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RESUMO

Penicillium citrinum, isolado como contaminante do 6leo de oliva, foi
o melhor produtor de lipase, quando comparado com o Gliocladium viride
136B e Fusarium lateritium 48, em meio contendo extrato de levedura
(Meio ME, 2880 U/L) ou sulfato de aménio com sais minerais (Meio MA,
1585 U/L), utilizando dleo de oliva (1% v/v) como fonte de carbono, no pH
inicial de 4,5. A maior atividade lipolitica especifica (7,8 U/mg proteinas),
livre de protease e da micotoxina citrinina foi obtida no meio MA. Nio
ocorreu alteragio na produgéo quando foi utilizado 1-30 mM de KH,PO, no
pH inicial 4,5, entretanto, em concentragdes acima de 50 mM ocorreu
inibigdo na produgio da lipase de Penicillium citrinum. A produgio desta
enzima em Meio ME foi maior (3200 U/L) usando fermentagio em
bateladas alimentadas (“fed-batch™) com simples ou multiplos pulsos de
acido oléico, ou linoléico, ou linolénico, ou Tween 80, numa concentragio
final de 0,04 ou 0,1% (v/v). O extrato enzimatico bruto concentrado e
liofilizado foi estivel ao armazenamento 4 temperatura ambiente por 8
meses, enquanto que o filtrado bruto do meio de cultura armazenado a 6°C
apresentou um tempo de meia-vida de 30-35 dias, e foi instavel ao
congelamento e descongelamento, perdendo 50% da atividade inicial.
Ambas as lipases obtidas nos Meio ME e MA foram estaveis a
temperaturas abaixo de 40°C durante 2 horas e totalmente inativadas a 60°C
apos 30 min de pré-incubag¢do. A enzima produzida no Meio MA mostrou
uma cinética de desativagdo térmica complexa e uma energia de ativagio
da desativagdo térmica de 22,4 + 2.2 Kcal. mol™, calculada de acordo com a

equagdo de Arrhenius usando as primeiras constantes de decaimento.
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A lipase de Penicillium citrinum hidrolisou preferencialmente os
trigliceridios contendo acidos graxos de cadeia longa.  Entretanto, em
relagdo aos ésteres lipidicos do p-nitrofenol foi observada uma cinética de
Michaelis-Menten com um Ky aparente para o p-nitrofenilpalmitato
(pNPP) de 0,502 + 0,105 mM (Meio ME) e 0,332 + 0,059 mM (Meio
MA); 0,787 £0,001 mM para o p-nitrofenilmiristato (pNPM) ¢ 1,74 + 0,004
mM para o p-nitrofenillaurato (pNPL), usando a enzima produzida em meio
MA. A lipase produzida em Meio MA foi capaz de catalisar a sintese do
ester lipidico do glicerol, usando 4cido oléico como doador do grupo acil,
apds 15h de incubagdo a 37°C, mas ndo catalisou a sintese do éster de
acido laurico de D-glucose complexada com 4cido fenilbordnico, apés 24h

de incubagio a 45°C em alcool tert-butilico.
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ABSTRACT

Brazilian strain of Penicillium citrinum, isolated as a contamination
from olive oil, was the best lipase producer on medium containing veast
extract (Medium ME, 2880 U/L) or ammonium sulfate plus mineral salt
(Medium MA, 1585 U/L), using olive oil (1% v/v) as carbon source, the
maximum specific activity was obtained on Medium MA (7.8 U/ mg
proteins) at initial pH 4.5, free of protease and mycotoxin citrinin. There
was no effect using KH,PO4 1-30 mM  at initial pH 4.5, with concentrations
higher than 50 mM there was inhibition of lipase yield. This production was
improved on Medium ME (3200 U/L) using fed-batch fermentation with
simple or multiple pulse of oleic, or linoleic, or linolenic acid, or Tween 80
at 0.04 or 0.1% (v/v),final concentration.  Penicillium citrinum lipase
concentrated and lyophilised was stable during 8 months at room
temperature (28-30°C), while the crude culture filtrate has shown a half-live
of 30-35 days at 6°C. It was not stable at frozen and defrosted condition,
losing 50% of initial activity. Both lipases (Media ME and MA) were
stable at temperatures up to 40°C for 2 hours and completely deactivated at
60°C after pre-incubation during 30 minutes. The enzyme obtained from
Medium MA has shown a complex kinetic of thermo and pH deactivation.
The activation energy of the thermo deactivation was 22.4 + 2.2 Kcal.mol™, |
according to Arrhenius equation using the first decay constants. This lipase
hydrolysed triglycerides containing long chain fatty acids preferably. In
relationship to lipidic esters of p-nitrophenyl, this lipase has shown a
Michaelis-Menten kinetic, with apparent Ky 0.502 + 0.105 mM (Medium
ME) and 0.332 £ 0.059 (Medium MA) for p-nitrophenylpalmitate (pNPP),
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while for p-nutrophenylmyristate (pNPM) and p-nitrophenyliaurate (pNPL)
were 0.787 £ 0.001 mM and 1.74 + 0.004 mM respectively, using lipase
from Medium MA. Penicillium citrinum lipase catalysed the synthesis of
glycerol ester using oleic acid as acyl donor, after 15 hours at 37°C, but it
was not able to catalyse the synthesis of ester using D-glucose complexed

with phenylboronic acid and lauric acid, after 24 hours at 45°C on tert-

butilic alcohol.
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1. INTRODUCAO

A aplicagdo biotecnologica de microrganismos, enzimas livres ou
imobilizadas, apresenta vantagens significativas sobre as reages quimicas
tradicionais. Uma das principais vantagens destes processos € a enantio €
estereoseletividade, na qual misturas de compostos opticamente ativos s&o
economicamente produzidos em reagdes catalizadas por enzimas.

Embora atualmente, a biotransformagio nfdo possa competir com a
produgio quimica, ja otimizada, de compostos industrialmente mportantes,
como por exemplo, esséncias, adogantes artificiais, farmacos, etc., poderia
gradativamente, substitui-las devido a grande demanda de compostos
naturais biodegradéaveis, que nio causam danos ao meio ambiente. Por
exemplo, a produgdo quimica de compostos, tais como: esteroides,
terpendides, alcaloides, antibioticos, carboidratos e ésteres estruturados,
alcoois € compostos sintéticos com estruturas alifaticas, aliciclicas,
aromdticas ou heterociclicas, geralmente requerem condigdes drasticas de
temperatura e pressdo, produzindo impurezas como produtos de degradagio,
que inviabilizam seu uso em alimentos sem redistilagdo prévia, tornando o
processo energética e economicamente dispendioso.  Conservagdo de
energia e redugdo da degradacdo térmica tornam a biotransformagdo um
processo mais atrativo que os processos quimicos tradicionais.

Reag¢des hidroliticas enzimaticas reversas para producdo de ésteres
tém estimulado a otimizagdo de processos em meios com baixo teor de
agua, para produgdo de compostos largamente utilizados em industrias
de alimentos, produ¢do de emulsificantes, esséncias e farmacos. A prova
que a indistria estd seriamente interessada na alternativa enzimatica €

ilustrado pelo rapido crescimento de patentes e publicacdes.



Dentre os processos biologicos utilizados nas biotransformagdes, as
lipases se destacam por sua versatilidade em processos hidroliticos e de
sintese. Embora as lipases sejam produzidas por células animais, vegetais e
por diferentes géneros de microrganismos, os fungos tém sido a principal
fonte industrial de Iipases, principalmente para sintese de compostos de alto
valor agregado.

Lipases de fungos filamentosos, cuja a maloria sdo 1,3-especificas,
tém sido utilizadas comercialmente nos seguintes processos: sintese de
trigliceridios estruturados, de emulsificantes, tratamento de efluentes,
industrias de papel, farmacéuticas ¢ de detergentes.

Em todas as trés principais reagGes, hidrolise, alcoolise e glicerolise,
temos simplicidade, qualidade superior do produto final e excelente
produgéo. Estas caracteristicas conferem as lipases potencial biotecnologico
comparavel com o das proteases € carboidrases, enzimas industnialmente
utilizadas, estimulando pesquisas para otimizagdo da produgio,
caracterizagdo ¢ aplicagdo industnial.

Todas as aplicagdes biotecnologicas das lipases justificam a
elaboragdo deste trabalho, tendo em wista a wiabilidade econdémica do
processo baseada principalmente em parametros gerais como: a)selecio de
novos microrganismos; b) otimizagdo da producdo de lipases, imbindo
seletivamente produtos indesejaveis; c) tempo de producdo da enzima,
abreviado pelo uso de microrganismos com altas atividades; d) estudos de

algumas propriedades da enzima, importantes para sua aplica¢do industrial.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. CONSIDERACOES GERAIS

As lipases (glicerol ester hidrolases EC 3.1.1.3) apresentam enorme
potencial de aplicagdo na industria oéleoquimica. Gorduras e Oleos sdo
produzidos mundialmente em cerca de 6 x 10’ t/ano e uma parte significativa
desta produgdio, cerca de 2 x 10° t/ano, é utilizada em reagdes de hidrolise,
alcoolises e glicerolises (VULFSON,1993).

