seguintes critérios: (1)
microrganismos que nao cresceram; (2) cresceram, mas nao produziram halo de
hidrélise: (3) produziram halo de hidrélise de diferentes intensidades, classificados

entre halos de intensidade 1 a 6. A Figura 1 mostra o padrdo de crescimento dos
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microrganismos no meio alcalino contendo Rodamina B e o padrao de hidrdlise do
Oleo de oliva no meio. Como se pode observar quase metade dos microrganismos
isolados ndo cresceu neste meio. Isto provavelmente ocorreu porque este meio &
extremamente alcalino, ao redor de pH 10,0. Por outro lado, apenas 12% dos
microrganismos cresceram neste meio e nao produziram halo de hidrélise. Dos 216
microrganismos, 46% produziram halo de hidrdlise, indicando que estes

microrganismos produziram lipase extracelular.

Alguns trabalhos reportam que a producao de lipase extracelular aumenta com a
adicdao de o6leo de oliva (Rapp, 1995). Destes 46% de microrganismos que
produziram halo de hidrélise pode ter sido devido a inducdo pelo 6leo de oliva
presente no meio (neste caso usado como substrato, mas que pode ter agido como
indutor). A diferenga de intensidade entre halos de hidrolise pode ser
provavelmente devido a quantidade de lipase extracelular excretada pelo

microrganismo, e/ou também pela estabilidade da enzima em pH alcalino.

8%
8%
8% o
11% 10%
B Nao cresceu B Sem halo CHalo 1 H Halo 2
OHalo 3 E Halo 4 HmHalo 5 E Halo 6

Figura 1: Padrdo de crescimento e de halo de hidrélise produzido em meio alcalino

com Rodamina B abordado em porcentagem.
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150 B

Figura 2: Exemplos de halos de hidrdlise produzidos pelas cepas de numero 150 B

e 160 A1 apds 96 h de crescimento em meio alcalino com Rodamina B.

Apds selecao em meio alcalino sélido com Rodamina B, 72 microrganismos foram
avaliados quanto a produgao de lipase em meio alcalino liquido. Ocorreu uma
grande variagdo na intensidade de lipase alcalina extracelular produzida. Como
mostrado na Figura 3, ndo ha uma correlagdo entre o tamanho de halo produzido
em meio solido com a produgdo de lipase alcalina em meio liquido. Por outro lado,
a maior produgdo de lipase alcalina ocorreu entre os microrganismos classificados
no grupo de halo de intensidade 4. Deste grupo, apenas dois microrganismos,
cepas de numero 152 B e 160 A1 foram selecionados devido a maior atividade

lipolitica produzida, 11,56 e 10,56 U/mL, respectivamente.

Identificacdo taxonémica de fungos

A chave taxonémica utilizada para identificar o fungo isolado (152B) esta contida no
livro de Pitt e Hocking (1999). Apds o isolado 152B crescer por sete dias em trés
diferentes meios padrées CYA, MEA e G25N nas temperaturas indicadas, os
didmetros das colénias foram medidos em milimetros e através destas
informacdes, seguiu-se a identificacdo através da chave taxon6mica. A Figura 4

mostra o padrao das coldnias 152B crescidas nos trés meios.
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Figura 3: Correlagao entre as intensidades de halos de hidrélise produzidas pelas

cepas em meio sélido e a produgao de lipase alcalina em meio liquido.
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Figura 4: Colbnias do fungo 152B crescidas nos meios padrées CYA, MEA e G25N
como descrito por Pitt e Hocking (1999).

Observacao: estas fotos foram tiradas com mais do que 7 dias de crescimento,

mas as medidas das colénias (Tabela 2) foram feitas nos exatos 7 dias, como

segue o protocolo de identificagao.
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Tabela 2: Medidas dos diametros das colbénias do fungo 152B crescidas nos meios
padrdoes CYA, MEA e G25N, como descrito por Pitt e Hocking (1999).

Meios CYA MEA G25N
Crescimento* + + +
Diametro (mm) 270 350 2

* Cresceu (+); Nao cresceu (-)

Seguindo a chave taxondémica, observando o crescimento das colénias 152B e a
morfologia através de microscopia, chegou-se a conclusdo que esta linhagem

pertence ao género Fusarium.

Por morfologia observada em microscopio, o fungo Fusarium foi identificado como
Fusarium oxysporum (Figura 5). Segundo Hoog e Guarro (2001) a espécie F.
oxysporum apresenta monofiliades laterais em micélio aéreo (Figura 5 A e B);
macroconideos fusiformes, levemente curvados, pontudos no apice, 3(-5)-septos e
microconideos abundantes (Figura 5C); em contraste ao F. solani as filiades séo

pequenas e muitas vezes nao septadas (Figura 5 A e B).

A identificagdo da espécie do fungo Fusarium foi realizada com a colaboragédo da
Profa. Dra. Angélica Zaninelli Schreiber, da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Unicamp.

As espécies de Fusarium fazem parte de um grupo diverso, cosmopolitano de
fungos responsaveis por numerosas doengas de plantas, apodrecimento, toxidade
e micoses humanas e de animais. Atualmente, os principais esquemas de
classificacdo sao baseados nas caracteristicas dos esporos que crescem em meios
especiais juntamente com microanatomia. Algumas chaves taxonémicas tém sido
desenvolvidas para acomodar estes critérios. Contudo, devido a plasticidade e
integracdo dos caracteres fenotipicos, Fusarium mantém muitas mudangas
sistematicas entre os fungos, e com grande dificuldade de identificacdo (Duggal et
al., 1997).
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Figura 5: Fotos de microcultivo do Fusarium oxysporum; aumento de 1000x.

A e B: monofiliades; C: macro- e microconideos.

Ferramentas de diagndstico molecular tém sido desenvolvidas nas ultimas
décadas. As técnicas baseadas em PCR (Reacéo de cadeia da polimerase) podem
prover oligonucleotideos espécie especificos, e um poderoso método diagndstico
para distinguir fungos nivel espécie (Mulé et al., 2004). Das técnicas moleculares
disponiveis, a analise das regides repetidas do gene ribossomal tem sido
especialmente usada. Os genes dos ribossomos 18S e 28S sao utilizados para
estimar as relagdes filogenéticas entre os organismos taxonomicamente diversos.
Em contraste, a regido ITS (Internal Transcribed Spacer) mostra muito mais
divergéncia, e é usada para comparar organismos relativamente mais proximos
(Duggal et al, 1997). Kulik et al. (2004) utilizaram reacbes de PCR e
sequenciamento para detectar espécies de Fusarium sporotrichioides em plantas
baseado na sequéncia de nucleotideos da regidao ITS2. Eles amplificaram um

fragmento de 288 bp contendo uma porgao da ITS2 e do rDNA 28S dos isolados de
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F. sporotrichioides e verificaram que este método desenvolvido pode ser util para
uma rapida identificagado desta espécie de Fusarium em meio de cultura e tecidos

vegetais.

Para confirmagao das identificagdes por taxonomia e morfologia, foram realizadas
técnicas moleculares, através de reacbes de PCR e sequenciamento. Os
oligonucleotideos ITS 1_for e ITS 4_rev foram utilizados para amplificar o DNA
extraido do micélio do fungo 152B. A Figura 6 mostra a amplificagdo de um
fragmento de cerca de 550 bp, enquanto o controle positivo apresentou um

fragmento de cerca de 700 bp.

Figure 6: Produtos da amplificagdo com os oligonucleotideos ITS 1 e ITS 4.
M: 100bp DNA Ladder (New England Biolabs, Inc.); 1 e 2: DNA controle, 0,2 e 0,5
uL de DNA molde usado na reacao, respectivamente; 3 a 6: DNA do fungo 152B,

0,2; 0,5; 1,0 e 3,0 uL de DNA molde usado na reagao, respectivamente.

Este fragmento de 550 bp foi ligado a um vetor de clonagem, pCR 2.1, e entédo
transformado em células de E. coli, para preparagdo do DNA plasmidial em
concentragao suficiente para sequenciamento. Apds extracdo do DNA plasmidial,
este foi enviado para sequenciamento, e o resultado da sequéncia esta

apresentado na Figura 7.

Foi utilizado o programa Blastn (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), que realiza

alinhamentos entre sequéncias de nucleotideos-nucleotideos, e fornecem alguns

dados estatisticos sobre o grau de similaridade encontrada entre as seqiéncias.
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Os alinhamentos séo realizados através de uma procura pela base de dados dos
programas originais do "BLAST". Os “scores” sdo pontuagbes dadas aos
alinhamentos entre as sequéncias comparadas. Quanto maior forem os “scores”,
melhores serdo os alinhamentos. O primeiro critério de pontuagcdo € um
alinhamento sem "gaps", que consiste simplesmente em um par de segmentos de
comprimento iguais, uma de cada uma das duas sequéncias que estdo sendo
comparadas. O outro critério corresponde as bases que néo se diferem entre os
alinhamentos. A somatéria das pontuacdes apresentadas a estes critérios
determina o “score”. Para analisar o quao alto um "score", é provavel ser alto por

acaso, um modelo de sequéncias aleatdrias € necessario.

O “E-value” é outro valor estatistico dado para a analise dos alinhamentos feitos
pelo “Blast’. Através do “E-value” é possivel avaliar o quao similares sédo as
sequéncias alinhadas. Quanto menor exponencialmente for o “E-value”, maior a

similaridade entre as sequéncias.

NANNTGGTACGAGCTNGGANCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGGCTTGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCA
TTACCGAGTTATACAACTCATCAACCCTGTGAACATACCTAAAACGTTGCTTCGGCGGGAACAGACGGCCCTGTAACAACG
GGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCTAACTCTGTTTTTATAATGTTTTTCTGAGTAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCC
CCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGTGGGCACACGCCGTCCCTCAAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGC
TTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAGCGGCGCGGCCATGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAATGTTGAC
CTCGAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAGCCGAATTCTGCAGATATCCATCACA
CTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTT
ACAACGTCGTGACTGGGAAAA

Figura 7: Resultado do sequienciamento do fragmento proveniente da amplificagdo
do DNA do fungo 152B.

O resultado do alinhamento da sequéncia amplificada do fungo 152B (Figura 8)
apresentou identidade com ambas as espécies, F. solani e F. oxysporum. Apesar
do “Score” ser um pouco maior para a espécie F. solani, deve-se considerar que: 1.
apenas um sequenciamento foi realizado (0 melhor € ter pelo menos mais uma
repeticdo do sequenciamento para excluir a possibilidade de enganos durante este

procedimento); 2. ha uma pequena probabilidade de erro de amplificagdo durante
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as reacgbes de PCR; 3. e obviamente n&o excluir os conhecimentos da taxonomia

tradicional. Por estes motivos, permaneceu-se a identificacdo como F. oxysporum.

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|53125472|emb|AJ608989.1| Fusarium solani 5.8S rRNA gene, 2... 1116 0.0
gi|21666882|gb|AF455451.1| Nectria haematococca isolate wb394... 1088 0.0
gi|4512119|gb|AF129104.1|AF129104 Nectria haematococca 18S ri... 1049 0.0
gi|20339272|emb|AJ317959.1|NHA317959 Nectria haematococca (li... 1043 0.0
gi|60593127|gb|AY928418.1| Fusarium oxysporum isolate FO-11 1... 1023 0.0
gi|60593119|gb|AY928410.1| Fusarium oxysporum isolate FO-03 1... 1007 0.0
gi|56578581|gb|AY819045.1| Fusarium solani f. radicicola 185 ... 1007 0.0
gi|32264972|gb|AY310442.1| Nectria haematococca 18S ribosomal... 1003 0.0
gi|50313401|gb|AY667486.1| Fusarium oxysporum isolate 12-148 ... 995 0.0
gi|38503525|gb|AY429049.1| Chaetomium globosum isolate Cg2 18... 965 0.0

Figura 8: Resultado do alinhamento da sequéncia do fungo 152B (Figura

(o)
~

através do Programa Blast n.

CONCLUSOES

De um total de 216 microrganismos isolados de frutas e solo do nordeste brasileiro,
apenas dois produziram grande atividade lipolitica em meio liquido. Isto mostra o
quao arduo € um trabalho de isolamento e selecdo de microrganismos para

produgao de uma enzima com as caracteristicas desejadas.