As lipases sdo capazes de catalisar as seguintes reagdes:

a) Hidrélise:

R,COOCH, HOOCR, HOCH,;
| H,0 + I
R,COOCH —————— >  HQOCR, + HOCH
| + I
R;COOCH; HOOCR: HOCH,
b) Alcoolise:
R, COOCH; ROOC-R, HOCH,
| ROH + !
R,COOCH —m—m = ROOC-R; + HOCH
I + |
RiCOOCH; ROOC-R; HOCH;,
c) Acidélise:
R, COOCH, R,COOCH; R4,COOCH
I HOOC-R, | I
R,COOCH ——= R,COOQOCH + R,COOCH
| |
R;COOCH; R;COOCH; R,COOCH
+ +
HOOC-R, HOOC-R;
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d) Glicerdlise:

R;COOCH; HOCH; HOCH; R,COOCH,;
! | l I

R,COOCH + HOCH — R,COOCH  + HOCH
| | I l

R;COOCH; HOCH, HOCH, RiCOOCH;

e) Transesterificagio:

R;COOCH, R4COOCH; R4COOCH, R;COOCH;
l | | : I
R,COOCH + RsCOOCH ——> R,COOCH + R:COOCH

| l I |
R,COOCH;, RsCOOCH; R¢COOCH; R3;COOCH,

Segundo MACRAE (1983) e FOGLIA ¢ col. (1993), as lipases, de

acordo com a especificidade, estdo divididas em trés grupos:

1) Lipases nio-especificas:

Catalisam a hidrolise completa do trigliceridios em acidos graxos
e glicerol, apresentando mono ¢ digliceridios como intermediarios, atuando de
modo aleatério. As lipases de Candida cylindracea, Corynebacterium acnes,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas fluorescens tém sido comumente

usadas para sintese de acilglicerol, alcodlise e interesterificagdo de gliceridios

(Eq. I).

Equacao I:
R,COOCH; HOCH;
| \
R:COOCH —>» R;COOH + R,COOH + R;COOH + HOCH
[ /
Ri:COOCH, HOCH,



2) Lipases 1,3-especificas:

Catalisam a hidrélise dos acidos graxos ligados ao C,; ¢ C; do glicerol,
produzindo acidos graxos e 2-monogliceridios ou 1,2- ou 2,3-digliceridios,
ambos quimicamente instaveis, ocorrendo migragdo do grupo acil
produzindo 1,3-digliceridios ¢ 1- ou 3-monogliceridios. Neste grupo, temos
como exemplo, as lipases produzidas pelo Aspergillus niger, Mucor

Javanicus, Mucor miehei e por varias espécies de Rhizopus (Eq. II).

Equacao I1:
R,COOCH- HOCH; HOCH,
| ! |
R,COOCH - R,COOCH -_— R,COOCH
| R,COOH | R;COOH |
R;COOCH; R,COOCH; HOCH,

3) Lipases acido graxo especificas:

Sdo especificas para hidrolise de ésteres com determinados acidos
graxos, como por exemplo, a lipase produzida pelo Geotrichum candidum
hidrolisa preferencialmente ésteres de acidos graxos de cadeia longa
insaturados, com dupla ligagdo em cis, no Co.. Esteres com acidos graxos
saturados ou sem insaturagio no Co, sdo lentamente hidrolisados. Devido a
esta especificidade, lipase de Geotrichum candidum tem sido estudada para

alcodlise de odleos selecionados que contem acidos graxos polimsaturados

(Eq.IID).

Equacgio IIT:

R,COOCH; R,COOCH; HOCH, R,COOCH:
l | | I

R,COOCH + R,COOCH -— R,COOCH  + HOCH
I 1 2R,COOH | |

R;COOCH; R;COOCH: R;COOCH: R:COOCH;

h



Devido a sua versatilidade, as lipases tém sido aplicadas em
diferentes sistemas para processos biotecnoldgicos de compostos de
interesse industrial e em quimica fina. As reagdes de sintese catalisadas por
lipases requerem uma quantidade reduzida de agua em vez de sistemas
anidros, pois a agua é essencial para a catdlise enzimatica, devido a
contribuigdo para as ligages ndo covalentes ¢ pontes de hidrogénio
preservando a estrutura protéica. A quantidade de agua influencia na
solubilidade do substrato e dos produtos, causando efeito sobre a posi¢do de
equilibrio e rendimento quimico.

Estudos detalhados do centro ativo das lipases podem levar a um
conhecimento mais amplo da sua estereoespecificidade, facilitando sua
utilizacdo em solventes orginicos para produgdo de compostos
enantioméricos. Analise da estrutura da lipase de Mucor miehei, utilizando
cristalografia e difusdo de raio X com uma resolucdo de 3A, tem mostrado a
presenca de uma triade formada por Ser-His-Asp no centro ativo, sendo o
residuo de serina cataliticamente ativo. Nesta lipase, uma superficie de «-
hélice recobre a triade catalitica, adotando uma conformacgdo totaimente
diferente, de natureza hidrofébica, na mistura de reagdo enzimatica, que
permite a ligagdo do substrato lipidico ao sitio ativo da enzima

(BJORKLING e col.,1991 e TILBEURGH e col.,1993).

2.2. FONTES DE LIPASES

As lipases sdo produzidas por células anmimais, vegetais e
microbiologicas (VORDERWULBECKE e col.,1992).  As lipases de
microrganismos, bactérias, leveduras e fungo filamentosos, sio as mais
importantes comercialmente, devido a facilidade de produgio (TABELA
2.2).



TABELA 2.2 - Principais fontes comerciais de lipases de acordo com
VORDERWULBECKE e col., 1992.

LIPASES

FONTES COMERCIAIS

Aspergillus niger
Rhizopus delemar
Porcine pancreas
Porcine pancreas
Porcine pancreas
Candida cylindracea
Candida cylindracea
Candida lipolytica
Geotrichum candidum
Pseudomonas fluorescens
Mucor javanicus
Rhizopus

Rhizopus javanicus
Rhiropus niveus
Porcine pancreas
Mucor miehei

Wheat germ

‘Biolipase conc.
Aspergillus oryzae
Bacillus subtilis
Pancreas

Aspergillus niger
Aspergillus niger
Lipase FAP

Pregastric esterase
Lipoprotein lipase
Cholesterol esterase
Rhiropus arrhizus
Mucor miehei

Lipase Lot. 12012036
Lipase Lot. 12021066
Chromobacterium viscosum
Lipoprotein lipase
Candida cylindracea
Pseudomanas sp.
Biolipase A
Penicillium gp.
Penicillium roquefortii
Humicola lanuginosa
Pancreatin

Pig liver esterase
Lipomod AC

Lipomod RD

Candida cylindracea
Rhizopus sp.

Candida fipolytica
Chromaobacterium viscosum
Geotrichum candidum
Humicola lanuginosa
Mucor miehei

Animal lipase
Penicillium cyeclopium
Penicillium roquefortii
Pseudomonas fluorescens
Ahizopus delemar
Rhizopus japonicus
Rhizopus javanicus
Candida lipolytica
Mucor javanicus
Penicillium roqueforiii
Rhizopus arrhizus
Rhizopus niveus

Amano
Amano

Fluka

Serva

Sigma
Amano
Sigma
Amano
Amano
Amano
Amano
Nagase
Amano
Amano
Merck 24548
Gist-Brocades
Sigma
Biocon
Roehm
Roehm
Roehm
Roehm
Roehm
Biocon
Biocon
Biocon
Biocon
Gist-Brocades
Gist-Brocades
-Seppim
Seppim
Genzyme Biochemicals
Genzyme Biochemicals
Genzyme Biochemicals
Genzyme Biochemicals
Biocon
Amanc+y
Amano
Amano
Hoechst
Amano
Biocatalysts
Biocatalysts
Sigma

Serva
Biocatalysts
Biocatalysts
Biocatalysts
Biocatalysts
Biocatalysts
Biocatalysts
Biocatalysts
Biocatalysts
Biocatalysts
Biocatalysts
Biocatalysts
Biocatalysts
Fluka

Fluka

Fluka

Fluka

Fluka




Lipases de fungos filamentosos, cuja maioria sdo 1,3 - especificas, tém
sido utilizadas comercialmente, porque funcionam perfeitamente em solventes
organicos parcialmente anidros, sem requerer cofatores, algumas aceitam
fosfolipidios como substrato, como por exemplo, a lipase de Mucor miehei, em
um processo continuo num bioreator de coluna por mais de 1000 horas, com
boa recuperagdo do produto (VULFSON,1993).

O reconhecimento das vantagens da utilizagdo de lipases em relagdo aos
processos quimicos tradicionais, indica que as lipases podem adquirir potencial
no comércio de enzimas. Logo, o desenvolvimento tecnologico das lipases
para sintese de novos compostos, resultara na sua expansdo em novas areas €

num major impacto na area industrial (BJORKLING ¢ col.,1991).

23. APLICAGCAO INDUSTRIAL DAS LIPASES

2.3.1) Enriquecimento de 6leos e gorduras naturais:

A Companhia Biotecnologica Calgene de Davis, California,
produziu Canola (“rapeseed”), planta cujas sementes sdo utilizadas para
produgdo de oOleo comercial, geneticamente manipulada para produzir altos
niveis de acido laurico (acido graxo abundante em dleo de c6co e palma, mas
raro em plantas de clima temperado). Oleos com alto teor de acido laurico sdo
usados principalmente em sabdes, detergentes e cosméticos. Em 1993, os
Estados Unidos importaram 600.000 toneladas destes dleos (KLEINER,
1995).

Os odleos de mustarda ¢ de Cancla s3o comercialmente importantes
devido ao alto teor de acido erucico (45-55%), acido graxo de cadeia longa.

Os acidos graxos de cadeia longa (Cy-Ca4) sdo lubrificantes de alto grau,



solventes para pesticidas e outros aerosois. Existem dois 6leos de Canola,
um com baixo e outro com alto teor de acido ericico. A lipase no-
especifica de Candida cylindracea, em sistemas com baixa quantidade de
agua, catalisou preferencialmente a hidrolise de trnigliceridios contendo
acido graxo com numero de carbono nio superior a 18. Aumentando a
quantidade de agua, aumenta a hidrélise de acidos graxos de cadeia longa,
acima de 18 carbonos (C;¢-Cy4), aumentando a concentracdo de Aacido
erucico hberado. lLogo, em quantidades reduzidas de agua, o principal
produto da hidrélise destes dleos € o diacilglicerol, sendo 80% de dierucina,
constituindo um meétodo pratico para concentrar estes oleos (KAIMAL e
col., 1993).

A interesterificagdo € um processo usado nas industrias de oleos e
gorduras, para modificar as propriedades das misturas de trighceridios.

Sédio metalico ou alcoxido de sodio sdo usédos quimicamente,
como catalisadores para promover a migragdo do grupo acil dentro da
molécula de trigliceridio, produzindo uma mistura de gliceridios na qual os
residuos estdo aleatoriamente distribuidos. As gorduras e dleos naturais, ou
qumicamente produzidos, apresentam diferentes composi¢gdes de
trigliceridios de baixo valor nutritivo, o qual pode ser melhorado através de
reagOes de transesterificagdo ou alcodlise, em sistemas com baixo teor de
agua.

Um dos principais exemplos € a interesterificacdo de 1,3-dipalmitoil-
2-monooleina (POP), o qual € o principal trigliceridio do 6leo de palma, com
0 dcido estedrico ou triestearina, produzindo 1(3)-palmitoil-3(1)-estearil-
monooleina (POSt) e 1,3-diesteroil-2-monooleina (StOSt), principais
componentes da manteiga de cacau, obtendo as caracteristicas sensoriais

utilizadas na produg¢io de chocolates (MACRAE, 1983, BIORKLING e



col.,1991 e VULFSON, 1993) (Eq. IVe V).
Equacdo IV:

Equacao V:

P St P P St P P St
3E0 + 3£St —»EO +l£0 +{~:0 +{St +ES‘( + {St
P St P St St P St St

2.3.2) Produgio de ésteres comerciais:

Sintese de ésteres de acidos graxos ¢ largamente utilizada na indistria
de alimentos, cosméticos, farmacos, etc. A sintese quimica do
emulsificante oleato de polioxietileno, mostrou efeitos toxico devido a
produg@o de uma mistura de isdmeros ndo biodegradaveis, formados devido
as altas temperaturas utilizadas no processo. A sintese enzimatica de
emulsificantes, em condi¢Ses suaves de reagfio, tem levado a um produto
biodegradavel com propriedades semethantes ao produto natural. Lipase de
Candida antartica imobilisada, produziu o 6-O-acilglicopiranosideo com
90% de rendimento, pela indistria NOVO-NORDISK em escala piloto
(VULFSON, 1993) (Eq. VI).

Equacio VI:
HO HO RCO
o R,OH C RCOOM Q
OH OH —p OH 0R| ""‘-'"—) H On‘
H H Lipase H

H OH OH



Segundo RAZAFINDRALAMBO e col. (1994), ésteres de baixo peso
molecular representam uma importante classe de aromatizantes, constituidos
por derivados de dcidos de cadeia curta como acetatos, propionatos e
butiratos. A sintese enzimatica destes compostos, em solventes organicos, é
mais especifica e mais viavel que a produgfio quimica a partir de vegetais,
porque independe de estagdo, clima e variagdo geografica € ndo requer
grandes quantidades de matéria-prima.

A otimizagdo de sintese de ésteres de acetatos é uma etapa essencial
para produgdo destes ésteres, porque poucas lipases s3o capazes de
catalisar esta esterificagdo, devido a inibigdo pelo 4cido acético, o qual pode
ser reduzido com o aumento da quantidade de enzima e redugio da quantidade
deste acido. Como por exemplo, a sintese do éster acetato de isoamilico em n-
heptano, um dos mais usados em alimentos (74.000 Kg/ano) por ter sabor

caracteristico da banana (Eq. VII).

Equacao VII:

CH3 CH3

| y |
H;C- CH- CH;CH,0H + CH:COOH —‘pvasi H:C- CH- CH,- CH,O0CCH;

H,O

Monogliceridios acetilados em adig¢do a outros emulsificantes tais como,
lecitina, mono e digliceridios, ésteres de sorbitan ¢ monogliceridios
succinilados, sdo largamente usados em industrias de alimentos e
farmacéuticas (AKOH, 1994).  Estes monogliceridios sio produzidos
quimicamente pela esterificagdo de trigliceridios, triacetina e glicerol, seguida

por destilagdo molecular, um processo de alta energia, para isolar a
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mistura de monogliceridios mono e diacetilados, os quais sdo usados como
agentes estabilizantes, plastificantes, anti-espumantes ¢ emulsificantes. Por
exemplo, a sintese de ésteres de acidos graxos de D-glucose acetilada,
utihzando oleos vegetais e seu metil éster como acil doadores, estudada por
AKOH (1994). Essa esterificagdo ocorre em solventes organicos, utilizando
0 Trisun 80 (contendo 80% de acido oléico), oleato de metila e lipases de
Candida antartica ou Candida rugosa imobilizadas. Este sistema de reagio
apresentou um rendimento de 6,4 ¢ 52% respectivamente, enquanto que a
esterificagdo da D-glucose com acido oléico mostrou um rendimento entre
31 a 100%.

De acordo com AKOH, (1994), estas enzimas também foram capazes
de produzir ésteres de acidos graxos de D-glucose utilizando D-glucose livre
e Trisun 80 como substratos, com rendimento 100%. As melhores condigdes
foram obtidas usando-se lipase 10% do peso do substrato, 48 horas de
incubagdo a 55°C, com uma relagdo molar de Trisun e D-glucose
pentacetato (GP) de 1:2, 3mL de solvente e 3% de agua (Eq. VIII).

Equacao VIII:

AcO CHS(CHZ}WCOO
0 0
oac I OAc + CH;(CH,) COOMe H1E53E. OAc JwOAc
AcO CH,COOMe AcO
QOAc OAc
(GP)

Os ésteres de acidos graxos de anidrosorbitois constituem a maior
classe de surfactantes éster carboxilicos, utilizados em industrias de
alimentos, detergentes e cosméticos (MUKESH e col., 1993).

Anidrosorbitéis sdo produzidos comercialmente por esterificagio

direta de sorbitol com acidos graxos a 225-250°C, na presenga de acido
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como catalisador. Durante esta reagdo ocorre desidratagio em varios graus,
produzindo uma mistura de mono ¢ di-ésteres de sorbitol, sorbitano e
isosorbideos. As lipases tém sido usadas para catalisar a esterificacdo de
isosorbitol e sorbitol com acido oléico a 50°C. Apds 13 horas foi obtido 95%
de monooleato de isosorbideos, maior rendimento que o obtido com sorbitol.
Nesta reagdo, foram produzidos o mono e dioleatos de sorbitol, sendo que a
esterificagdo ocorreu primeiro na hidroxila primaria e depois mais lentamente
nas hidroxilas secundarias (MUKESH e col., 1993).

Lipase de Mucor miehei catalisou a esterificagdo do polietileno glicol
(PEG) 400 com acido oléico (acil doador) em hexano, produzindo apos 50
horas a 42°C, 85% de mono e dioleato de PEG.  Esteres de PEG séo
utilizados como anti-espumantes, surfactantes nio-idénicos, emulsificantes em

pesticida, diluentes medicinais e lubrificantes (JANSSEN e HAAS, 1994).

2.3.3. Producio de compostos opticamente ativos:

As lipases, principaimente, tém mostrado grande potencial na sintese de
compostos enantiomericamente puros, tais como, ésteres, acidos e alcoois.
Estes compostos podem ser preparados em sistemas aquosos, segundo a
reacdo de hidrdlise, ou em sistemas organicos, segundo a reagdo de sintese.
Como por exemplo:

1) A hidrolise de um éster racémico em sistema aquoso (Egs. IX ¢ X)

Equacao IX: Acido quiral

enzima
(£) *R,COOR; + H,0 ——>= (*R;COOH + *R,COOR;) + R,OH

¢ster racémico produtos opticamente ativos
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Equaciio X: Alcool quiral

enzima
() RiCOOR;* + H,O ——= (*R,OH + R,COOR»*) + R;COOH

éster racémico produtos opticamente ativos

i) Acilagdo de um aicool em solventes organicos (Egs. X1 ¢ XII)

Equacio XI: Acido quiral

enzima
(i) *RiCOOR, + R3OH ——— 5 (*R]COOR3+ *R]COOR)_) + R,OH

¢ster racémico produtos opticamente ativos

Onde R3OH € um alcool primario.