A cepa de numero 152 B foi identificada como Fusarium oxysporum através de
analise morfoldgica, crescimento em meios padrdes e por biologia molecular. Este
trabalho mostra que estas duas ferramentas devem ser complementares uma a
outra na identificagcdo, e que a biologia molecular, apesar de sua alta sensibilidade
e qualidade, ndo exclui a avaliagdo morfolégica de um microrganismo por um

profissional com grande experiéncia.
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Um trabalho de avaliacdo das variaveis que interferem na producéo de lipase por
este microrganismo deve ser realizado para melhorar a produgédo desta enzima em
meio liquido para se tornar potencialmente interessante para aplicagdes industriais.
Em conjunto a isso, as caracteristicas fisico- e bioquimicas desta lipase devem ser

avaliadas quanto a sua aplicacéao.
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CAPITULO 2: Fatores que afetam a producdo de lipase alcalina extracelular

por Fusarium oxysporum

RESUMO

A producao de lipase depende da composi¢cao do meio de cultura e das condi¢cdes
da fermentagdo. Os efeitos da composicdo do meio, pH e temperatura foram
investigados para a producdo de lipase alcalina de Fusarium oxysporum. A
quantidade maxima de atividade lipolitica produzida foi 7,12 U.mL" em meio
contendo 6leo de oliva, peptona e extrato de levedura como fontes de carbono e
nitrogénio, em pH 10,0 e 30 °C. Um desenho experimental 22 com configuragao
estrela, totalizando 11 experimentos, foi desenvolvido para estudar os efeitos do pH
e temperatura de incubacdo. De acordo com as respostas do desenho
experimental, os efeitos de cada variavel foram calculados e as interagdes entre
elas determinadas. Um modelo codificado foi usado para gerar uma superficie de
resposta para a analise dos efeitos das variaveis sobre a atividade lipolitica e o
maximo de atividade encontrada foi em pH 6,0 e a 30 °C (33 U.mL™"). Um segundo
desenho experimental 22 foi desenvolvido para estudar duas varidveis, composicdo
do meio e a concentracdo de 6leo de oliva. Maxima atividade enzimatica foi

produzida em meio de cultura suplementado com 6leo de oliva (2% m/v).

Palavras-chaves: Lipase alcalina, Fusarium oxysporum, producdo de enzima,

desenho experimental.

Trabalho submetido a Revista Biotechnology Research em Mar¢o de 2006.
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Factors affecting extracellular alkaline lipase production by Fusarium

oxysporum.
ABSTRACT

Lipase production depends on the medium composition and condition of the
fermentation medium. The effects of medium composition, pH and incubation
temperature conditions were investigated to alkaline lipase production by Fusarium
oxysporum. The maximum amount of lipolytic activity produced was 7.12 U.mL™" in
medium containing olive oil, peptone and yeast extract, as carbon and nitrogen
sources, at pH 10.0 and 30 °C. A 22 factorial design with star configuration, totaling
11 experiments, was carried out to study the effect of pH and incubation
temperature conditions. According to the responses from the experimental designs,
the effects of each variable were calculated and the interactions between them were
determined. A coded model was used to generate a response surface for the
analysis of the variable effects on lipase activity and the maximum lipase activity
was found in pH 6.0 and 30 °C conditions (33 U.mL"). A second experimental
design, 22 factorial was developed to study two variables, medium composition and
olive oil concentration. Maximum enzyme activity was produced in culture medium

supplemented with olive oil (2% w/v).

Keywords: Alkaline lipase, Fusarium oxysporum, enzyme production, factorial

design.
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INTRODUCTION
Lipases (triacyl glycerol ester hydrolase, E.C. 3.1.1.3) catalyze the hydrolysis of fats

to monoglycerides, diglycerides, free fatty acids and glycerol. The reaction is
reversible in micro-aqueous environments, under low water conditions it is found the
reverse reaction (Gulati et al., 1999; Rathi et al., 2001). Microbial lipases have been
used extensively in food, e.g. processing of fats and oils, hydrolysis, glycerolysis,
esterification, alcoholysis/acidolysis, interesterification, flavour development in food

and detergent industries (Pandey et al., 1999; Jaeger et al., 1994).

Lipases are very interesting and extremely versatile enzymes for the food industry
since fats and oils are important constituents of food. The nutritional and sensory
value and the physical properties of a triglyceride are greatly influenced by factors
such as the positions of the fatty acid in the glycerol backbone, the chain length of
the fatty acid and its degree of unsaturation. Lipases allow us to modify the
properties of lipids by altering the location of fatty acid chains in the glyceride and
replacing one or more of fatty acids with new ones (Sharma et al., 2001). Direct
esterification and transesterification reactions have been performed using lipases to
produce tailored triglycerides and numerous flavour esters. For example, short
chain citronellyl esters and isoamyl butyrate, volatile flavour compounds, can be
synthesized by microbial lipase from Rhizopus sp (Macedo et al., 2003; Gerritse et
al., 1998). Lipases are being widely used in industrial applications, such as in dairy
and food manufacture, leather and detergent industry, production of cosmetics and
organic synthesis reactions, especially reactions in non-aqueous media (Silva et al.,
2005).

Each application requires unique properties with respect to specificity, stability,
temperature, and pH dependence or ability to catalyze synthetic ester reactions in

organic solvents (Kumar et al., 2005).

Thermophilic lipases show higher thermostability, higher activity at elevated

temperatures, and often show more resistance to chemical denaturation, making
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them promising tools in industrial and chemical process where relatively high

reaction temperature and/or organic solvents are used (Castro-Ochoa et al., 2005).

One of the most persistent problems with laundry cleaning is the removal of fatty
stains. A combination of high-temperature and high-alkalinity washing conditions
can be used to emulsify and subsequently remove the fat-containing dirt. However,
these conditions lead to damage of the fabric and they require the input of large
amounts of energy. Alkaline lipases are very important enzymes in laundry
detergent formulations. These enzymes improve the removal of fatty residues in
laundry, dishwashers and for cleaning of clogged drains. Another important factor is
that the usage of lipase in detergent formulations allows laundering at lower
temperatures and thus reduces the energy expenditure (Rathi et al., 2001; Gerritse
et al.,, 1998). An ideal detergent enzyme should be stable at high pH values and
temperature, withstand oxidizing and chelating agents, effective at low enzyme
levels and have broad substrate specificity (Hemachander and Puvanakrishnan,
2000).

Enhancing lipase production during the cultivation process is also an important step
in industrial application of this enzyme. Different environmental factors have been
extensively studied to increase lipase productivity, such as carbon sources, pH and
temperature, among others (Silva et al., 2005; Costas et al., 2004). Many microbial
lipases are only produced in the presence of an inducer. This may be a triglyceride,
a fatty acid or another lipid. Lipids or fatty acids do not appear to be required for the
production of lipase activity in a second group of microorganisms, but incorporation
of these compounds increased the level of lipase activity produced (Silva et al.,
2005; Rapp, 1995).

In this study the alkaline lipase production by Fusarium oxysporum, considering that
lipase activity and production depend upon the composition and condition of the
fermentation medium, was carried out. For optimization of this enzyme production,
we examined the medium composition and used a two-level factorial design with

two variables, medium pH and incubation temperature.
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MATERIAL AND METHODS
Strains

The microorganisms were isolated from fruits and soil from the Brazilian Northeast
(Maceio, AL, and Aracaju, SE). The fungus Fusarium oxysporum LB152B was
selected from Jenipapo fruit (Aracaju, SE). The cultures were maintained at 4°C on

potato dextrose agar tubes.

Isolation and screening of lipase-producing microorganisms

The solid medium plate used for screening contained (w/v): olive oil 1.0%; peptone
0.3%; yeast extract 0.2%; KoHPO4 0.2%; MgS04.7H20 0.1%; Na,COs 0.1%; agar
2.0%; and Rhodamine B 0.001% (Lin et al.,1995). The microorganisms were
incubated at 30 °C for 24 to 96 h. The colonies having a clearance zone due to oil

hydrolysis were selected and maintained at 4 °C on potato dextrose agar tubes.

Screening of lipase-producing microorganisms

The selected microorganisms were cultivated for 96 h, at 30 °C in a basal medium
consisting of (w/v): glucose 1.0%; peptone 0.3%; yeast extract 0.2%; KoHPO4
0.2%; MgS04.7H20 0.1%; Na,COs 0.1%; and agar 2.0%. After that, they were
transferred to a screening medium containing (w/v): olive oil 1.0%; peptone 1.5%;
yeast extract 0.5%; K;HPO4 0.3%; MgS04.7H20 0.04%; Na,CO3 1%; and Triton X-
100 0.2% in a 100-mL flask. Fermentation was carried out at 30 °C under 160 rpm
shaking. After 24 h, 1 mL of the culture medium was transferred to a fresh medium,
incubated for more 48 h. The cultures were chilled rapidly to 4 °C and the cells
were removed by filtration using Whatman filter (Grade 42 — Ashless Quantitative
Filter)(Lin et al. 1995, modified).
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Effect of medium components in lipase production from F. oxysporum

For enzyme production, the strain was grown as described above on three different
media: A (screening medium with Triton X-100 0.2% w/v); B (screening medium
without Triton X-100); and C (corn steep liquor medium containing (w/v): corn steep
liquor 1.0%; soybean meal 2.0%; K;HPO4 0.5%; Na,COs3 0.2%).

Factorial design

Two factorial designs were carried out. In the first one, a 2% experimental design
with star configuration (4 axial points) and 3 central points, totaling 11 experiments,
to study the effect of medium pH and incubation temperature, then the variables
were pH and temperature (°C). The distance of axial points was + 1.41, calculated
from equation 1 (Barro Neto, 2001). Additionally, a 22 factorial design, in replicate,
was employed, in which the composition medium and olive oil concentration were
studied.

a=n"? (1)
a is the distance of axial points; nis the number of independent variables.

All data were treated with the aid of STATISTICA 5.0 from Statsoft Inc. (2325 East
13" Street, Tulsa, OK, 74104, USA).

The independent variables and their levels are presented in Table 1 (first factorial

design) and Table 3 (second factorial design).

Assay of Lipase

Lipase assay was performed with olive oil (Azeite “Gallo”, Victor Guedes, Ind. e
Com., S.A., Portugal) emulsion; which was prepared by mixing 25 mL of olive oil

and 75 mL of 7% gum arabic solution in a homogenizer for 2 min. The reaction
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mixture containing 5 mL of olive oil emulsion, 4 mL of 50 mM Tris-HCI buffer, pH
9.0, 1 mL of 110 mM CaCl; and 1 mL of the culture filtrate at 37 °C for 20 min with
orbital shaking at 160 rpm. The reaction was immediately disrupted after incubation
by the addition of 15 mL acetone:ethanol mixture (1:1 v/v), and the liberated free
fatty acids were titrated with 50 mM NaOH. One unit (U) of lipase activity was
defined as the amount which liberated 1 umol of fatty acid per min (Macedo et al.,
1997).

RESULTS AND DISCUSSION
Screening of lipase-producing microorganisms

The lipase production by 216 strains (bacterial, fungi and yeasts) isolated from fruit
and soil samples were examined. Forty-two percent of all microorganisms did not
grow in Rhodamine medium, probably because of the alkaline pH around 10.0. Of
the remainder strains tested for lipase activities in Rhodamine medium, 72
microorganisms showed clearance zone around the colonies after 48 to 96 h of

incubation at 30 °C. The size of the clearance zone was variable (Figure 1).

Seventy-two microorganisms were grown in screening liquid medium to obtain the
best strain capable to produce extracellular alkaline lipase. The maximum amounts
of lipolytic activities were produced by strain 152B (7.12 U.mL™). Accordingly, this
strain was identified as Fusarium oxysporum and used to study the effect of growth

conditions on the production of extracellular alkaline lipase.
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160A1 o 152B
Figure 1: Solid medium plate containing Rhodamine B and olive oil was used for

screening of the strains producing extracellular alkaline lipase. The strains 160A1

and 152B produced a clearance zone after 72h incubation at 30 °C.

Effect of medium components in lipase-production from F. oxysporum

The activity of extracellular lipase of Fusarium oxysporum culture was evaluated
after 72 h of incubation in three different media: A (screening medium with Triton X-
100 0.2% wi/v); B (screening medium without Triton X-100); and C (corn steep liquor
medium). Highest lipase activity of 10.16 U.mL™" was observed in medium B, an
increase of 1.31 and 2.34 fold lipase productions comparing to medium A and C,

respectively (Figure 2).
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Figure 2: Effect of medium components in extracellular alkaline lipase production.
The lipase activity was determined as described in methods for each medium. The
experiments were performed in triplicate and bars represent the standard derivation.
A (screening medium with Triton X-100); B (screening medium without Triton X-

100); and C (corn steep liquor medium)

These results (Figure 2) indicated that Fusarium oxysporum produced maximal
alkaline lipase in a medium that contained peptone (0.3%) and yeast extract (0.2%)
as nitrogen sources. This suggests that peptone is necessary for significant lipase
formation by this fungus, as observed for lipase production by F. oxysporum f. sp.

vasinfectum (Rapp, 1995).

The addition of arabic gum (7%) to the screening medium did not increase the
lipase production (date not showed), differing from Acinetobacter calcoaceticus,
when the total lipase production was 2 to 5-fold higher in media containing arabic

gum than in media without this polysaccharide (Mahler et al., 2000).
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On the other hand, Triton X-100 inhibited the lipase production (Figure 2). This
result differs from Lin et al. (1995). They observed that Triton X-100 is a significant

factor that increases lipase production by Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111.

A model fitting was accomplished for the first experimental design as shown in
Table 1. The independent and dependent variables were inserted in to the second-
order model equation and examined in terms of the goodness of fit. The ANOVA
test was used to evaluate the adequacy of the fitted model. The R-squared value
provided an index between the variability in the observed response values and
those experimental factors and their interactions. A good model (values above 0.9

are considered very well) explains most of the variation in the response.

Table 1: Coded levels and real values (in parentheses) for the 2 factorial design
with star configuration (4 axial points) and 3 central points (11 trials) and lipase

activity (U.mL'1) at 72h of fermentation on medium B.