Equagcéo XII: Alcool quiral

enzima
() *R;OH + R|COOR; ——= (R;COOR;* + *R3;0H) + R,COOH

alcool racémico produtos opticamente ativos

No qual RjCOOR; pode ser um éster ativado, enol éster ou oxima éster.
Acidos anidros podem ser usados como agentes acilantes.

Se uma determinada lipase tiver especificidade para o (R)-enantidbmero e
ndo para o (S)-enantidmero de um éster racémico, o produto de hidrdlise sera
(R)-alcool e (S)-éster. Se a estereoquimica permanecer inalterada em
solventes orgénicos, a transesterificagio produzira (S)-alcool e (R)-éster
(MARGOLIN, 1993).
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Recentemente, FABER e FRANSSEN (1993) tém obtido sucesso
com novas técnicas de melhoramento da seletividade das reagles
catalisadas pelas esterases ¢ lipases. Estas técnicas baselam-se no estudo
da seletividade destas enzimas de acordo com: a) tipo de composto acil
doador; b) modificagdo quimica de algum residuo de aminoacido da cadeia
protéica ; ¢) variagdo do sistema de solventes (engenharia de meio).

A atividade biologica, toxicidade, liberagdo da droga e metabolismo,
podem ser dramaticamente diferente para o enantibmero de uma droga
quiral, como por exemplo, a talidomida, cujo S-enantidmero provoca morte
e deformacdo fetal, enquanto que o R-enantidmero possui as propriedades
sedativas. No entanto, até recentemente a maioria das drogas quirais eram
comercializadas como racematos. Ha mais de 500 drogas, vendidas
atualmente como misturas racémicas, com pouca ou nenhuma informagéo
sobre as propriedades dos estereoisdmeros individuais (MARGOLIN,
1993).  Em 1992, devido a complexidade da quiralidade na atividade
bioldgica, a FDA (US Food and Drug Administration) adotou um programa,
a longo prazo, que permite as industrias farmacéuticas, a escolha de
desenvolvimento de drogas quirais como racematos ou como simples
enantiomeros. Isto significa que o desenvolvimento de racematos ndo
esta proibido, mas tais drogas terdo que ser rigorosamente justificadas,
para a sua aprovagdo pela FDA. Consequentemente, a maioria das
indistrias tem decidido desenvolver simples enantidmeros em vez de
racematos € a minorna decidiu evitar problemas, produzindo moléculas nio-
quirais. Com isto, o programa da FDA criou muitas oportunidades para os
quimicos na area de quirotecnologia, desde que, a venda anual das principais

drogas opticamente ativas tem sido estimada em cerca de 10 bilhdes de

dolares.



Recentes avangos na sintese de compostos opticamente puros, tém
levado as industrias farmacéuticas a investirem em pesquisas sobre os
métodos viaveis para obtengdo destes compostos. Dentre estes métodos, o
biocatalitico tem despertado grande interesse. Enzimas hidroliticas, tais
como, proteases, hidrolases e lipases tém sido utilizadas em mais de 50%
das biotransformacdes publicadas. A aplicagdo destas enzimas,
principalmente de lipases, tem sido particularmente facil devido ao grande
nimero de fontes comerciais, as suas estabilidades em solventes organicos e
o ao ndo requerimento de cofatores (FABER e FRANSSEN,1993).

De acordo com KLOOSTERMAN e col.(1988), as lipases, por serem
estereoseletivas, apresentam grande potencial de aplicagdo na sintese
quimo-enzimatica de intermediarios quirais para produgdo de agentes P-
adrenérgicos opticamente ativos, chamados f-bloqueadores. Estes
compostos sdo utilizados no tratamento de hipertensdo e angna, €

apresentam estrutura caracteristica do ariloxipropanolamina contendo um

ArO/Y\NHR

H OH

centro quiral.

Na indastria farmacéutica apenas 20% dos p-bloqueadores
produzidos sdo aprovados para uso clinico. Em geral, a atividade do -
bloqueador reside no (S)-enantidmero, como por exemplo, o (S)-propanclol
¢ 100 vezes mais ativo que o (R)-enantidbmero. Entretanto, com excegdo do
(S)-timolol, (S)-penbutolol e (S)-levobunolol, todos os p-bloqueadores
aprovados pela FDA (Foods and Drugs Administration) sdo vendidos como
racematos. Até a década de 1980, apenas poucos métodos, todos ndo

enzimaticos, tém sido descritos para preparagio P-bloqueadores
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enzimaticos, tém sido descritos para preparagdo [-bloqueadores
opticamente ativos. Atualmente o uso de enzimas para produgio de
intermediarios quirais (“building blocks™) de -bloqueadores, tem
despertado grande interesse pelas industrias farmacéuticas. Podemos
citar como exemplo, a hidrolise enantioscletiva do (4)-1,2-diacetoxi-3-
cloropropano, catalisada por lipase para produzir o (S)-enantidmero com

90% ee (excesso enantiomérico) (Eq. XIII).

Equacio XIII:
lipoproteina />/\0Ac +(R}-gicool
cl /Y\OAC e N
OAc H OAc
(*)-1,2-diacetoxi- (S)-1,2-diocetoxi-
3-cloropropano 3-cloropropano

Em condigGes alcalinas, o (S)-enantidmero pode ser condensado com
varios fenois em (S)-3-ariloxi-1,2-propanodiois, a partir do qual varios p-
bloqueadores podem se quimicamente sintetizados, como por exemplo, o
(S)-propanolol.

As lipases também sdo utilizada para sintese estereoseletiva de
agentes antinflamatoérios ndo-esterdides, largamente usados no tratamento
de doengas do tecido conjuntivo. Como por exemplo, a sintese do
naproxeno, o qual o (S)-enantidmero é 28 vezes mais ativo in vivo que 0
(R)-enantidmero, catalisada por lipases dos géneros Rhizopus, Mucor e
Candida tém exibido alta estereoseletividade por diferentes ésteres do
naproxeno.  Dentre estas, apenas a lipase de Candida cylindracea
apresentou preferéncia (S)-estereoquimica (MARGOLIN, 1993).

Denvados de hidantoina tem varias atividades bioldgicas, estes sio
utilizados principalmnte em medicina e na agricultura. Tais derivados

possuem um centro estereogénico na posig¢do-5, razdo pela qual estes sdo
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utilizados como racematos. A lipase catalisa a hidrdlise destes racematos
produzindo hidantoinas opticamente ativas (MIZUGUCHI e col., 1994).

De acordo com EBIIKE ¢ ACHIWA (1994), lipases tém sido usadas
na preparagdo de compostos enantiomericamente puros, como por exemplo,
a producdo do homoquiral (R)-(+)-nilvadipina (droga anti-hipertensiva), b
qual € sintetizado a partir de um substrato proquiral produzido por hidrélise
assimetrica catalisada pela lipase de Pseudomonas sp. (LP) (Eq.XIV ).
Equacio XIV:

'
mo,cgco,rou LP uozcgcozron SETAPAS Hscozcgcogcmcu,) [Pomsch,oco o]

ucn n%uc;ca NCNCH
HyC S s

(s)-2 (R) - NILVADIPINA
2.3.4. Produgio de amidas:

As lipases, ao contrario das amidases, s3o ativas em solventes
orginicos, tém especificidade relativa ao substrato e ndo catalisa a
hidrélise da ligagdo amida. A lipase de Candida cylindracea (LCC)
catalisou a aminolise entre diferentes ésteres acrilicos € aminas alifaticas.
Enquanto que a lipase de Candida antartica (1.CA) catalisou a produgdo de
amidas acrilicas opticamente ativas com alto excesso enatiomérico a partir

de aminas racémicas (PUERTAS e col., 1993) (Eqs. XV; XVI e XVII)
Equagdo XV: Amidas

H—C=C—CO;Et + ArNH; -———"—=  H—C=C—CONHAr

1 2 3

Equacio XVI: Amidas acrilicas
. 0
)

LCA _R3
R OcH, + RNH, —— RN )
r2 R2 H
4 5 6

18



Equacido XVII: Amidas acrilicas quirais

0 R#
PR NH, LCA /!\
\{4 ———  RITX N
R R? H

@7 8

Alguns derivados de amida do acido propionico tém mostrado
atividade bactericida, enquanto que amidas o, [-insaturadas tém sido
utilizadas na sintese de materiais poliméricos. Algumas lipases mostraram
propriedades enantioseletivas na amidacio de ésteres racémicos, tais como,
etil (f)-2-cloropropionato e 2-metilbutirato, utilizados na sintese de

polimeros (PUERTAS e col., 1993).

2.3.5. Tratamento de efluentes:

Os fungos filamentosos sdo capazes de assimilar por difusdo direta,
lipidios de cadeia longas, os quais sdo encontrados nos efluentes industriais.
Norcardia, Rhodococcus ou Hicrothrix parvicella, foram usados no
tratamento de efluentes, reduzindo a produgdo de espumas devido a

biomassa, facilitando o tratamento (RATLEDGE,1992).

2.3.6. Industria de papel

A pasta de celulose produzido pela industria papeleira apresenta
formacio de compostos com alto teor de gordura que formam o “pitch” na
maquina de papel causando uma queda significativa e dispendiosa na
produgdo. Os métodos convencionais de adigdo de talco a polpa,
reduzem mas néo solucionam o problema. Pesquisa sobre a composigédo

destes compostos, mostraram que os trigliceridios sdo polimerizados e

19



clorados devido as insaturagdes de seus acidos graxos constituintes. A
hidrélise enzimatica destes trigliceridios por agdo de lipases, liberam os
acidos graxos, os quais sdo saponificados com hidroxido de sodio na
lavagem. Este método tem apresentado bons resultados produzindo um
“pitch” menos adesivo, apds o tratamento ( BJORKLING e col.,1991 e
FISCHER e MESSNER,1992).

2.3.7. Induastrias de detergentes:

Adigdo de lipases a detergentes para remogdo de manchas gordurosas,
imunes as proteases, tem levado a redugdo de temperatura e tempo de
lavagem necessarios para um processo eficiente e consequente economia de
energia (NOTHENBERG,1991).

Atualmente o principal mercado para enzimas industriais ainda ¢ a sua
aplicagdo em detergentes uma vez que para produgdo das mesmas utiliza-se

em media cem vezes menos energla que nas lavandenias (FALCH,1991).

2.4. PRODUCAO DE LIPASES MICROBIOLOGICAS

Em relagdo a produgdo de enzimas microbiologicas de interesse
industrial, 25-50% dos custos de produgdo deve-se a matéria prima,
podendo ser reduzido pelo uso de residuos industriais e substratos
abundantes na natureza, como meio de cultura, visando a recupera¢io do
produto. Carboidratos e proteinas insoluveis devem ser evitados para ndo
dificultar a recuperagdo da enzima, encarecendo os custos  do
processo (ARBIGE e PITCHEN,1989).

Varios géneros de fungos filamentosos tém sido estudados como

fontes de lipases, por exemplo, Aspergillus, Mucor, Geotrichum,
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Curvularia, Drechslera, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus,
Pvcnoporus,  Sclerotium, Stachylidium, Staurophoma, Syncephalis,
Thanatephorus, Thielavia, Trichocladium e Verticilium (RAPP e
BACKHAUS, 1992).

Dentre estas cepas, a produgdo de lipases pelo Penicillium citrinum
tem sido estudada por SZTAJER e MALISZEWSKA (1989). Usando uma
cepa isolada do solo, cultivada em meio de cultura definido, contendo 2%
(p/v) de amido, 5% (p/v) de peptona, 0,1% (p/v) de extrato de levedura ,
sais minerais e 1% (p/v) de 6leo de oliva como indutor a pH 7,2, obtiveram
uma produgdo maxima de lipase extracelular de 1120 U/L apos 48 horas, a
22°C com agitagdo (150 rpm). Experimentos posteriores, usando as
mesmas condi¢cdes de cultura, mostraram que Tween 80 (0.7% p/v) e dleo
de oliva (0,1% p/v) estimulavam de 5,5 ¢ 6 vezes respectivamente, enquanto
o acido laurico inibiu a produgdo de lipases pelo Penicillium citrinum ao
contrario dos acidos linoléico, linolénico ¢ oléico, que aumentaram a
producio de lipases. (MALISZEWSKA e MASTALERZ,1992).

OHNISHI ¢ col. (1994) determinaram as condigdes Otimas para
produgdo de lipase pelo Aspergillus oryzae (0,46 U/L apos 96 h), utilizando
2% (p/v) de D-glucose como fonte de carbono e 1% (p/v) de extrato de
levedura e 2% (p/v) de polipeptona como fontes de nitrogénio, no pH inicial
de 5-6 e 28°C com agitagdo (120 rpm). A produgdo de lipase aumentou
para 0,78 U/L, quando 3% (p/v) de oleo de soja foi adicionado como
indutor. Os resultados obtidos sugeriram que a lipase de Aspergillus
oryzae € constitutiva e que ocorreu a produgdo de 2 tipos de lipase com
diferentes especificidades.

POKORNY e col. (1994) estudaram a producgdo de lipases pelo

Aspergillus niger em auséncia de lipidios, embora a produgfo tenha sido
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melhor na presenga de indutor. A concentragdo e fonte do indutor ndo
foram significativos para obter este resultado. Amido em baixas
concentragdes estimulou a produgdo de lipase, mas o melhor

rendimento foi obtido pela adi¢do de NH4NO; como fonte de nitrogénio e

KH,PO4 como fonte de fésforo, complementados com ions Mg++ no pH
inicial de 5.0.

A especificidade e estabilidade das lipases microbianas podem ser
moduladas pelas condigdes de cultivo, devido a4 produgdo de mdltiplas
formas. Por exemplo, 3 lipases comerciais de Candida rugosa apresentaram
diferentes composigdes protéicas, eficiéncias cataliticas ¢ especificidades,
quando comparadas aos resultados enconirados na literatura. Tween 80 e
Tween 20 aumentaram o rendimento (2,9 e 5,7 vezes maior,
respectivamente) e a produgido de multiplas formas (lipase C e lipase B,
respectivamente). De acordo com a eletroforese, a lipase produzida com
estes surfactantes apresentaram, uma banda maior com Tween 80 e duas
bandas maiores com Tween 20, diferentes do padrdo produzido sem
surfactante. A lipase produzida na presenga de Tween 20 (lipase B)
mostrou ter preferencia pelo p-nitrofenil dodecanoato, enquanto que a lipase
produzida na auséncia (lipase A) ou na presenga de Tween 80 (lipase C)
hidrolisaram preferencialmente o p-nitrofenil decanoato (CHANG e col,
1994).

GUILLOU e col. (1995), utilizando uma cepa de Pseudomonas
fluorescens, geneticamente manipulada para  produzir lipases e
protease extracelulares, observaram que a temperatura de cultivo pode
regular a produgdo de diferentes enzimas em varios niveis. Eles obtiveram o

maximo de produgdo destas enzimas, cultivando a 17°C.
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Segundo HOU (1994), dentre 12 cepas de fungos filamentosos
testados, apenas 4 cepas de Penicillium citrinum e 2 cepas de Penicillium
funiculosum apresentaram atividade lipolitica em meio de batata -
dextrose - agar (BDA), contendo oleo de soja como substrato.
Penicillium citrinum NRRL 6336 produziu hipase no pH 5,5, enquanto que
as cepas NRRL 2140, 3754 ¢ 5907 produziram no pH 5,5 ¢ 7,5. Nenhuma
das cepas produziu lipase a pH 9,0 € a 60°C.

/ O custo de produgdo dos biocatalisadores representa uma
desvantagem em relagdo aos catahisadores quimicos aplicados
industrialmente. Para melhorar a produgdo de lipases microbiologicas, t€m
sido estudados diferentes métodos,como a adigdo de indutores ao meio de
cultura. Estes indutores podem ser substratos naturais (6leo de oliva, o6leo
de soja,etc.) ou artificiais (compostos de Tween), os quais podem ser
adicionados ao meio de varias maneiras. Por exemplo, CRUZ e col. (1993)
investigaram a otimizagio estatistica da produgéo de lipase extracelular pelo
Rhizopus delemar, utilizando residuos industriais como fontes de carbono e
nitrogénio, para viabilizar o processo industrial / Pasta de soja e dextrina
foram inicialmente selecionados como melhores fontes de carbono e
nitrogénio. Os resultados mostraram a importancia da relagdo fonte de
carbono:fonte de nitrogénio. O maximo de producdo foi obtido reduzindo a
quantidade de 6leo de oliva e adicionando Tween 80 como indutores.

VALERO e col. (1988) utilizaram fermentagio em bateladas
alimentadas (“fed-batch™), na qual a adigdo de substrato ¢ feita em pulsos,
isto ¢, adigbes sucessivas de substrato, apdés a exaustdo do substrato
adicionado anteriormente. O outro método seria em fermentagio continua,
na qual o substrato é adicionado continuamente, numa velocidade de fluxo

constante. A adi¢do de acidos graxos de cadeia longa tem sido muito
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estudada, para induzir a produgio de lipases microbiolégicas.

SHIMADA e c0l.(1992) encontraram que a produgdo de lipase pelo
Geotrichum candidum era induzida por acidos graxos de cadeia longa.
Resultados similares foram obtidos por OBRADORS e ¢0l.(1993) com lipase
de Candida rugosa, no qual os acidos caprilico, caprico € oléico foram os
melhores indutores.

Entretanto, éleos comerciais, como oleo de oliva e de soja mostraram
ser bons indutores para lipase de Candida rugosa (VALERO e col.,1988).

Indutores artificiais derivados do Tween, como por exemplo, o Tween
80 tem mostrado efeito indutor para a produgdo de lipases de Aeremonum

stritum, em bateladas alimentadas (OKEKE e OKOLQ, 1990).

2.5. PROPRIEDADES DAS LIPASES

Segundo MALISZEWSKA e¢ MASTALERZ (1992), a lipase de
Penicillium citrinum obtida apds 6 dias de cultivo e recuperada do meio
fermentado pela adi¢do de 60% de sulfato de aménio, apresentou um pH 6timo
de 7,2 e temperatura 6tima de 30°C. A atividade enzimatica foi estavel na faixa
de pH entre 5 ¢ 7 (apoés 30 min de pre-incubagio a 4°C) e na faixa de
temperatura entre 10 e 40°C (apos 10 min de pré-incubagio). Cloreto de sddio
¢ de potassio a 1M, ndo tiveram efeito sobre a atividade lipolitica enquanto que
ferro, magnésio e calcio causaram inibigdo, quando adicionados a mistura de
rea¢do no inicio da incubagao.