Run Variables Lipase Activity
(U.mL™)
pH Temperature (°C)
1 -1 (3.8) -1 (25) 13.25
2 +1(8.1) -1 (25) 28.75
3 -1 (3.8) +1 (35) 2.50
4 +1 (8.1) +1 (35) 0.17
5 0 (6.0) 0 (30) 34.50
6 0 (6.0) 0 (30) 32.33
7 0 (6.0) 0 (30) 33.00
8 -1.41 (3.0) 0 (30) 4.08
9 0 (6.0) +1.41 (37) 0.25
10 +1.41 (9.0) 0 (30) 3.50
11 0 (6.0) -1.41 (23) 24.00
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On the basis of the analysis of variance (ANOVA), as showed in Table 2, a second
order model (Equation 2) was established, describing the enzyme activity as a
function of pH and incubation temperature. Based on F test, the model is predictive,
since its calculated F value is higher than the critical F value and the regression
coefficient is (0.97553) is close to unity. The coded model was used to generate
response surface for the analysis to the variable effects on lipase activity (Figure 3).
As it can be seen in Figure 3, the maximum lipase activity predicted to pH 6.0 and

30 °C was approximately 33 U.mL™.

Activity = 33.28 + 1.54X1 — 9.11X, — 13.94X,2 — 9.77X,% — 4.46X:X; (2)
(:0.64) (+0.39) (+0.39)  (+0.47) (£0.47) (£0.56)

X1 is pH and X; is temperature

Table 2: ANOVA for the second factorial design describing the enzyme activity as a

function of pH and temperature of fermentation.

Source of Sum of Degrees of Mean square F-ratio (model
variation square freedom significance)
Regression 2059.61 5 411.9 39.86°
Residual 51.67 5 10.3

Lack of fit 49.20 3 16.4 13.3°

Pure error 2.47 2 1.2

Total 2111.27 10 -

Regression coefficient: R =0.97553
F-ratio (regression/residual); Fo.g54.12=5.05

®F-ratio (lack of fit/pure error); Fo.gs.102=19.16
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Figure 3: Response surface (a) and contour diagrams (b) to effects of medium pH

and temperature in extracellular alkaline lipase production. The lipase activity was
determined as described in methods for each medium.
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The experimental conditions and the results for lipase activity as a function
composition medium and concentration of olive oil, in the second factorial design,
are shown in Table 3. An estimate of the main effect is obtained by evaluating the
difference in process performance caused by a change from the low (-1) to the high
(+1) level of the corresponding factor (Barro Neto, 2001). The process performance
was measured by the lipase activity response. It can be seen that the most relevant
variable concerning the lipase activity is olive oil (Table 4, Figure 3). An increase in
olive oil concentration from 0% to 2% exhibited a positive influence, enhancing
lipase activity, however, this effect is more important to B medium than to C.
Nevertheless, the interactive effect B medium and olive oil showed the maximum
lipase production at the conditions pH 6,0 and 30 °C.

Table 3: Coded levels and real values (in parentheses) for the 22 factorial design (8
trials) and lipase activity (U.mL™") at 72h of fermentation, pH 6.0 at 30 °C.

Run Variables Lipase Activity
(U.mL™")
Medium Olive oil (%)
1 -1 (B) -1 (2) 30.87
2 -1 (B) -1 (2) 33.37
3 +1 (C) -1 (2) 15.25
4 +1 (C) -1 (2) 15.87
5 -1 (B) +1(0) 1.37
6 -1 (B) +1(0) 1.50
7 +1 (C) +1 (0) 9.75
8 +1 (C) +1(0) 10.87

B (screening medium without Triton X-100)

C (corn steep liquor medium)
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Table 4: Main effect analysis for lipase activity from the first factorial design at 72 h
of fermentation, pH 6.0 at 30 °C.

Factor Effect Std. Err.
Culture medium (1) -3.96 + 0.81
% Olive oil (2) +18.09 +0.81
(1) x(2) -12.84 +0.81

Rapp (1995) also observed the production of extracellular lipase activity in growing
cultures of F. oxysporum f. sp. vasinfectum was further enhanced by addition of
olive oil, trimyristin, Span 85 and oleic acid. This result suggests that long-fatty acid
or its derivative or its metabolic product is the inducer of lipase synthesis in F.
oxysporum f. sp. vasinfectum. Although these materials have been reported to
induce lipase secretion by some microorganisms, their effect is variable, and
therefore, difficult to generalize (Costas et al., 2004). Alkaline lipase production by
Acinetobacter radioresistens was investigated and a high lipase yield could be
obtained during prolonged cultivation in the presence of n-hexadecane. With
additional olive oil supplementation, the volumetric productivity of lipase could be
improved; however, the lipase yield decreased with increasing concentrations of
olive oil (Chen et al., 1998). On the other hand, oleic acid acted as a repressor to

lipase production by Acinetobacter calcoaceticus (Mahler et al., 2000).

In conclusion, lipase production depends upon the composition, pH medium and
temperature condition of the fermentation. The maximum enzyme production by
Fusarium oxysporum was using olive oil 2% as carbon source and peptone 0.3%
and yeast extract 0.2% as nitrogen sources. The optimization of the fermentation
condition, using model fitting, yielded 33 U.mL™, at pH 6.0 and 30 °C, which

represents a fivefold increase in the lipase production.
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CAPITULO 3: Caracterizacdo da lipase alcalina de Fusarium oxysporum para

formulacao de detergente

RESUMO

Atualmente, ha uma tendéncia de utilizar baixas temperaturas em limpeza de
lavanderia por razdes ambientais e econdmicas, situacbes estas que tornam
indispensaveis o uso de enzimas em produtos detergentes. Devido as lipases
serem excelentes catalisadoras em solugbes e na interface agua-oleo, elas sao
potencialmente apropriadas para aplicagdo na remog¢ao de manchas de gorduras
em lavanderia industrial e detergentes domésticos. A atividade enzimatica da lipase
de Fusarium oxysporum foi avaliada em diferentes detergentes comerciais e
surfactantes, através de ensaios com p-nitrofenilpalmitato (opNPP). A enzima foi
compativel com varios surfactantes ibnicos e n&o-ibnicos como também com
detergentes comerciais. Atividade lipolitica foi fortemente inibida por SDS, mas n&o
por Triton X-100 e Triton X-114. A enzima mostrou-se estavel em pH alcalino e
manteve 93% da atividade apdés 1 h de incubagdo a 60°C. A maior atividade
lipolitica foi verificada com triglicerideos de acidos graxos de cadeia média e longa
(Cs-C1g). Esta enzima mostrou uma variavel especificidade hidrolitica sobre varios
Oleos e gorduras testados. Todas estas propriedades e sua resisténcia a varios
surfactantes e detergentes comerciais fazem desta lipase um aditivo potencial para

formulagcao de detergentes.

Palavras-chaves: Lipase alcalina, Fusarium oxysporum, caracterizagao,

detergentes.

Trabalho submetido a Revista Brazilian Journal of Microbiology em Margo de 2006.
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Characterization of alkaline lipase from Fusarium oxysporum for detergent

formulation

ABSTRACT

Nowadays, there is a tendency of laundry cleaning at low temperature for both
environmental and economical reasons which makes the use of enzymes in
detergent products indispensable. Since lipases are efficient catalyst both in
solution and at the water-liquid interface, they are potentially suitable for lipid stain
removal applications in industrial laundry and household detergents. Enzymatic
activities of lipase from Fusarium oxysporum were determined by using p-
nitrophenylpalmitate (pNPP) as substrate at different commercial detergents and
surfactants. The enzyme was compatible with various ionic and non-ionic
surfactants as well as commercial detergents. Lipase activity was strongly inhibited
by SDS, but not by Triton X-100 and Triton X-114. The enzyme was stable at
alkaline pH and remained 93% of activity after 1 h incubation at 60°C. The highest
lipase activity was verified with triglycerides of middle and long chain fatty acids (Cs-
C1s). This enzyme showed a variable specificity/hydrolytic activity towards various
fats and oils. All these properties and its resistance towards various surfactants and

detergents turn this lipase in a potential additive for detergent formulation.

Keywords: Alkaline lipase, Fusarium oxysporum, characterization, detergents.
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INTRODUCTION

Lipases (triacylglycerol acylhidrolases, EC 3.1.1.3) hydrolyze tri-, di- and
monoglycerides at an oil-water interface where the lipases activities are greatly
increased by a mechanism of interfacial activation (Kulkarni and Grade, 2002;
Helistd and Korpela, 1998). The majority of lipases exhibit a high activity toward
lipids with fatty acid residues of Cg to Cqg chain length (Rapp, 1995). The lipase
used in each application is selected based on its substrate specificity such as fatty
acid, alcohol, position (regio-) and stereospecificity, as well as temperature and pH
stability (Saxena et al., 2003).

Microbial lipases have already established their vast potential regarding to their
usage in different industries. The interest in microbial lipase production has
increased in the last decades, because of its large potential in industrial applications
as additives in foods (flavor modification), fine chemicals (synthesis of esters),
waste water treatment (decomposition and removal of oil substances), cosmetics
(removal of lipids), pharmaceuticals (digestion of oil and fats in foods), leather
(removal of lipids from animal skins) and medical (blood triglyceride assay) (Burkert
et al., 2004; Davranov, 1994; Pandey et al., 1999; Kumar et al., 2005). However,
the single biggest market of their use is in the detergent formulation (Rathi et al.,
2001, Jaeger, 1998). New challenges for detergent producers can be pointed out
(Sharma et al., 2002; Sharma et al., 2001; Jaeger and Reetz, 1998): (1) the high
variation in the triglyceride content of fat stains, requiring lipases with low substrate
specificity; (2) the relatively harsh washing conditions (pH10-11 and 30-60°C),
requiring stable enzymes; and (3) the effects of chemical denaturation and/or
proteolytic degradation caused by detergents additives such as surfactant linear
alkyl benzene sulfonate (LAS) and proteases. The functional importance of lipases
in the detergent industry is related to removing fatty residues in laundry,

dishwashers as well as for cleaning of clogged drains.

The purposes of the present study were to characterize the alkaline lipase from
Fusarium oxysporum with respect to optimal pH and temperature as well as

stability, and evaluate effects of several detergents and surfactants.
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MATERIAL AND METHODS
Strain

Fusarium oxysporum was isolated from Brazilian Northeast fruits (Macei6, AL, and
Aracaju, SE).

Chemicals

Olive oil used for lipase assay was from Azeite “Gallo”, Victor Guedes, Ind. e Com.,
S.A., (Portugal). All analytical chemicals and media components used were highest
purity grade available commercially. All other oils and commercial detergents used

were purchased locally.

Lipase production

Fusarium oxysporum was cultivated for 96 h, at 30 °C in tubes with medium
consisting of (w/v): glucose 1.0%; peptone 0.3%; yeast extract 0.2%; KoHPO4 0.2%;
MgS0O,4.7H20 0.1%; NaxCOs3 0.1%; and agar 2.0%. After that, 10 mL of steriled
water were added into the tube, the surface of the culture was scraped, and 1 mL of
this liquid was transferred to a liquid medium containing (w/v): olive oil 1.0%;
peptone 1.5%; yeast extract 0.5%; KH2PO4 0.3%; MgS0,4.7H,O 0.04%, pH 6.0.
Fermentation was carried out at 30 °C under 160 rpm shaking. After 24 h, 1 mL of
the culture medium was transferred to a fresh medium, and incubated for more 48
h. The supernatant was chilled rapidly to 4 °C and the cells were removed by
filtration. This supernatant was fractionated with ammonium sulfate to 70%
saturation. After centrifugation, the precipitated was dialyzed against water at 4°C
and freeze-dried (Lin et al., 1995, modified).
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Assay of Lipase

All the experiments were performed in triplicate and the standard derivation

calculated.

Assay using olive oil as substrate: Lipase activity was determined by titrimetry
using olive oil emulsion which was prepared by mixing 25 mL of olive oil and 75 mL
of 7% arabic gum solution in a homogenizer for 2 min. The reaction mixture
containing 5 mL of olive oil emulsion, 4 mL of 50 mM Tris-HCI buffer, pH 8.0, 1 mL
of 110 mM CaCl, and 1 mL of enzyme (5 mg/mL) was incubated at 50 °C for 30 min
with orbital shaking at 160 rpm. The reaction was immediately stopped after
incubation by the addition of 15 mL acetone:ethanol mixture (1:1 v/v), and the
released free fatty acids were titrated with 50 mM NaOH. One unit (U) of lipase
activity was defined as the amount that released 1 pymol of fatty acid per min
(Macedo et al., 1997).

Assay using different fats and oils as substrates: 2% (w/v) of fats and oils (olive
oil, soybean oil, sunflower oil, corn oil, chicken oil and milk cream) and 100 mM of
triglycerides (triacetin, tributyrin, tricaprylin, trilaurin and triolein) were individually
add on the reaction mixture containing 4 mL of 50 mM Tris-HCI buffer, pH 8.0, 1 mL
of 110 mM CaCl, and 1 mL of enzyme (5 mg/mL). After 30 min of incubation at 50
°C with orbital shaking at 160 rpm, the reaction was immediately stopped by the
addition of 15 mL acetone:ethanol mixture (1:1 v/v), and the released free fatty
acids were titrated with 50 mM NaOH. One unit (U) of lipase activity was defined as

the amount that released 1 pmol of fatty acid per min.

Assay using p-nitrophenylpalmitate (pNPP) as substrate: The activity was
assayed with reaction mixture, in a final volume of 1 mL, containing 40 mM Tris-HCI
buffer (pH 8.0), 20 mM pNPP, as substrate, and 25 uL of enzyme (5 mg/mL). After
10 min of incubation at 40°C, the reaction was stopped by the addition of 2 mL of
ethanol 96%, and the p-nitrophenol released was monitored spectrophotometrically
at 420 nm, using a standard curve. One lipase unit (U) was defined as the amount

of enzyme that released 1 pmol p-nitrophenol per minute.
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Effect of pH

The pH effect on activity was studied by olive oil assay in a pH range of 3.5-11.0
using different buffers at 50 mM concentration, during 30 min, at 50°C to determine
optimum pH. Stability was determined by incubating one milliliter enzyme (5 mg/mL)
in buffer of different pH values during 24h at 4°C, and the activity assay at 50°C, pH
8.0. Afterwards, the assay was performed as described for olive oil assay.

The buffers used were: pH values of 3.6, 4.6 and 5.6 (Acetate); pH values of 6.0,
7.0 and 8.0 (Phosphate); pH 9.0 (Tris-HCI); pH values of 9.5, 10.0 and 10.5

(Carbonate-Bicarbonate).

Effect of temperature

Temperature effect on lipase activity was studied by carrying out the enzyme
reaction at different temperatures in the range of 10-70°C at pH 8.0 using Tris-HCI
buffer (50 mM). The thermostability of lipase was tested by pre-incubating at varying
temperatures ranging from 30 to 80°C for 1 h, pH 8.0. After that, the assay was

performed as described for olive oil assay.

Effect of surfactants and commercial detergents

The enzyme sample was incubated in presence of surfactants (Tween 20, Tween
40, Tween 80, Triton X-100, Triton X-114, SDS and surfactin from Bacillus subtilis
(Nitschke and Pastore, 2005) and commercial detergents (Omo, Vida Plus, Tixan,
Ace, Ariel, Brilhante, Surf and Revel) for 1h at room temperature (30 + 2°C) and
residual activity determined at pH 8.0 and 50°C for 10 min, using p-
nitrophenylpalmitate.
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RESULTS AND DISCUSSION

In the present work alkaline lipase was more active in pH range between 7.0 and
9.5, and it showed higher activity at pH 8.0. This enzyme was found to be stable in
pH 7.0 to 9.0, and it kept around 45% activity after 24h incubation in buffer of pH
11.0, at 4°C (Fig. 1). The optimum reaction temperature was 50°C. Thermal stability
was investigated by incubating the enzyme at various temperatures for 1h. The
enzyme showed great stability up to 60°C (Fig. 2).
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Figure 1: Effects of pH on alkaline lipase activity and stability. The experiments

were performed in triplicate and bars represent the standard derivation.
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Figure 2: Effects of temperature on alkaline lipase activity and stability. The

experiments were performed in triplicate and bars represent the standard derivation.

Fig. 3 shows lipolytic hydrolysis toward various triglycerides. Triglycerides of middle
(C8-12) and long (C+g) chain fatty acids were favored of lipolytic activity. These
results were similar as presented by lipase from Fusarium oxysporum f. sp. lini
(Hoshino et al., 1992). On the other hand, Rapp (1995) described different
properties to lipase from Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, which presented

higher activity toward trilaurin at pH 5.0 and 45°C, and it was not very thermostable.

66



Lipase activity (U/mL)

Triacetin  Tributyrin Tricaproin Tricaprylin  Trilaurin ~ Triolein
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Figure 3: Substrate specificities of alkaline lipase toward several triglycerides. The

experiments were performed in triplicate and bars represent the standard derivation.

The enzyme was found to be active on a wide range of natural substrate of either
vegetable or animal origin. This enzyme hydrolyzed various natural lipids at different
rates. This lipase showed major activity on vegetable oil and higher activity on corn
oil 125% comparing to olive oil. Lipolytic activity on milk cream was 30 % lower than
olive oil (Fig.4).
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Figure 4: Level of hydrolysis activity from different fatty and oil compare to olive oil
(olive oil was taken as 100%). The experiments were performed in triplicate and
bars represent the standard derivation.

The effects of various surfactants and commercial detergents on the alkaline lipase
activity were tested at 10% and 0.1% (w/v). Table 1 shows that this enzyme is
stable in both ionic and non-ionic surfactants. Tween 40, Tween 80 and surfactin
inhibited up to 30% lipase activity after 2h incubation at 30°C. On the other hand,
Triton showed an activator effect. The effects of commercial detergents showed
different rates of lipase inhibition on same conditions as the surfactants, probably
due to the detergents composition. Rathi et al. (2001) described similar surfactant
effects, however Burkholderia cepacia lipase was more stable toward commercial
detergents as Fusarium oxysporum lipase. SDS was a strong inhibitor in Aspergillus
caneus (Saxena et al., 2003) and Bacillus thermoleovorans CCR11 (Castro-Ochoa
et al., 2005) lipases, causing almost total inhibition of enzyme activity. Pocalyko and

Tallman (1998) have studied the adverse effect of SDS on the activity and stability
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of cutinase. They suggested that SDS causes local conformation changes in the
active site that result in inhibition, partial reversible unfolding, and subsequent

inactivation.

Table 1: Lipase stability in presence of surfactants and detergents.

Surfactants/ detergents (% w/v) Relative activity (%)

Control® 100.00
Surfactants

Tween 20 10 98.75
Tween 40 10 82.57
Tween 80 10 69.93
Triton X-100 10 110.72
Triton X-114 10 147.39
SDS 0.1 2.39
Surfactin 1 86.86
Commercial detergents

Omo 0.1 20.19
Vida Plus 0.1 48.91
Tixan 0.1 21.55
Ace 0.1 52.55
Ariel 0.1 34.93
Brilhante 0.1 22.65
Surf 0.1 31.94
Revel 0.1 30.55

All of experiments were done in triplicate and repeated twice.
# No addition of surfactants and detergents; Activity = 732 U/mL at 40 °C and pH 8.0
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CONCLUSION

The lipase from F. oxysporum has several properties of significant industrial
importance, in particular, pH and temperature stability, Cs-C+s wide specificity. Due
to all features presented by this lipase, activity in alkaline pH, high temperature,
resistance to many surfactants, and tolerance to commercial detergents make this
enzyme a potential for detergent application. Further work to establish what kind of
commercial detergent this lipase can be applied and better application conditions

are necessary to be carried out.
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CAPITULO 4: Purificacdo e algumas caracteristicas da lipase alcalina

extracelular de Fusarium oxysporum

RESUMO

A lipase alcalina extracelular de Fusarium oxysporum foi purificada 20 vezes
através de cromatografia em colunas de DEAE-Sepharose e Sephacyl-200. A
preparacao de lipase purificada apresentou trés isoenzimas em gel IEF-PAGE, com
pontos isoelétricos 7,15, 6,84 e 4,55. As massas moleculares das lipases Lip 1 e
Lip 2 foram determinadas em gel SDS-PAGE, 30 e 29 kDa, respectivamente.
Comparando-se as sequéncias de aminoacidos, confirmou-se que as lipases Lip 1
e Lip 2 sao isoenzimas que apresentam alta similaridade com a lipase de F.
heterosporum. A lipase purificada apresentou atividade 6tima em pH 8,0 e 40°C,
utiizando o substrato p-nitrofenilpalmitato. A lipase purificada mostrou-se
termoestavel, perdendo cerca de 50% de atividade durante 1h de incubacéo a 40°C
em pH 8,0.

Palavras-chaves: lipase, purificagéo, caracterizagao.
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ABSTRACT

Purification and characterization of extracellular alkaline lipase from

Fusarium oxysporum

The extracellular alkaline lipase from Fusarium oxysporum was purified 20-fold,
using DEAE-Sepharose and Sephacyl-200 chromatography. The purified lipase
presented three isoenzymes in IEF-PAGE, with the following isoelectric points 7.15,
6.84 and 4.55. The molecular mass were determined to Lip 1 and Lip 2 in SDS-
PAGE as 30 and 29 kDa, respectively. Comparing the amino acids sequences, Lip
1 and Lip 2 were confirmed to be isoenzymes and high similarity with the lipase
from F. heterosporum. The purified lipase showed optimum activity in pH 8.0 and
40°C, using p-nitrophenylpalmitate as substrate. The purified lipase showed to be

termostable, losing around 50% of activity under 1h incubation at 40°C in pH 8.0.

Keywords: lipase, purification, characterization.
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INTRODUCAO

As lipases (E.C.3.1.1.3) séo esterases capazes de hidrolisar ésteres insoluveis em
agua, como triacilglicerdis de cadeias longas. Essas enzimas também catalisam
reacoes de esterificacdo e transesterificagdo quando presentes em meio nao
aquoso. As lipases possuem uma caracteristica particular de agir na interface entre
as fases aquosa e nédo-aquosa (isto é, organica), o que as difere das esterases [13,
15]. Estas reacgbes usualmente processadas com alta regio- e/ou enantio-
seletividade, fazem das lipases um importante grupo de biocatalizadores na
quimica organica [3]. Muitas lipases tém sido extensivamente purificadas e
caracterizadas no que se refere a sua atividade e estabilidade com relagéo ao pH e
temperatura, o efeito de metais e agentes quelantes. Em muitos casos, as lipases

tém sido purificadas até sua homogeneidade e cristalizagao.

Os métodos de purificacdo usados tém geralmente dependido de técnicas nao-
especificas como precipitagao, cromatografia de interagao hidrofébica, gel filtragao
e cromatografia de troca ibnica. A cromatografia de afinidade tem sido usada em
muitos casos para reduzir os numerosos passos de purificacdo individuais

necessarios [17].

Lipases de diferentes fontes tém sido isoladas e purificadas, principalmente de
microrganismos como Bacillus sp. [1, 6, 18], Pseudomonas pseudoalcaligenes [8],
Aspergillus carneus [19] Geotrichum sp. [4, 11], Fusarium oxysporum [2] e
Rhizopus sp. [5]. Muitos dos esquemas de purificacdo de lipases sdo baseados em
multipassos sequenciais de métodos cromatograficos. Taipa, Aires-Barros & Cabral
[20] compararam algumas estratégias de purificagdo comumente usadas para

lipases e verificaram que:

- A precipitacdo é usada como um passo de separagcdo de facil aplicacado e
geralmente empregada nos primeiros estagios da purificagdo quando grandes
volumes de extratos enzimaticos séo tratados, e entdo seguida por separagdes

cromatogréficas;
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- Dentre os métodos cromatograficos, o de troca i6nica tem sido o mais utilizado
para purificacdo de lipases. Os trocadores de ions fracos sdo os mais usados,
sendo o dietilaminoetil (DEAE) o grupo mais empregado em trocas anibnicas e

carboximetil (CM) em trocas catibnicas;

- Embora a gel filtragdo tenha baixa capacidade de separar grande quantidade de

proteinas, é o segundo método mais empregado para purificagdo de lipases.

Os objetivos deste trabalho foram a purificagdo da lipase alcalina extracelular de

Fusarium oxysporum e o estudo de algumas caracteristicas da enzima purificada.

MATERIAL E METODOS
Producao de lipase

O microrganismo Fusarium oxysporum foi cultivado por 96 h, a 30°C em um meio
sélido contendo (% m/v agua destilada): 1,0 glicose; 0,3 peptona; 0,2 extrato de
levedura; 0,2 KH2POy4; 0,1 MgS04.7H20; 0,1 NaxCOs; 2,0 agar. Em seguida, foi
adicionado 10 mL de agua destilada estéril no tubo, e a superficie do meio raspada
com alca de niquel. Deste conteudo, 1 mL foi transferido para frasco Erlenmeyer de
100 mL contendo 20 mL de meio liquido (% m/v em agua destilada): 1,0 éleo de
oliva; 1,5 peptona; 0,5 extrato de levedura; 0,3 K;HPOy4; 0,04 MgS04.7H,0, pH 6,0.
A fermentacdo ocorreu a 30°C, 160 rpm. Apds 24 h, 1 mL do meio de cultivo foi
transferido para um novo meio de cultura liquido, e incubado por mais 48 h. O meio
de cultivo foi rapidamente resfriado a 4°C e as células removidas por filtracdo
usando filtro Whatman (Grade 42 — Ashless Quantitative Filter) (modificado de Lin,
Chiou & Tsai [7]).
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Purificacao da lipase de F. oxysporum
Fracionamento com sulfato de aménio

Uma amostra de dois litros de filtrado do meio de cultura foi saturada com 70% de
sulfato de aménio. O sal foi adicionado lentamente sob agitagdo branda e a mistura
permaneceu por 24 h a 4°C, para a total precipitagdo protéica. Esta mistura foi
entdo centrifugada a 10.000 rpm por 20 min a 4°C e dialisada contra agua bi-
destilada a 4°C até total retirada do sal. Apds dialise, a amostra foi filtrada em
membrana de nitrato de celulose, poro de 0,45 um (Merck). O filtrado foi utilizado
como preparagao enzimatica bruta para a etapa de purificacdo em coluna de troca

idnica.
Purificacao da lipase em coluna de DEAE-Sepharose fast flow

Uma amostra de 2 mL de preparagao bruta de lipase diluida em tampéao Tris-HCI
20 mM pH 7,8, 0,35 M de NaCl, contendo 3 mg/mL foi aplicada em coluna DEAE-
Sepharose fast flow de volume interno de 5 mL, equilibrada com o0 mesmo tampao.
A aplicacéo da amostra ocorreu em fluxo de 0,5 mL/min de tampao, e estas fragcdes
coletadas em volumes de 1,25 mL. As proteinas adsorvidas foram eluidas pela
aplicacdo de 220 mL de tampao de eluicdo, Tris-HCI 20 mM pH 7,8, sendo que
deste total, 105 mL deste mesmo tampéao contendo NaCl 0,5M e 115 mL contendo
NaCl 1M, em fluxo de 2,0 mL/min.