A lipase intracelular de Fusarium oxysporium fsplini., parcialmente
purificada, apresentou um pH 6timo de 7,0 a 37°C.  Atividade desta enzima
for maior em relag@o aos ésteres lipidicos do p-nitrofenil com 4cidos graxos de
cadeia longa e média (Cg-Cig) do que com acidos graxos de cadeia curta
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(Cq). Tanto a hidrolise como a concentragdo final dos acidos graxos
liberados foi maior, quando esta lipase catalisou a hidrélise da triestearina
do que da trioleina. A mesma foi capaz de aumentar em 30% a
concentragdo de acidos graxos poliinsaturados na posigdo Cs, utilizando
oleos de peixe, como substrato (HOSHINO e col., 1992).

Segundo SAKAGUCHI e col, (1992), a maioria das lipases de
fungos apresentam pH 6timo na faixa de 7,0 - 9,0 e uma temperatura 6tima
entre 30 e 45°C (TABELA 2.5). Sio estaveis na faixa de pH de 2,0 a 9,0,

sendo estaveis aos valores de temperatura 6tima. A lipase de Aspergillus
niger foi severamente inibida por tragos de ions Fe ', inicialmente esta

mibigo foi reversivel e depois tornou-se irreversivel. A maioria das lipases
de fungos sdo 1,3-especificas, exceto as de Candida cviindracea,
Geotrichum candidum, Penicillium cyclopium e Penicillium roquefortii que
sdo ndo-especificas.

As lipases extracelulares (I e II) produzidas pelo Trichosporon
Jermentans WU-C12, parcialmente purificada por precipitagdo com acetona
¢ cromatografia em gel, apresentou um pH 6timo de 5,5 € uma temperatura
otima de 35°C, para hidrolise do d6leo de oliva. Ambas as lipases
foram estaveis apos 24h de incubagdo a 30°C numa faixa de pH de 4,0-8.0.
A lipase I foi estdvel a 40°C durante 30 min em pH 5,5 enquanto que a
lipase II foi estavel a 50°C nas mesmas condigdes (CHEN e col., 1994).

De acordo com HAAS ¢ col (1992), a lipase de Rhizopus delemar,
purificada por cromatografia em coluna de afinidade para acido oléico,
apresentou um pH otimo entre 8,0 ¢ 85. A atividade foi estavel na

temperatura 6tima de 30°C. Esta enzima requereu cations divalentes, tais

++ ++ ++ o .. SR
como,Ba ,Ca e Mn para alcangar 0 maximo de atividade lipolitica.
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A ativagdo foi maxima, em concentragdes iguais ou acima de 10 mM de
+ . e
Ca . A mesma nio sofreu inativagio por agentes redutores.

As lipases 1 e II de Rhizopus niveus, purificada por cromatografia em
gel, mostraram pesos moleculares e propriedades diferentes. A lipase I
apresentou um pH o6timo de 6,0:6,5 ¢ uma temperatura otima de 35°C,
enquanto que para a lipase II estes valores foram de 6,0 e 40°C,
respectivamente (KOHNO e col., 1994).

Serratia marscescens Sr 41 8000 produziu uma nova lipase

extracelular, cujo pH o6timo foi 8,0 ¢ a temperatura otima de 45°C para a

hidrélise do 6leo de oliva. Entretanto esta lipase foi inibida por Co++, Ni

El

++

Fe', Fe' ' e EDTA, e ativada por Ca' , Li e SDS ( MATSUMAE e
SHIBATANI, 1994).

A lipase A, extracelular, produzida por Rhizopus microsporus UzLT-
3, quando estocada durante 12 dias a 20°C, foi completamente convertida
em lipase B devido a degradagdo proteolitica. Estas lipases A e B,
parcialmente purificadas, apresentaram o maximo de atividade em pH 4,8 e
8,0 respectivamente, e uma faixa de temperatura otima de 25-45°C. A

lipase A ndo foi especifica para residuo de acido oléico ( DAVRANOV e
col.,1995).

2.6. CARACTERISTICAS DO Penicillium citrinum

HOSOBUCHI e col. (1993), tem estudado a morfologia do
Penicillium citrinum para produgdo de um precursor da pravastatina de
sodio, substdncia usada para reduzir o nivel de colesterol no sangue.

Segundo estes pesquisadores, fungos filamentosos, usando cultura submersa
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em bateladas, podem mostrar dois tipos de morfologia: filamentosa ou
esférica.  Alguns fatores podem alterar a morfologia, como por exemplo: a)
Em condigdes limitadas de oxigénio, a morfologia passa de esferas definidas
para forma filamentosa, aumentando a viscosidade da fermentag¢do e
diminuindo a transferéncia de oxigénio; b) o didmetro das esferas ¢
determinado pela quantidade de nutrientes, nimero de esporos inoculados e
volume de pré-indculo. Existe uma relagdo entre quantidade de nutrientes e
numero de esferas inoculadas; c¢) a formagdo de esferas pode ser
coagulativas (requer mais de um esporo para formar uma esfera) ou nfo-
coagulativas (a esfera ¢ formada a partir de um tnico esporo). O maximo de
produtividade do precursor, pelo Penicillium citrinum, foi obtido com
esferas pequenas e aeragdio. Os resultados obtidos sugeriram que tanto o
tamanho das esferas como a concentragio das mesmas afetam a producéo
do precursof.

Entretanto, de acordo com NIELSEN e KRABBEN (1995), fungos
filamentosos em culturas submersas podem crescer como micélios dispersos
(hifas elementares) ou como esferas (aglomerados de varias hifas
elementares). Esta morfologia de fungos filamentosos pode ser
classificada em: morfologia microscopica, a qual determina a forma e o
tamanho das hifas elementares; e morfologia macroscopica, a qual determina
aforma e o tamanho das esferas. Em culturas submersas de fungos os
dois tipos de morfologia sdo fatores determinantes das propriedades
reologicas do meio de fermentagio. Em algumas espécies de fungos
filamentosos, a morfologia microscopica esta relacionada com a produgéo
de metabolicos secundarios. Baseados em dados experimentais, os
pesquisadores acima citados, estudaram um modelo matematico para a

cultura submersa de Penicillium chrysogenum, determinando a influéncia da
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morfologia sobre a cinética de crescimento. Este resultado constitui um dado
importante para o funcionamento de bioreatores, uma vez que, a liberagdo
de proteinas extracelulares por fungos filamentosos, ocorre geralmente pela
extremidade das hifas elementares, sendo necessario estudos morfologicos
para determinar as condigdes Otimas para produgdo de proteinas, como por
exemplo, enzimas.

A morfologia microscopica do Trichoderma reesei QM 9414, em
cultura submersa, foi fortemente influenciada pelo pH do meio de cultura,
ocorrendo varia¢do na velocidade de crescimento das hifas e na frequéncia
de ramificagfio, as quais alcangaram um maximo no pH 4,5. O tempo de
germinagdo dos esporos também foi dependente do pH do meio (LEJEUNE
e col.,1995).

Muitos problemas morfologicos podem ocorrer durante a fermentagio
de fungos filamentosos em culturas submersas, como por exemplo, altas
concentragdes de biomassa, causando problemas de viscosidade e
transferéncia de massa, limitando a difusdo dos nutrientes nas células. A
concentragdo de biomassa e estado morfologicos dos micélios afetam
diretamente as propriedades reologicas do processo fermentativo
(KRISTIANSEN e OLSVIK, 1993).

Penicillium citrinum esta largamente distribuido em alimentos e ervas
medicinais contaminadas, produzindo uma micotoxina chamada citrinina, a
qual € nefro-toxica para o ser humano (VINAS ¢ col., 1993 ¢ YAMAZAKI
e col., 1979).

Penicillium citrinum também pode utilizar residuos lignoceluldsicos
como fonte de carbono, tal como, casca de arroz deteriorada para produzir
celulases, com 70% de aproveitamento do residuo (KUHAD e

SINGH,1993). Ou produzir pectinases, enzima despolimerizante do material
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péctico, facilitando a degradagdo de substratos lignoceluldsicos por fungos
filamentosos, sob condi¢des aeorobicas. A sintese € controlada pelos niveis
de AMP (MIKHAILOVA e col., 1994).

WOO e col. (1995) tém pesquisado a produgio de novos inibidores
especificos de cisteinas proteases pelo Penicillium citrinum, isolado de
esponja da Baia de Suruga em Shizuoka no Japdo. Estes inbidores
(catestatina A ¢ B) apresentarh grande potencialidade de uso no tratamento
de osteoporose, devido sua agdo Inibitoria na liberagdo de calcio, inibindo a
protease responsavel pela degradagdo do coldgeno ésseo, causado pela

catestatina B.

3. OBJETIVOS

Pretendeu-se neste trabalho:
3.1. Otimizar a produgio de lipases por fungos filamentosos;
3.2 Investigar as condigdes de recuperagio e purificagio da lipase
produzida pela cepa selecionada;
3.3. Determinar algumas propriedades cinéticas da lipase;
3.4. Testar a aplicagéo da lipase para sintese de ésteres, em sistemas com

baixo teor de agua.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS

4.1.1. Microrganismos:

Penicillium citrinum isolado previamente (PIMENTEL ¢ col.,1994),
como contaminante do éleo de oliva.

Gliocladium viride 136B e Fusarium lateritium 48 isolados da

maderra em decomposigdo pela Profa. Francisca Simas Teixeira na

Universidade Federal de Manaus.

4.1.2. Reagentes:

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico MERCK ou
SIGMA. Oleo de oliva comercial de marca “Galo” e 6leos comerciais de

soja e milho.

4.1.3. Meios de cultura:
a) Meio de manutengfo dos fungos (BDA):
Batata (14% p/v) + 2% (p/v) de dextrose +1,5% (p/v) de agar.
b) Meio liquido com D-glucose (MG):
1% (p/v) de D-glucose + 0,5% (p/v) de extrato de levédura, pH 6,0
(rucial);
¢) Meio liquido com 6leo de oliva (ME):
1% (v/v) de 6leo de oliva + 0,5% (p/v) de extrato de levedura, pH 6,0-6,5
(imcial);
d) Meio liquido rico (MR):
De acordo com SZTAJER e MALISZEWSKA (1989).
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2% (p/v) de amido + 0.5% (p/v) (NH,),SO4 + 0,025% (p/v) MgSO, .
TH,0 +0,5% (p/v) CaCO; + 0,05% (p/v) KHPOy +0,1% (p/v) de
extrato de levedura + 5% (p/v) de peptona + 1% (v/v) de oleo de oliva,
pH 7,2 (inicial).
e) Meio liquido com sulfato de amdnio (MA):
De acordo com COX e THOMAS (1991).
1% (v/v) de oOleo de oliva + 0,75% (p/v) de (NH4),SO4 +0,015% (p/v) de
KH,PO4 + 0,015% (p/v) NaCl + 0,11% (p/v) MgSOy +1,5 mg/L. ZnSO, +
0,1mg/L FeSO, , pH 4,5 (inicial),
f) Meio liquido com o subproduto da refinaria de éleos vegetais (MNS):
Meio MA, substituindo o éleo de oliva por 1% (p/v) do sub-produto
(pH 10) o0 qual apresenta a seguinte composigdo (p/v); 60% de material
lipidico; 35% de carboidratos; 2,7 % de sodio; 0,08 % de magnésio;
0,063 % de potassio e 0,004% de zinco. pH inicial 8,0 do meio de cultura.

4.2. METODOS

4.2.1. Condicdes de cultivo:

Os microrganismos foram conservados em tubos inclinados contendo
meio BDA, previamente esterilizados. As culturas foram incubadas a 28°C
durante 5 dias e conservadas a 4°C, sendo repicadas 5 dias antes de cada
experimentos.

As curvas de crescimento foram iniciadas usando-se indculos a 10%
(v/v), meio liquido a ser testado, incubados a 28°C com agitacdo 100 rpm
durante 3 dias, preparados com 10’ esporos/mL, a partir da cultura semi-
solida. Apos este intervalo de tempo, o indculo era transferido
assepticamente para um volume final de 1L de meio de cultura, contido em
Erlenmeyers de 2L.
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Em intervalos de tempo, aliquotas foram retiradas assepticamente e
filtradas em membranas milipore. Os filtrados brutos do meio de cuitura foram
utiizados para as seguintes determinagdes: atividade lipolitica; atividade
protedsica; concentracdo de proteinas; turbidez a 650 nm; concentragdo de

trigliceridios.

42.2. Determinaciio da biomassa:

A biomassa foi determinada utilizando-se Erlenmeyers de 250mL
contendo 100 mL de meio ME, incubados a 28°C com agitagdo (100 rpm). Em
intervalos de tempo, a fermentacdo foi interrompida, as células separadas por
filtragdo em papel de filtro, previamente tarados, lavadas exaustivamente com
agua destilada e em seguida com acetona, pesadas e colocadas a 80°C até

peso constante. As amostras foram feitas em triplicatas.

42.3. Estudos dos parametros 6timos para a producio de lipase pelo

Penicillium citrinum:

a) Determinagdo da concentragdo da fonte de carbono:

A concentragdo de oleo de oliva na produgdo de lipase foi estudada
utiizando o meio ME com 0,2; 0,4; 0,6 € 1% (v/v) de dleo. Foram feitos dois
experimentos um utilizando inéculos crescidos em meio MG ( com 0,2% p/v
de D-glucose) € outro com inoculos crescidos em cada concentragdo de oleo.
Ambos os inoculos foram cultivados nas mesmas condigdes.

b) Estudos da fonte de nitrogénio:
A concentragdo de extrato foi investigada utilizando o meio ME

contendo 0.2 ou 0,5% (p/v) de extrato de levedura .
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A fonte de nitrogénio foi estudada substituindo o extrato de levedura
por 0,75% (p/v) de sulfato de amdnio {quantidade calculada baseada em
16% da biomassa obtida no meio ME), imcialmente, sem sais minerais €,

posteriormente, adicionando sais minerais (MA) de acordo com COX e

THOMAS (1992).

¢) Estudos da presenca de ions Fe'

. , oL . :
Efeito da presenca de ions Fe  foi investigado usando o meio MA com e

sem FeSOy, .
d) Determinagdo do pH 6timo para produgéo de lipase:
O pH do meio MA na produgdo de lipase pelo P.citrinum, fol
estudado de dois modos :
1) Utilizando-se o meio MA ,ajustando o pH para 6,5 com solugdo de NaOH
1M, antes e durante a fermentagio;
2) Substituindo o KH,PO, do meio MA por tampéo fosfato de potassio 50
ou 100 mM pH 6,5,
¢) Efeito da concentracdo de sulfato de aménio na producio de lipase:
P.citrinum foi cultivado em meio MA com 0,75, 0,5 ou 0,35% (p/v)
de sulfato de amonio.
f) Efeito da concentragdo de KH,PO4 na produgio de lipases:
Foi determinada utilizando-se o meio MA com 1, 10, 30, 50 ou 100
mM de KH,PO,.
g) Estudo do tipo fonte de carbono para produgéo de lipase:
P. citrinum foi cultivado em meio MA contendo 1% (v/v) de dleo de
oliva, ou 6leo de soja, ou 6leo de milho, como fonte de carbono e indutor.
Para todos os pardmetros investigados foram utilizadas as mesmas

condi¢des de cultivo descrita anteriormente em 4.2.1.
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4.2.4. Investigagiio da producio de lipase pelo Penicillium citrinum
usando fermentacdo em bateladas alimentadas (“fed-batch”):

Foi utilizado 0 meio ME contendo 0,25% (p/v) de extrato de levedura
contido em Erlenmeyers de 1L de capacidade com um volume de trabalho de
500mL. A fermentagdo foi iniciada a partir da cultura em meio semi-solido
BDA com 5 dias, usando indculos de 10% (v/v) (preparados com 107
esporos/mL) apoOs 3 dias de crescimento a 28°C, com agitagdo orbital de 100
rpm. A biomassa foi determinada em 4.2.2.. A concentragio de trigliceridios
no meio de cultura foi determinada pelo processo de metilagdo e cromatografia
gasosa de acordo com CHRISTIE (1989). A atividade lipolitica foi
determinada pelo método pNPP e titulométrico. Usando pulsos simples de

diferentes acidos graxos e Tween 80, no 3° e 5° dia de fermentago.

4.2.5. Preparagio do extrato enzimatico bruto:
a) Utilizando o meio ME:

P. citrinum foi cultivado em meio ME nas condi¢des acima citada. A
fermentagdo foi interrompida apds 4-6 dias de cultivo, as células foram
separadas por filtragdo. Sulfato de aménio solido até 80% de saturacio foi
adicionado lentamente ao filtrado e deixado por um pemoite a 4°C, sob
agitagdo suave. O precipitado foi separado por centrifugagdo (13000 g por 30
min) e ressuspenso em tampao fosfato de sddio SOmM pH 7,0, para um volume
10 vezes menor que o inicial. Depois dialisado contra o mesmo tampdo (6h,
duas trocas) e liofilizado.

b) Utilizando o meio MA:;
P. citrinum foi cultivado em meio com sulfato de amonio como fonte de
nitrogénio. Apoés 5 dias de cultivo, a fermentagio foi interrompida, as células
foram separadas por filtragdo ¢ o filtrado foi usado como extrato
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enzimatico bruto ou concentrado de 5-10 vezes usando-se 80% (p/v) de
sulfato de amdnio ou membrana milipore CX-30 (seletiva para PM=30.000).
O filtrado foi utilizado para fracionamento com sulfato de amoénio, liofilizado e

utilizado nas reagdes de hidrélise ou sintese de ésteres.