As fragdes ativas (5,0 mL cada fragdo) foram coletadas em um unico recipiente e
concentradas através de filtro CENTRICOM® PLUS-80 (Millipore) de porosidade de
10.000 KDa, por centrifugagéo a 3.500 x g por 20 min. Para recuperar a amostra
enzimatica, o filtro foi invertido e centrifugado a 1.000 x g por 1 min. Esta amostra

foi entao utilizada no préximo passo de purificacao.
Purificacao da lipase em coluna de Sephacryl-200 fast flow

Uma amostra de 500 pL de lipase contendo 0,6 mg/mL de proteina foi aplicada em

uma coluna Sephacryl-200 fast flow de 120mL de volume interno, 60 cm de
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comprimento, equilibrada com tampé&o Tris-HCI pH 7,8, 20 mM contendo 200 mM
de NaCl. As proteinas adsorvidas foram eluidas com o mesmo tampéo e as fragoes
ativas (1,98 mL cada fragdo) foram coletadas, dialisadas contra tampé&o Tris-HCI

pH 7,8, 20 mM e utilizadas para os ensaios de caracterizagao da lipase.

Um equipamento de FPLC (Fast performance liquid cromatography - Pharmacia) foi
utilizado nos passos de cromatografia em coluna DEAE-Sepahrose e Sephacryl-
200.

Apés cada passo de purificagédo foi determinada a atividade enzimatica usando p-
nitrofenilpalmitato como substrato, e a concentracdo de proteinas totais presentes
nos extratos enzimaticos determinada de acordo com o método de Lowry [10],

usando Albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢coes denaturantes (SDS-
PAGE)

Os géis de corrida (12%, pH 8,8) e de empacotamento (4%, pH 6,8) foram
preparados em tampao tris-HCL 0,3 M, em placa de 7 cm de comprimento. Os
dois compartimentos da cuba foram preenchidos com tampé&o de corrida (0,2 M de
glicina e 25 mM de Tris pH 8,3). Realizou-se uma pré-corrida de 1 h (60 mA). As
amostras para a corrida foram preparadas tomando-se 20 ul e 20 ul de tampao da
amostra (10% de glicerol, 0,08% do tampao Tris-HCI 1 M, pH 6,8, 2% de SDS, 5%
de B-mercaptoetanol e 2 gotas do azul de bromofenol 0,2%). Entdo, as amostras
(20 wl) foram aplicadas ao gel, por cerca de 2 h. Durante a corrida no gel de
empacotamento manteve-se uma corrente de 60 mA, e no gel de corrida, 100 mA.
O azul de bromofenol foi utilizado como marcador da corrida. Ao término da
corrida, o gel foi retirado do tampéao e levado para ser corado usando método da
prata ou Coomassie Brilliant Blue.
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Eletroforese de focalizacao isoelétrica (IEF-PAGE) e coloracao para atividade

de lipase

A focalizagao isoelétrica (IEF-PAGE) foi realizada em um sistema Multiphor I
(Pharmacia LKB) usando géis pré-moldados Servalyt™ Precotes™ com um
gradiente de pH imobilizado de 3 a 10 (Serva, Heidelberg, Alemanha). Os géis para

determinacgao de proteina foram corados com prata.

Num unico gel pré-moldado é possivel aplicar até 12 amostras, sendo que a
sequéncia das amostras aplicada da esquerda para direita foi: Marcador de massa
molecular (MM), lipase purificada para determinagéo do perfil de proteina, espaco,
lipase purificada para determinacao de atividade, espaco e sete amostras da lipase
purificada, sendo estas ultimas isoladas apds isoelétrica focalizagao e utilizadas

para posterior separagao em gel SDS-PAGE.

Logo apéds a resolugao do gel IEF-PAGE, este foi cortado em 3 partes. A primeira
parte contendo o marcador de massa molecular e lipase purificada para
determinagédo de proteina e foi corada por prata. A segunda parte foi sobreposta
em gel agarose para determinacdo da atividade de lipase. A terceira parte foi
incubada em solugdo contendo 50% de metanol, 10% de acido acético e 0,5 mL/L

de formalina 37% para fixagcéo das proteinas no gel.

Para deteccéo da atividade de lipase, um gel de agarose 2% contendo 0,5% Tween
80, 0,01% CaCl,, em tampao fosfato 50 mM, pH 8,0, foi preparado. Apods
focalizacéo, o gel IEF-PAGE foi incubado sobre o gel de agarose-Tween 80 a 37°C

até visualizacao da atividade hidrolitica [4].

Apés deteccao da atividade de lipase, os fragmentos presentes na terceira parte do
gel IEF-PAGE, correspondentes as lipases detectados no gel de agarose-Tween
80, foram isolados com auxilio de um bisturi novo. Os sete fragmentos
correspondentes a cada lipase foram incubados a 95 °C por 5 min em tampéao de

amostra, e entdo estes fragmentos aplicados diretamente sobre o gel SDS-PAGE.
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Coloracao para deteccao de proteina em gel SDS-PAGE ou IEF-PAGE
Coomassie Brilliant Blue

O gel foi corado em solugéo “Coomassie Brilliant Blue” em uma mistura de 400 ml
de metanol, 100 ml de acido acético glacial, 500 mg de Comassie Brilliant Blue e
500ml de agua destilada por 12 horas. A descoloragao foi realizada apés lavagens
sucessivas em solugao contendo 400 ml de metanol, 100 ml de acido acético
glacial e 500 ml de agua destilada. Posteriormente, o gel foi fixado com acido

acético 7%.
Prata

O gel foi fixado por pelo menos uma hora na solugéo 1 (50% de metanol, 10% de
acido acético e 0,5 mL/L de formalina 37% (também conhecido por formaldeido
37%)). Em seguida o gel foi lavado duas vezes de 10 min na solugdo 2 (alcool
etilico 30%). O gel foi entdo incubado por 1 min na solugdo 3 (0,2 g/L de
tiossulfato de sédio), e lavado trés vezes de 20 seg em agua destilada.
Posteriormente, o gel foi incubado por 20 min na solugéao 4 (2,0 g/L de nitrato de
prata e 0,75 mL/L de formalina 37%), e lavado duas vezes de 20 seg em agua
destilada. As bandas de proteinas foram entdo reveladas na solugdo 5 (60g/L
carbonato de sdédio, 0,5 mL/L de formalina 37% e 1,0 mg/L de tiossulfato de
sédio). Finalmente, gel foi fixado na solucdo 6 (10% de metanol e 12% de &acido

aceético).

As solucbes 1, 2 e 6 sao estaveis a temperatura ambiente, contudo as solugdes 3,

4 e 5 devem ser preparadas pouco antes de serem utilizadas.

Determinacao da atividade de lipase

A atividade de lipase foi determinada usando o substrato p-nitrofenilpalmitato
(PNPP) 0,1 mM. O substrato foi dissolvido em 2% de Triton X-100 sob agitacao
branda a cerca de 55 °C. A mistura de 200 yL de pNPP 0,1 mM em 2% de Triton X-
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100, 750 pL de tampéo fosfato pH 8,0 20 mM e 50 pL de enzima (na diluigdo
necessaria) foi incubada a 40 °C por 10 min. A reagéao foi paralisada com 2 mL de
etanol 96%. A quantidade de produto formado, p-nitrofenol, foi determinada por
absor¢cédo no visivel a 420 nm. O branco da reacgdo foi preparado nas mesmas

condi¢cdes com enzima previamente autoclavada para sua total inativagao.

Uma unidade de lipase (1U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar um pumol de p-nitrofenol por minuto (1 pmol.min™), nas condicdes descritas

acima.

Efeito do pH na atividade de lipase

O efeito do pH sobre a atividade e estabilidade da enzima foram estudados usando
PNPP como substrato. Diferentes valores de pH entre 3,5 e 11,0 foram avaliados. A
estabilidade foi determinada incubando 50 pL da enzima em diferentes valores de
pH durante 1h a 30 °C, e a atividade residual determinada a 40 °C, pH 8,0. Os

experimentos foram realizados em ftriplicatas.

Os tampdes na concentracdo de 20 mM foram: valores de pH 3,6; 4,6 e 5,6
(Acetato); valores de pH 6,0; 7,0 e 8,0 (Fosfato); pH 9,0 (Tris-HCI); valores de pH
9,5; 10,0 e 10,5 (Carbonato).

Efeito da temperatura na atividade de lipase

O efeito da temperatura sobre a atividade de lipase foi estudado determinando a
atividade da enzima em diferentes temperaturas entre 10 e 70 °C em pH 8,0,
usando tampao Tris-HCI 20 mM. A termoestabilidade da enzima foi determinada
pré-incubando a enzima entre 30 e 80°C por 1 h. Apds isto, a atividade de lipase foi

determinada como descrito acima.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Purificacao da lipase alcalina extracelular de Fusarium oxysporum

A lipase alcalina extracelular do Fusarium oxysporum foi primeiramente
concentrada com 70% de saturagdo com sulfato de amoénio, e posteriormente,
purificada através cromatografia de troca aniénica (DEAE Sepharose — Figura 1)

seguida de uma coluna de gel filtracdo (Sephacryl-200 — Figura 2).

Na cromatografia de troca anidnica observou-se dois picos de atividade, Pico 1 e
Pico 2 (Figura 1). Como as fragcdes correspondentes ao segundo pico somaram
92% da atividade de lipase total apos cromatografia, apenas estas fragbes foram

concentradas para o proximo passo de purificagao.

HOSHINO et al. [2] utilizaram uma coluna de troca anibnica forte, Q-Sepharose,
como primeiro passo cromatografico para purificagdo de uma lipase de Fusarium
oxysporum, contudo na cromatografia da preparacao de lipase de F. oxysporum da
linhagem 152B nessa resina ocorreu perda acentuada da atividade enzimatica,
comparada com a purificagdo em coluna de trocador anidnico fraco DEAE-

Sepharose (dados néo mostrados).

Entre o segundo e o terceiro passos de purificagdo, a amostra enzimatica foi
filtrada com membrana Millipore® de 45 um. Nesta etapa ocorreu uma perda de 3
vezes de atividade de lipase e mesma proporcao de perda de proteina (Tabela 2).
Isto explica uma propor¢do da perda de atividade de lipase de 17 vezes que

ocorreu apos cromatografia de troca ibnica (Tabela 1).

Apés cromatografia de gel filtragéo, a lipase de Fusarium oxysporum foi purificada
20 vezes com uma atividade especifica de 138 U/mg (Tabela 1), usando p-

nitrofenilpalmitato como substrato.
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Tabela 1: Resumo dos passos de purificagéo da lipase de Fusarium oxysporum

Passos Atividade Proteina  Atividade  Purificagdo Rendimento
Total Total Especifica (vezes) (%)
) (mg) (U/mg)
1. Extrato Bruto 63765,61 9344,61 6,82 1,00 100,00
2. Precipitacao com 25115,10 428,57 58,60 8,59 39,39
Sulfato de Amoénio
3. DEAE Sepharose 1510,20 18,99 79,51 11,65 2,37
4. Sephacryl - 200 839,47 6,05 138,87 20,35 1,32

Tabela 2: Valores de atividade total, proteina total, atividade especifica

purificagdo verificados ap6s filtragdo com membrana Millipore® de 45 pm.

Atividade Total Proteina Total Atividade Especifica  Purificacao
(V) (mg) (U/mg) (vezes)
9414,17 160,71 58,58 8,58
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Figura 1: Cromatograma da purificagdo da lipase de Fusarium oxysporum em
coluna de troca anibnica, DEAE -Sepharose (fluxo inicial de 0,5 mL/min até a

fragao 20; fluxo entre as fragdes 21 a 68 de 2,0 mL/min).
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Figura 2: Cromatograma da purificagdo (Pico 2 proveniente da coluna DEAE-
Sepharose) da lipase de Fusarium oxysporum em coluna de gel filtragao,
Sephacryl-200 (fluxo de 0,33 mL/min).

84



A figura 3 ilustra o perfil de proteinas em gel SDS-PAGE das preparacdes
enzimaticas obtidas durante as etapas de purificagdo da lipase. A lipase purificada
em coluna de Sephacryl-200 (Pico 1, figura 2) apresentou uma unica banda, de
massa molecular ao redor de 30 kDa. A lipase de F. oxysporum f. sp. Lini,
purificada por HOSHINO et al. [2], apresentou a mesma massa molecular,
enquanto as lipases do F. heterosporum apresentaram massas molares

equivalentes a 31 e 34 kDa.
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Figura 3: Separagdo em SDS-PAGE (gel de poliacrilamida em condigbes
denaturantes) da lipase de Fusarium oxysporum nos varios passos de purificagao.
M: Marcador de Massa Molecular; 1: Extrato Bruto (136,73 pg de proteina); 2:
Precipitacdo com Sulfato de Aménio (177,68 ug de proteina); 3: DEAE-Sepharose
(Pico 2; 75,60 ug de proteina); 4: Sephacryl-200 (Pico 1; 42,65 ug de proteina).

Em contraste com a eletroforese em gel de SDS-PAGE onde uma unica banda foi
detectada, em gel IEF-PAGE varias bandas de proteina foram observadas para a
lipase purificada através de fracionamento com sulfato de aménio, cromatografia

de troca ibnica e filtragcdo em gel. Na Figura 4B, observa-se a amostra purificada
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em Sephacryl-200 (Pico 1, figura 2) corada com prata. O arraste observado nesta
amostra de proteina, possivelmente ocorreu devido a concentracdo da amostra
apds a separagao na coluna de gel filtragdo e a alta sensibilidade do método de
prata. Semelhante arraste pode ser observado no marcador molecular em varios

pontos (Figura 4A).

Na Figura 4C, um gel de agarose contendo Tween 80 como substrato foi
sobreposto ao gel IEF-PAGE para verificar a atividade lipolitica da amostra
purificada em Sephacryl-200, correspondente ao Pico 1 (Figura 2). Esta figura
mostra a presencga de trés lipases Lip 1, Lip 2 e Lip 3 com pontos isoelétricos 7,15,

6,84 e 4,55, respectivamente, as quais provavelmente s&o isoenzimas.
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Figura 4: Isoelétrica focalizagdo (IEF-PAGE) e eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢bes denaturante (SDS-PAGE) das lipases Lip 1, Lip 2 e
Lip 3 isoladas de Fusarium oxysporum. A: Marcador de Ponto Isoelétrico (corado
com prata); B: proteina purificada apds cromatografia em coluna Sephacryl-200
(corada com prata); C: IEF-PAGE sobreposto em gel de agarose com Tween 80
para determinacéo de atividade lipolitica; D: SDS-PAGE das lipases Lip 1 e Lip 2,

com o Marcador de Massa Molecular no centro do gel.

86



As massas moleculares das Lip 1 e Lip 2 foram determinadas usando o Marcador
de massa molecular para o gel SDS-PAGE, do qual foi construida uma curva
padrao com os log das massas moleculares na ordenada “y” e os Rfs (Relativa
mobilidade) de cada proteina usada como marcador na ordenada “x” (Figura 5).
Através da equacdo da reta, e os Rfs das duas lipases, foi possivel calcular as
massas moleculares das proteinas Lip 1 e Lip 2, 30 e 29 kDa, respectivamente.
HOSHINO et al. [2] isolaram uma unica lipase extracelular de Fusarim oxysporum
que também revelou ter 30 kDa de massa molecular. A massa molecular da Lip 3

nao foi determinada.
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Figura 5: Tracado do Rf (Relativa mobilidade) versus log PM das proteinas
padrdes abrangendo de 10 a 100 kDa, separado em gel SDS-PAGE (12% de

concentragao uniforme), como mostrado na Figura 4.
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A quantidade de proteina da lipase Lip 3 foi insuficiente para visualizagao no gel
SDS-PAGE por coloragcdo com Coomassie Brilliant Blue, e por este motivo sua
massa molecular ndo foi determinada, e esta proteina n&o foi isolada para

sequenciamento.

As duas lipases com maior atividade hidrolitica no gel de agarose com Tween 80,
Lip 1 e Lip 2 foram entéo recortadas do gel IEF-PAGE e aplicadas em gel SDS-

PAGE (Figura 4D) para isolamento e sequenciamento.

Os resultados do TOF MS ES (Electrospray Time-of-Flight Mass Spectrometer)
das duas lipases Lip 1 e Lip 2 de Fusarium oxysporum mostram que as duas
enzimas possuem o mesmo perfil cromatografico, ou seja as mesmas séries de
sequéncias de aminoacidos, e por este motivo, apenas a Lip 1 foi sequenciada.
Estes resultados também confirmam a possibilidade destas duas lipases serem

isoformas.

As cinco sequéncias de aminoacidos determinadas foram:
Seq 1: LPPLVFGYR

Seq 2: DAALVVGSVVGTK

Seq 3: AVTVTTQDLSNFR

Seq 4: DGFPFDLYTYGSPR

Seq 5: VGNDFFANFVTQQAGAEYR

A Figura 6 apresenta um resumo das analises realizadas com o programa Blastp

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) das cinco sequéncias encontradas para a lipase

Lip 1 de Fusarium oxysporum. O estudo comparativo entre as cinco sequéncias de
aminoacidos verificou-se que a Lip 1 possui de 80 a 100% de identidade com a

lipase de Fusarium heterosporum. Cada sequéncia foi analisada individualmente, e
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o resultado das proteinas que produziram significante alinhamento significativo esta
ilustrado (Figura 6), como também o alinhamento da Lip 1 com a lipase de F.

heterosporum (Figura 7).

Os “scores” sao pontuagdes dadas aos alinhamentos entre as sequéncias
comparadas. Quanto maior forem os “scores”, melhores serdo os alinhamentos. O
primeiro critério de pontuacdo € um alinhamento sem "gaps", que consiste
simplesmente em um par de segmentos de comprimento iguais, um de cada uma
das duas sequéncias que estdo sendo comparadas. O outro critério corresponde
aos aminoacidos que nao se diferem entre os alinhamentos. A somatéria das
pontuacdes apresentadas a estes critérios determina o “score”. Para analisar o
quao alto um "score" é provavel ser alto por acaso, um modelo de sequéncias
aleatorias é necessario. O “E-value” é outro valor estatistico dado para a analise
dos alinhamentos feitos pelo “Blast”. Através do “E-value” é possivel avaliar o quao
similares sado as sequéncias alinhadas. Quanto menor exponencialmente for o “E-

value”, maior a similaridade entre as sequéncias.

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos da Lipase de F. heterosporum com as

cinco sequéncias obtidas para a lipase de F. oxysporum foi realizado com o auxilio

do programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw) (Figura 7).
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Seq 1: LPPLVFGYR

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|33621223 gb\AAQZBlSl.l\ extracellular lipase [Gibberella zeae 30.8 5.6
gi|42552708|gb|EAR75551.1] hypothetical protein FG05906.1 [Gi... 30.8 5.6
gi| 55642435 |ref XP_510521.1| PREDICTED: similar to hypothetical 29.9 10
gi|11990253|emb CAC19602.1\ extracellular lipase [Nectria haemat 29.5 14
gi|1000397|gb|AAB34680.1] lipase [Fusarium heterosporum] 29.5 14
Seq 2: DAALVVGSVVGTK

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|11990253|emb|CAC19602.1| extracellular lipase [Nectria haemat 30.8 6.2
gi|1000397|gb|AAB34680.1| lipase [Fusarium heterosporum] 30.8 6.2
gi|50951722[gb|AAT89423.1| ABC transporter, permease protein ... 26.1 158
Seq 3: AVTVTTQDLSNFR

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|11990253|emb|CAC19602.1| extracellular lipase [Nectria haemat 38.0 0.042
gi|1000397|gb|AAB34680.1] lipase [Fusarium heterosporum] 38.0 0.042
gi|76640437|ref|[XP_596855.2| PREDICTED: hypothetical protein XP_ 26.5 118
Seq 4: DGFPFDLYTYGSPR

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi]11990253|emb|CAC19602.1| extracellular lipase [Nectria haemat 40.1 0.010
gi|1000397|gb|AAB34680.1| lipase [Fusarium heterosporum] 40.1 0.010
gi|33621223[gb|ARQ23181.1| extracellular lipase [Gibberella zeae 31.6 3.5
Seq 5: VGNDFFANFVTQQAGAEYR

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi]11990253|emb|CAC19602.1| extracellular lipase [Nectria haemat 52.4 2e-06
gi[1000397|gb|AAB34680.1]| 1lipase [Fusarium heterosporum] 52.4 2e-06
gi|12718379]emb|[CAC28687.1| probable triacylglycerol lipase p... 29.5 15

Figura 6: Resumo das sequéncias que produziram alinhamento significativo com

as sequéncias de aminoacidos obtidas da Lip 1 de F. oxysporum.
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

F. heterosporum MMLVLSLLSIIAFTAAGPVPSVDENTRVLEHRAVTVTTQDLSNFRFYLQHADAAYCNENT 60

Seq3 e AVTVTTQDLSNFR-—————————————— 11
dhkkKkkkKkkhkkkkkk

F. heterosporum AVGKPVHCSAGNCPDIEKDAAIVVGSVVGTKTGIGAYVATDNARKEIVVSVRGSINVRNW 120

Seq2  mmmmmmm DAALVVGSVVGTK————————————————————————————— 11

dok ko kkkok ok ok ok ok ok

F. heterosporum ITNFNFGQKTCDLVAGCGVHTGF LDAWEEVAANVKAAVSAAKTANPTFKFVVIGHSLGGA 180
F. heterosporum VATIAAAYLRKDGFPFDLYTYGSPRVGNDFFANFVTQQTGAEYRVTHGDDPVPRLPPIVE 240
Seq4/5/1 = ——————————- DGFPFDLYTYGSPRVGNDFFANFVTQQAGAEYR-—————————— 6
LR R R PR KKK KKk

F. heterosporum GYRHTSPEYWLNGGPLDKDYTVTEIKVCEGIANVMCNGGTIGLDILAHITYFQSMATCAP 300

_________________________________________________________ 9

* Kk Kk

F. heterosporum IAIPWKRDMSDEELEKKLTQYSEMDQEFVKQMI 333

Figura 7: Alinhamento das cinco sequéncias obtidas para a Lip 1 de F. oxysporum
com a sequéncia completa da lipase de F. heterosporum, usando como ferramenta

o programa Clustal W.

Caracterizacao da lipase de Fusarium oxysporum purificada apos gel filtracao

Ap6s purificagao, a lipase de Fusarium oxysporum foi caracterizada quanto ao pH e
temperatura de atividade e estabilidade. As Figuras 8 e 9 mostram que esta enzima
possui maior atividade hidrolitica em pH 8,0 e a 40°C e ¢é estavel em pH alcalino e
até 40°C. E pertinente observar que a lipase bruta apresentou atividade 6tima a
50°C e reteve 93% de atividade apds incubagao a 60°C por 1h.

A lipase purificada de F. oxysporum f. sp. lini mostrou alta atividade a 42°C e
apresentou uma reducao de cerca de 50% de atividade a 60°C quando a solugao
de enzima foi incubada por 1h. A enzima apresentou atividade 6tima em pH 7,0 e
estabilidade na faixa de pH 8,0 e 9,0 [2].
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Figura 8: Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade da lipase purificada de F.
oxysporum. Os experimentos foram realizados em triplicatas e as barras

representam o desvio padrao.

Diferentemente dos dados acima, a lipase de F. oxysporum f. sp. vasinfectum nao
foi muito termoestavel, perdendo 70% de atividade apds incubagao por 15 min a
50°C [16]. A lipase de F. solani também apresentou baixa termoestabilidade, sendo

inativada a temperaturas acima de 40°C [12].

Alguns trabalhos tém sido realizados para aumentar a termoestabilidade de lipases
para algumas aplicagdes industriais. Nagao et al. [14] clonaram e introduziram uma
mutacao pontual em uma lipase de F. heterosporum, para expressar uma lipase
mais termoestavel em S. cerevisiae. Os autores verificaram que uma proé-lipase
mutante foi mais estavel ao aquecimento do que a lipase do microrganismo

selvagem, e que esta mutagéo produziu unicamente lipases termoestaveis.
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Figura 9: Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade da lipase
purificada de F. oxysporum. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas e as

barras representam o desvio padréo.

CONCLUSOES

A lipase de Fusarium oxysporum foi purificada 20 vezes com rendimento de 1,32 %
apos precipitagcdo com sulfato de amoénio, cromatografia em colunas de DEAE-
Sepharose e Sephacryl-200. A lipase purificada apresentou uma unica em de gel
SDS-PAGE, mas no gel IEF-PAGE foram detectadas trés isoformas, Lip 1, Lip 2 e
Lip 3. O sequenciamento de aminoacidos da Lip 1 mostrou que esta enzima tem

alta similaridade com a lipase de F. heterosporum.

Apés purificagdo, a lipase purificada de F. oxysporum apresentou atividade 6tima
em H 80 e a 40 °C. A enzima mostrou-se estavel em pH alcalino e em
temperaturas até 40°, mantendo sua potencialidade para aplicagdo em

detergentes.
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Anexos: TOF MS ES das duas lipases Lip 1 e Lip 2 de Fusarium oxysporum.

Lip 1
Zorn 101, MNI 34.34294128 41.04000092
Q9263A 60 (3.139) Sm (SG, 2x5.00); Cm (56:78) TOF MS ES+
100~ 531.27 1.82e3
531.77
%
507.12 [532.28 608.30 e 817.82
676.13 726.83
712.28) e g 818.82 1067.93
' 1068.42
758.50.766.47 859.15 | _1068.93
il I i 1J = b bl n_ i VR
! IR G i I T T T 15 T b e fZ
500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100
Lip 2
Q9262A 26 (1.364) Sm (SG, 2x5.00); Cm (22:30) - TOF MS ES+
100~ 531.29 259
507.13
531.79
%_
712.32726.35
532.29 711.97 726.86 R
533.95 ® 639,37 65531 s 818.85
590 2g (609.32 739.36 1067.98
1069.01
-851.45 899 35 971.45 1042.42 l/
= T |"" T T [Eret |\‘\ ‘]\‘A-w‘-w“-l’mmlz
500 550 600 700 800 850 900 950 1000 1050 1100

Anexo 1
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BioLynx - Peptide Sequencing Report
PepSeq file: C:\PepSeq\Zom101-2133.psq
Printed: Mon May 09 16:26:31 2005

Page 1

Observed MW: 2132.8323  Precursor ion charge state: 1

M/z tolerance: 0.30

Intensity threshold: 13 (1.500%)

a 72.08 129.10 243.15 358.17 505.24 652.31 723,35 837.38 984.46 1083.53 1184.57 1312.63 1440.6% 1511.73 156B.75 1639.79 1768.83
e ——= —— 0.01 D.03 0.07 0.01 0.04 D.05 0.10 Lo ——— SRR o — -0.03 ——
b 100.08 157.10 271.14 3B6.17 533.24 680.30 751.34 B65.38 1012.45 1111.52 1212.57 1340.63 1468.69 1539.72 1596.%4 1667.78 1796.82
A 0.00 0.04 0.02 -0.01 -0.01 0.01 0.10 -0.02 -0.00 i 0.05 0.10 0.09 s ——— 0.20
Val Gly Asn Asp FPhe Phe Ala Asn Phe val Thr Gln Gln Ala Gly Ala Glu
b’ 2134.00 2034.83 1977.91 1B63.87 1748.84 1601.77 1454.70 1383.67 1269.62 1122.55 1023.49 922.44 794,38 666.32 595.28 53B8.26 467.23
- _——— e 0.18 0.25 0.18 0,17 0.13 -0.01 0.03 0.03 0.06 0.03 0.01 0.03 0.03 0.01
z 2116.87 2017.9%0 1960.88 1B46.84 1731.81 1584.74 1437.67 1366.64 1252.59 1105.52 1006.46 905.41 777.35 649.29 578,25 521.23 £50.20
—— ——— ——— —— 0,22 0.12 0.06 0.05 0.15 -0.02 0.12 0.03 0.06 0.00 0.09 e —_—
a 1931.89 2087.99
b 1859.89 2115.4%
Tyr Arg
¥ 338.18 175.12
0.03 0.01
z 321.15 158.09
0.04 0.00
Zom 101, MNI
Q9262F MaxEnt3 5 [Ev-95459,1t50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Cmp) 1: TOF MSMS 1067.40ES+
= i) ; ¥ ; E ; A—i—GJ!—A—!—Q { 1102325 F—v— F ! N—?—A ; F f F i D J, NGV ———  yMax
100- | | RnEE | v - | ]
i ‘ § | | ; 2133.84(M+H) +
3 |l so525 | ”3.,2653 : |
] 338,16 § "o : é
2 | i ' H E
% ¥ ; 666.31 : i
| v6 79;‘;',35 , 1601.60 : 135,04
1 46721 | 922.38 Be i
] 38515 y3 _488.19 v8 1455.69 i 2133.57(M+H) +
: 533.24 il 1602.76 i
] 175.11 bs 777.29 | 848,30 o | s g0 ‘ 5 2132.14
y1 . 1748.59 : 136.26
] 28707 1366.59 1584.62 |1695.79 15 | ¥
158.09 4.| l H 1189.33 W 1843.50 204612 l A0
ofﬁqﬂrh—.}‘lﬂf\-ﬂm A M ."‘I.L.‘JL.L;"“L.L } f“ﬂ.w ‘{l‘“ M hby ‘%.‘."J%JJ ‘ . I#JJ"'Uﬂ 1y 1‘¥tll‘|t41'!“="..d'}.“]'.'ﬁ‘.‘rh ==|‘L.E‘;."!c:‘,":h!"\" ..,w.-*‘!,-‘“...;‘.“..*:J"..Plhh‘.|‘i‘.*.m.:.i:ﬁ,‘.'r"|.“L‘.;*9!'.41..‘L,-"..r',, Mz
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BioLynx - Peptide Sequencing Report
PepSeq file: C:\PepSeq\iZomn101-1634.psq
Printed: Mon May 09 15:18:56 2005

Page 1

Observed MW: 1633.6022 Precursor ion charge state: 1
Miz tolerance: 0.30 Intensity threshold: 19 (1.500%)

1: TOF MSMS 817 .80ES+

a 88.04 145.06 25%2.13 38%.18 536.25 £51.28 764,36 927.43 1028.47 11981.54 1248.56 1335.59 1432.64 1588.74
B e 0.02 0.02 0.08 - 0.05 -—- ——— - —— e e ——
b 116.03 173.06 320.12 417.18 564.25 679.27 792.36 955.42 1056.47 1219.53 1276.55 1363.58 1460.64 1616.74
——— -0.05 0.04 0.02 0.07 0.03 0.01 0.11 e ~0.10 i ——— iara —
Asp Gly Phe Pro Phe Asp Leu Tyr Thr Tyr Gly Ser Pro Arg
b'd 1634.75 1518 .72 1462.70 1315.63 1218.58 1071.51 955.48 843.40 680.34 579.29 416.23 35%.20 272.17 175.12
e s -0.05 0.02 0.0% 0.06 0.06 0.03 0.02 0.04 0.02 0.02 0.02 0.02
z 1617.72 1502.469 1445.67 1298,.60 1201.55 1054.48 939.45 B26.37 663.31 562.26 399.20 342.17 255,14 158.089
e — — -0.03 ——— e 0.12 B ——— 0.05 0.06 0.02 0.01 —
Zorn 101, MNI
QU262E MaxEnt3 3 [Ev-80482,I1t50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Crmp)
—R——F—P——85—1G- Y F—T— Y e = F —F F f GD | yMax
. i | ! | | ] : b 11315.61 :
100 ‘ | : i : j ; i ‘ — :
| | Eo ' | : : vyl :
|
i ! 843.37 i i i
| i ¥7 | é |
1 680,31
| | | s ¥6 : | 5 i
: i : : ! i 1634.61(M+H) +
1 . ; : 1071.45 i h
! i ¥9 :
s | ‘ | % i
" 21711 i | i i
| ; | 956.42 i
] ‘ e v8 : 1316.47 1633.80
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| : 5 1218.49
: b
272.15 y10
e
| 3 i 473.23 818.24
; 32&09 844.27 107257 12; :;[.)53 1/537.53
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BioLynx - Peptide Sequencing Report
PepSeq file: C:\PepSeq\Zom101-1451.psq
Printed: Mon May 09 15:02:55 2005

Page 1

Observed MW: 1450.7522  Precursor ion charge state: 1
M/z tolerance: 0.30  Intensity threshold: 24 (1.500%)

a £4.05  143.12 244.17 343.23  444.28 545.33 673,39 788.42  ©501.50 988,53 1102.57 1248.64 1405.74
s 0.01 0.02 0.02 0.02 0.14 L S o EE 2 s e
b 72.04  171.11 272.16 371.23 472,28 573.32 701.38 B16.41  920.49 1016.53 1130.57 1277.64 1433.74
—— 0.01 0.02 0.01 0.02 ——— 0.08 - ——- — - ——— —_—
Ala Val Thr Vval Thr Thr Gln Asp Leu Ser Asn Fha Arg
h'd 1451.75 1380.7%1 1281.64 11B0.60 1081.53 980.48 878.43 781.37 636.35 523.26 436.23 322 .19 175.12
iy R, 0.10 0.10 Q.10 0.07 0.05 0.02 0.03 0.04 0.01 0.02 0.01
z 1434.72 1363.6B 1264.61 1163,57 1064.50 963.45 B62.40 734.34 6158.32 506.23 419.20 305.16 158.08
i proeice BT — 0.11 0.11 0.10 — A 0.06 0.04 Byl San
Zom 101, MNI
Q92620 MaxEnt 3 4 [Ev-89987,1t50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Cmp) 1: TOF MSMS 726.30ES+
R——f———F N8 —f— L ——+— D+ T TV T | yhex
100— i : ; : : ; ; 1081.43 : 1451.76(M+H) +
i | ! ) ; : ! : y9 :
z : : - Taas |
-
25413 | z e : ‘ :
| 272,14 § ; | | | 3 §
b3 ; ¢ i i 980.41 : 1452.58
: | ! : 8 :
s ‘ : | s ’ 3
| 53,21 i ‘ | 751.35 |
] i i i i L y6 879.39
171.10 ! | ; : 7
o | 525.22 636.32 y
] | i v ¥a 1082.56
173,11 I :
201.11 ;
- ' : T 12311.55
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BioLynx - Peptide Sequencing Report Page 1
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CAPITULO 5: Aplicacdo de fracionamento com espuma para recuperacio de
lipase alcalina extracelular de culturas de Fusarium

oxysporum
RESUMO

Separacao usando espuma, um meétodo eficiente na recuperagdo de solutos de
superficies ativas em solugdes diluidas, foi aplicada com sucesso na concentragao
de lipase de cultura de Fusarium oxysporum. Os experimentos foram
desenvolvidos com o surfactante nao-iénico Triton X-114. Dois parametros foram
estudados, pH e taxa de fluxo de nitrogénio. A maxima recuperacgao desta lipase
foi verificada utilizando-se pH 8,5 e fluxo de 60 mL.min™" de N,. Apds otimizac&o,
uma taxa de enriquecimento de 8,77 e um fator de purificagdo de 5,86 foram

atingidos para esta enzima com uma recuperagao de 93,56 %.

Palavras-chaves: lipase alcalina; fracionamento com espuma; recuperagao de

proteinas
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ABSTRACT

The application of foam fractionation for the recovery of extracellular alkaline

lipase from Fusarium oxysporum cultures

Foaming, an efficient method for the recovery of surface active solutes from diluted
solutions, was successfully applied for the concentration of alkaline lipase from
Fusarium oxysporum cultures. Experiments were carried out with non-ionic
surfactant Triton X-114. Two parameters were studied, pH and nitrogen flow rate.
The maximal recovery of this lipase was verified at pH 8.5 and 60 mL.min™" N,
conditions. After optimization, an enrichment ratio of 8.77 and a purification factor of

5.86 were achieved for this enzyme along with 93.56 % recovery.

Keywords: alkaline lipase; foam fractionation; protein recovery
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INTRODUCTION

Foam fractionation has been shown to be a feasible technique for the
separation/concentration of a variety of proteins and enzymes (Crofcheck et al.,
2003). In particular, foaming has potential utility, and is most efficient when diluted
solutions are used, and can be applied to crude mixtures of compounds (Davis et
al., 2001). Isolation and purification of a protein can require a number of sequential
steps, often including multiple column chromatography operations. The direct scale-
up of successful laboratory bench column chromatography methods to the industry
scale, however, can be difficult and expensive (Lockwood et al., 1997). The
advantages of foam separation include its mechanical and operational simplicity

and, therefore, low capital and maintenance costs (Brown et al., 1998a).

The physical basis of separation using foaming is preferential adsorption at a gas-
liquid interface (here the foam phase) of surface active components. Selective
separation between different molecules is likely to be a result of differences in
behavior at the gas-liquid interface, i.e., difference in surface activities. The ability of
a protein to form a stable foam, depends on the protein’s surface activity, which in
turn depends its on primary structure, solvent enrichment, and physicochemical
characteristics, as size, charge, hydrophobicity, and environmental conditions such
as ionic strength, pH, and the presence of detergents, salts, sugars, and other
additives (Brown et al., 1998a; 1998b).

Foam fractionation has been successfully applied for the concentration of surface-
active compounds such as proteins (Lockwood et al., 1997; Noble et al., 1998) and
enzymes (Crofcheck et al., 2003; Lambert et al., 2003; Gerken et al., 2006; Linke
et al., 2005); surfactants (Dauvis et al., 2001); and starch (Fu et al., 2005). However,
there are relatively few studies which have considered foaming for recovery of

fermentation products directly from culture broths (Davis et al., 2001).

A number of lipases have been produced commercially, with the majority of them
originating from fungi and bacteria. The steadily growing interest in microbial lipases

is reflected because of their wide biotechnological and industry applications as
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additives in foods (flavour modification), fine chemicals (synthesis of esters),
detergents (hydrolysis of fats), waste water treatment (decomposition and removal
of oil substances), cosmetics (removal of lipids), pharmaceuticals (digestion of oil
and fats in foods), leather (removal of lipids from animal skins), medical (blood
triglyceride assay), and biodiesel production (conversion of vegetable oil to alcohol
ester) (Burkert et al., 2004; Jaeger and Eggert, 2002; Pandey et al., 1999).

Lipases are typically bipolar molecules distinguished by an interfacial mode of
catalytic action, which made them suitable for isolation by foam fractionation (Linke
et al., 2005). In this work, it was investigated the use of a recovery strategy where
an active alkaline lipase from Fusarium oxysporum was recovered in a foamate of a
foam fractionation step. For optimization of foam fractionation, two different process

parameters were studied: gas flow rate and pH.

MATERIAL AND METHODS

Strains

The microorganisms were isolated from fruits and soil from the Brazilian Northeast
(Maceid, AL, and Aracaju, SE). The fungus Fusarium oxysporum LB152B was
selected from Jenipapo fruit (Aracaju, SE). The cultures were maintained at 4°C on

potato dextrose agar tubes.

Chemicals

All analytical chemicals and media components used the highest purity grade

available commercially.
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Lipase production

Fusarium oxysporum was cultivated for 96 h, at 30°C in a medium PDA (Potato
Dextrose Agar). Precultures of F. oxysporum were prepared from a mycelial block
(1cm?) as inoculum, which was excised from the agar plate and placed in a 300-mL
Erlenmeyer flask containing 100 mL of each culture medium, pH 6.0. After
treatment with an UltraTurrax homogeneizer (Janke & Kunkel, Staufen, Germany),
the fungal culture was incubated for 2 days at 160 rpm and 30°C. For the production
of lipase, four different main culture media were prepared in 500 mL Erlenmeyer
flasks containing 250 mL of main medium: A (standard medium consisting of olive
oil 1.0%; peptone 1.5%; yeast extract 0.5%; KH2PO4 0.3%; MgSQ04.7H,0 0.04%
(w/v), at pH 6.0 (Lin et al. 1995, modified); B (standard medium containing 0.4%
(v/v) Tween-80); C (standard medium without olive oil containing 0.4% (v/v) Tween-
80); and D (medium SNL containing 0.4% (v/v) Tween-80, as described by Zorn et
al. (2003)). Fermentation was carried out for 5 days at 30°C under 160 rpm shaking.
The supernatant was separated from the mycelium by filtration. Media and
equipment were autoclaved prior to use, and sterile techniques were applied

throughout the procedures.

Protein Estimation

Protein concentration was determined according to Lowry et al. (1951) using bovine

serum albumin (BSA) as standard.

Lipolytic assay

Lipase assay was determined by titrimetry using Tween 80 as substrate. The
reaction mixture containing 2.16 g of Tween 80, 5 mL of 50 mM phosphate buffer,
pH 8.0, and 200 pL of test enzyme solution was incubated at 40 °C for 30 min with

orbital shaking at 160 rpm. The reaction was immediately stopped after incubation
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by the addition of 5 mL ethanol 96%, and the liberated free fatty acids were titrated
with 10 mM NaOH. Blanks were prepared with an inactivated enzyme solution. One
unit (U) of lipase activity was defined as the amount which liberated 1 umol of fatty

acid per min under the specified conditions (1 umol.min™") (Linke et al., 2005).

Foam fractionation

To perform the foam fractionation, an equipment was made for as shown in the
figure 1. This equipment consisted of a cylindrical glass chamber (18 cm length; 3
cm i.d.) with a porous frit (porosity 16-40 um), a column (27 cm length; 3 cm i.d.), a
glass bowl (500 mL), a horseshoe bend, and a receiving flask. The foam
fractionation was carried out with 70 mL of enzyme solution. Nitrogen was passed
through the frit, and rising foam collapsed in the receiver. Samples of the initial
solution, of the foamate, as well as of retentate solution were taken to enzymatic

activity and protein determination.

,/ By Receiver and

f A foam breaker
Glass bowl( /

L

Foamate
Column

| Enzyme solution

Nitrogen | F_ Porous frit

Flow meter

Figure 1: Scheme of the foam fractionation device (Linke et al., 2005).
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Calculations
The performance of a foam fractionation system can be quantified using the
enrichment and recovery of separation. The recovery (R in %), enrichment factor

(E) and purification factor (P) were calculated by the following equations:

R = activity (U) foamate_ Volume (ML) foamate X 100% (1)
activity (U) initias VOlume (mL) initial

E = activity (U mL™") ramate (2)

activity (U ml™") inita

P = specific activity (U mg™) foamate (3)
specific activity (U mg™") initial

All quantitative data represent average values of at least duplicate analyses.

RESULTS AND DISCUSSION

Alkaline lipase production under different medium composition

The activity of extracellular lipase of Fusarium oxysporum culture was evaluated
after 5 days of incubation in four different media: A (standard medium); B (standard
medium containing 0.4% (v/v) of Tween-80); C (standard medium without olive oil,
containing 0.4% (v/v) of Tween-80); and D (medium SNL containing 0.4% (v/v) of
Tween-80). Highest lipase specific activity of 32.2 U.mg™”' was observed in medium
D, an increase of 2.9 fold lipase production comparing to standard medium (Figure
2). The production of microbial lipases in generally is induced by fat-related carbon
sources. Rapp (1995) observed the production of extracellular lipase activity in
growing cultures of F. oxysporum f. sp. vasinfectum was further enhanced by
addition of olive oil, trimyristin, Span 85 and oleic acid. On another hand, some
works have showed that Tween 80 is a suitable carbon source for production of
microbial lipases (Li et al., 2004; Linke et al., 2005). In this work, both carbon

sources, oilve oil and Tween 80 showed to be a potential inducer for lipase
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production. However, the medium composition could be made higher influence in

the lipase production, as it showed in medium D in a Figure 2.

35

30 A
25 F e -
20 -
15 A

10 1---F oo b

Specific activity (U.mg™)

Media

Figure 2: Effect of medium in extracellular alkaline lipase production. The lipase

activity was determined as described in methods for each medium.

The lipase production was verified during 6 days (Figure 3), and the highest specific
activity (35.0 U.mg™") was observed after 4 days in SNL medium using Tween 80 as

inductor. This supernatant was used for foam fractionation perform.
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Figure 3: Extracellular alkaline lipase production under SNL medium, pH 6.0, 30°C
condition, using Tween 80 as inductor. The lipase activity was determined as
described in methods. The experiment was performed in ftriplicate and bars

represent the standard derivation.

Foam fractionation for alkaline lipase recovery from the culture supernatant

First of all, the influence of pH in the recovery of lipase from culture supernatant
was studied varying pH values of the enzyme-containing solutions. All other
parameters were kept constant: flow rate (60 mL.min™ Ny), period of fractionation
perform (45 min), temperature (18 = 2°C), on a 70 mL scale. The foam
fractionations were performed at pH from 6.0 to 8.5. The maximal and minimal
recoveries of lipase were observed to pH 8.5 and 6.0, respectively. The maximum
loss of activity during the fractionation process was around 5%, probably because

the enzyme damage in foaming was reduced at this pH condition.
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Figure 4: Effect of pH on foam fractionation performance. Recovery of lipase
activity was calculated for foamate and retentate in each experiment. The
2°C and 45 min. The
experiments were performed in duplicate and bars represent the standard

experiments conditions were 60 mL.min" N,, 18 +

derivation.

Although, several studies have showed that the target protein can be transported
more efficient into the foamate at its pl (Clarkson et al., 2000; Liu et al., 1998;
Lockwood et al., 1997), the lipase from Fusarium oxysporum has the maximal
transport into the foamate at pH 8.5, far from the pl observed for native isoenzymes
from this microorganism (4.6 to 7.15). Similar behavior was observed for lipase from

Pleurotus sapidus (Linke et al., 2005).

Loha (1999) found that the effectiveness of the batch foam fractionation of
cellulases was strongly dependent on the pH of the initial solution. With an increase
in pH from 2 to 7, the separation ratio (defined as the ratio of the foamate and

residue concentrations) decreased to a minimum. That ratio increased from pH 7 to
11.
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Brown et al. (1998b) observed that the enrichment ratios for -casein are high with
enrichments decreasing with increasing protein concentration. Another contributory
factor could have been the pH used. It should be noted that to ensure that proteins
were completely solubilized, the pH was 6.25 for experiments with a lysozyme
concentration of 0.5 mg/mL, but pH was 9.0 for experiments with a lysozyme
concentration of 2.0 mg/mL. The pl of B-casein is 5.3 and therefore, higher
enrichments would be expected at pH 6.25 than at pH 9.0, because enrichment is

generally greater at the isoelectric point.

The second parameter studied was the influence of flow rate in recovery of lipase

from F. oxysporum. As it showed in a figure 5, more than 90% of recovery was

obtained using 60 mL.min™" N of flow rate.

100
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Recovery of lipase activity [%]

40 60 80
Flow rate [mL.min™"]
Figure 5: Effect of flow rate on foam fractionation performance. Recovery of activity
was calculated for foam and retentate in each experiment. The experiments

conditions were pH 8.5, 18 + 2°C and 45 min. The experiments were performed in
duplicate and bars represent the standard derivation.
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Enrichment ratio decreases as gas-flow rate is increased. High levels of gas-flow
rate cause (1) greater amounts of liquid to be taken into the foam, and (2) the
residence time of foam in the column to be reduced (limiting liquid drainage and
internal reflux). Both these factors results in an increase in foam-flow rates, which
leads to a reduction in protein concentration in the foam, and hence, to lower
enrichment ratios. As shown by Brown et al. (1998a), gas-flow rate was statistically
significant upon separation ratio, low gas-flow rates promoted higher protein
concentrations in the foam phase. Higher gas flow rates increase the rate of protein
removal from the pool, however, due to greater liquid hold-up in the foam, the

protein concentration in the foam is limited, resulting in lower separation ratios.

After optimization of pH and flow rate parameter, the condition of foam fractionation
was determined at pH 8.5 and 60 mL.min" N,. This experiment yielded an
enrichment ratio of 8.77 was achieved for alkaline lipase along with 93.5 %, and a

purification factor of 5.86 (Table 1).

Table 1: Summary of results after foam fractionation from culture supernatant under
pH 8.5, 60 mL.min™ N,, 18 + 2°C and 45 min conditions.

Total Total Total Recovery Recovery Purification Enrichment
volume activity protein of activity of protein factor factor
(mL) (V) (mg) (%) (%) (fold) (fold)

Supernatant 70.0 615.42 26.39
Foam 7.5 576.25 4.21 93.56 16.05 5.86 8.77
Retentate 56.0 39.79 20.21
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CONCLUSION

In this study, it was demonstrated that the foam recovery is an efficient method for
the recovery of lipase. Flow rate and pH value have an important effect on lipase
recovery using foam fractionation method. The maximal recovery was obtained at
pH 8.5 and 60 mL.min™" N, of flow rate. This method is simple and has the added
benefit of being low in operational and capital costs. It is useful in suggesting ways

to apply this methodology to a variety of industry application.
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CONCLUSOES GERAIS

De um total de 216 microrganismos isolados de frutas e solo do nordeste brasileiro,
apenas um microrganismo foi selecionado por produzir maior atividade lipolitica em
meio liquido. A cepa de numero 152 B foi identificada como Fusarium oxysporum
através de analise morfologica e crescimento em meios padrdes, e por biologia
molecular. Este trabalho mostrou que estas duas ferramentas devem ser
complementares uma a outra numa identificagdo, e que a biologia molecular,
apesar de sua alta sensibilidade e qualidade, ndo exclui a avaliagdo morfologica de

um microrganismo.

A producao de lipase depende da composi¢cao do meio de cultura e das condigdes
da fermentagdo. A maior producédo de lipase alcalina extracelular por Fusarium
oxysporum foi verificada com meio de cultura contendo 2% de oleo de oliva (m/v)
como fonte de carbono, 0,3% de peptona (m/v) e 0,2% de extrato de levedura (m/v)
como fontes de nitrogénio. Também foi verificado que a maxima quantidade de

atividade lipolitica produzida foi em pH 6,0 e a 30 °C.

A lipase alcalina de F. oxysporum mostrou possuir algumas propriedades de
importancia significativa para a industria, em particular a sua estabilidade a pH
alcalino e altas temperaturas, e ampla especificidade frente a substratos, sendo
capaz de clivar ligagbes ésteres de acidos graxos de cadeia média e longa, e

estabilidade a varios surfactantes e detergentes comerciais.

A lipase de Fusarium oxysporum foi purificada 20 vezes com rendimento de 1,32 %
apoés precipitagdo com sulfato de amdnio, cromatografia em colunas de DEAE-
Sepharose e Sephacryl-200. A lipase purificada apresentou uma unica em de gel
SDS-PAGE, mas no gel IEF-PAGE foram detectadas trés isoformas, Lip 1, Lip 2 e
Lip 3. O sequenciamento de aminoacidos da Lip 1 mostrou que esta enzima tem

alta similaridade com a lipase de F. heterosporum.

Ap6s purificagao, a lipase de F. oxysporum apresentou a maior atividade lipolitica a

40°C, temperatura esta inferior a maior atividade lipolitica encontrada para a lipase
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bruta. Também ocorreu uma diminuicdo da estabilidade da enzima purificada
comparada a enzima bruta. Quanto ao pH, a lipase purificada apresentou o mesmo
pH 6timo de reagcdo que a enzima bruta, porém a enzima purificada apresentou ser
mais estavel a pHs alcalinos, mantendo sua potencialidade para aplicagdo em

detergentes.

Neste estudo também foi demonstrado que o fracionamento com espuma é um
método eficiente para a recuperagao de lipase. Apos otimizagado desenvolvendo o
fracionamento em pH 8,5 e 60 mL.min™" de nitrogénio, foi atingida uma recuperacéo
de cerca de 93%, com um fator de purificagdo de 5,8 vezes. Este método é simples

e com baixos custos, podendo ser implementado facilmente na industria.
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