4.2.6. Determinacio das atividades enzimaticas:
a) Lipase - Método titulométrico;

Usando oleo de oliva purificado como substrato € um titulador
(TITRATOR TTT2 RADIOMETER, Copenhague N.V.) para titular os acidos
graxos liberados. A emulsio foi preparada com 3% de goma ardbica e 3% de
oleo de oliva, agitada no vortex a 150 rpm por 15 min. 25 mL do substrato
foram incubados com SmL do extrato enzimatico bruto, a 37°C com agitago.
Os acidos graxos livres liberados pela hidrolise enzimatica foram titulados
com NaOH 25 mM (STUER e col,, 1986). Uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1umol de acido

graxo livre tituldvel/min, nas condi¢des padrdes (37°C, pH 8,0).

b) Lipase - Método espectrofotométrico do p-nitrofenilpalmitato:

Baseou-se na hidrolise do éster p-nitrofenilpaimitato (pNPP) em p-
nitrofenol (pNP) e acido palmitico (WINKLER e STUCKMANN, 1979). A
liberagdo do p-nitrofenol foi detectada a 410 nm em um espectrofotdmetro
(CARY 118-VARIAN). Solug¢do A: 90mg de pNPP dissolvidos em 30mL de
isopropanol. Solugdo B: 5g de Triton X-100 + 0,5g de goma arabica
dissolvidos em 450mL de Tampao Tris-HCI 50mM pH 8,0. Substrato: 1mL de
solugdo A colocada gota a gota com agitagdo em 9mL da solugdo B.

A mistura de reagao foi constitnida por 2,7 mL de substrato e 0,3 do
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extrato enzimatico bruto. Uma unidade de atividade foi definida como
a quantidade de enzima que catalisa a liberagdo de 1umol de pNP/min a 37°C
¢ pH 8,0 (Tris-HC1 0,05M). Foi considerado um coeficiente de absorgdo
molar do pNP igual a 1,32 x 104M'1.cm'1, para calculo da atividade.

¢) Lipase - Método colorimétrico do cobre:

Baseou-se na determinagdo de acidos graxos livres resultantes da
hidrolise de triglicerideos de acordo com KNOW e RHEE (1986). A emulsdo
foi preparada com uma solugdo de Img/ml de polivinilpirrolidona (PVP) em
tamp&o Tris-HC1 0,05M pH 8,0 e 3% de trigliceridio. 2,7 mL de substrato
foram incubados com 0,3 mL do filtrado do meio de cultura, a 37°C ¢ pH 8,0.
Em intervalos de tempo definidos, amostras de 0,3 mL foram retiradas
da mistura de incubagdo e recebidas em 2,2 mL de isooctano, sendo levadas a
um banho-maria a 100°C durante 2 min. Apos este intervalo de tempo, 0,5 mL
do reagente cobre-piridina composto por acetato de cobre a 5% pH 6,0
(ajustado com piridina) foi adicionado, agitar durante 90 seg no vortex, deixar
em repouso até separagio
das fases. Ler a fase superior ( isooctano contendo o sal de acido graxo de
cobre) a 715 nm. Foi feita uma curva de calibragéo utilizando-se acido oleico
ou 4cido laurico como padrdo. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima que catalisa a liberagdo de 1pmol de acidos graxos/min

a37°CepH8.0.

d) Proteases: ' |
Foi determinada pelo método de GINTHER (1979), usando azocaseina

como substrato, a37°C e pH7,2. Amistura de reagdo era
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composta de 0,25 mL de azocaseina 1% e 0,15 mL do filtrado bruto do meio
de cultura. Apos 1h de incuba¢do a 37°C, apés 15 min & temperatura
ambiente, foram adicionados 1,2 mL de 4cido tricioracético (TCA) 10%. A
mistura foi centrifugada a 10.000 g por 15 min. 0,8 mL do sobrenadante
foram alcalinizados com 1,4 mL de sol. de NaOH IN e em seguida foi lida a
absorbancia a 440 nm. Uma unidade de atividade protease foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para obter uma diferenga de absorbancia de 1
unidade.min™. mL"! de enzima.

Para determinar o tipo de protease produzida em meio ME, amostras do
extrato bruto foram incubadas na presenga de EDTA (4cido
etilenodiaminotetraacético) inibidor de metalo proteases e PMSF ( floureto de
fenilmetilsulonila) inibidor de serina proteases, durante 30 min a 37°C. Apos

este tempo , foi determinada a atividade proteasica residual.

4.2.7. Determinagio da concentragio de proteinas:

Foi determinada pelo método de LOWRY e col.(1951), usando-se

albumina bovina como padrio.

4.2.8. Determinagdo da concentracio de citrinina:

A produgdo da micotoxina citrinina foi detectada a partir do extrato
cloroférmico do filtrado do meio de cultura, através da absorbancia a 360 nm
(VINAS e col., 1993). Para calculo da concentragio de citrinina foi utilizado o
coeficiente de extingao E,.m =418 (obtido com uma solugdo de 1% de citrinina
e lcm de caminho optico) de acordo com o Indice MERCK.

A cromatografia em camada fina (TLC) foi feita de acordo SCOTT e

col. (1970), para identificagdo de micotoxinas sendo visualizada em luz UV.
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4.2.9. Propriedades dos extratos enzimaticos brutos:
a) Efeito do pH na atividade e estabilidade da lipase:

Para determinar o pH 6timo da lipase de P.citrinum produzida em meio
ME, a atividade foi determinada pelo método do pNPP (ver 4.2.6 b) na faixa
de pH de 5,0-9,0 a 37°C. Foram usados os tampdes citrato-fosfato 0,05M (pH
5,0-7,0) € Tris-HC1 0,05M (pH 8,0-9,0).

A determinagdo do pH 6timo da enzima produzida em meio MA,
usando-se o método do pNPP foi realizada usando o substrato numa faixa de
pH 3,5-9,0 e incubando-se a mistura de reagdo a 37°C. Foi usado tampio
citrato de sodio 0,05M (pH 3,5-6,0) e Tris-HC1 0,05M (pH 7,0-9,0).

A estabilidade da lipase em diferentes valores de pH foi testada
utiizando-se amostras de extrato bruto obtido em meio ME, foram pré-
incubadas a 37°C em diferentes pH 6,0-9,0 nos tampdes usados anteriormente
por 1 hora. Apds este tempo, a atividade lipolitica residual foi determinada
pelo método do pNPP nas condi¢des padrdes de ensaio.

A cinética do efeito de pH sobre a atividade lipolitica usando-se
aliquotas do filtrado enzimatico bruto obtido em meio MA, foram incubadas
em tampdes 0,05 M (concentragao final) no pH desejado na proporgdo de 1:1
(V/v) a temperatura ambiente. Foram utilizados tampao acetato de sodio para
pH 3,5-6,0 e Tris-HCl para pH 7,0 - 9,0. Em intervalos de tempo, amostras
foram retiradas e determinadas as atividades residuais pelo método pNPP nas

condi¢Ges padrdes de ensaio.
b) Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da lipase:
Para determinar a temperatura 6tima, da lipase produzida em meio ME,

foi utilizado o método do pNPP incubando-se na faixa de
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temperatura de 20-62°C, em tampao fosfato 0,05M pH 8,0.

A temperatura 6tima da enzima produzida em meio MA, foi determinada

pelo método do pNPP, incubando-sc a mistura de rea¢dio na faixa de
temperatura de 25-60°C, em tamp&o Tris-HC1 0,05M pH 8,0.
Para determinagdo da estabilidade térmica da lipase foi utilizada a enzima
produzida em meio ME, pré-incubada em temperaturas que variaram de 25-
60°C, durante uma faixa de tempo de 30-120 min. Apds este tempo, as
amostras foram submetidas a determinagio da atividade residual pelo método
do pNPP nas condig¢oes padrdes de ensaio (37°C e pH 8,0).

Estudos sobre a cinética do efeito da temperatura sobre a atividade
lipolitica foram realizados utilizando-se aliquotas da enzima (filtrado do meio
MA) incubadas em banho-maria na temperatura desejada e periodicamente
agitada suavemente, no pH do meio 2,4. Em intervalos de tempo, amostras
foram retiradas , resfriadas durante 15 min a temperatura ambiente. Apos este
tempo, a atividade residual foi determinada pelo método pNPP nas condi¢des

padroes de ensaio (37°C, pH 8.0).

4.2.10. Efeito da concentracio de substrato:

Foi imvestigada a influéncia da concentragdo de substrato sobre a
atividade lipolitica pelo método do pNPP (ver 42.6 b). Para a lipase
produzida em meio ME, a concentragdo variou de 0-1,0 mM de pNPP e 0-0,8
mM para a enzima produzida em meio MA. As misturas de reacdo,
contendo 2,7 mL de substrato ¢ 0,3 mL de enzima, foram incubadas nas

condigBes otimas para a atividade lipolitica (37°C e pH 8.,0).

42.11. Especificidade da lipase de Penicillium citrinum:
Foi testada a especificidade da lipase produzida em meio MA, em
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relagdo aos trigliceridios e ésteres lipidicos do p-nitrofenol (pNP).

Em relagdo aos trigliceridios utilizamos emulsdes feitas com solugéo
de PVP a 1% e 3% de trigliceridios. A mistura de reagdo continha 1,5 ml
de substrato € 1,0 mL de enzima. A atividade fo1 determinada com descrito
anteriormente em 426 c¢. Experimento realizado de acordo com
STAMATIS e col. (1993). Em relagdo aos ésteres lipidicos do p-
nitrofenol, 2,7 ml. de substrato, p-nitrofenilpalmitato (pNPP) ou p-
nitrofenilmiristato (pNPM) ou p-mtrofenillaurato (pNPL) nas concentragdes
que variaram de 0-0.8 mM (ver 426 b), e 0,3 mL de enzima foram

incubados nas condi¢des otimas para atividade lipolitica.

42.12. Reagoes de sintese catalisada pela lipase de Penicillium citrinum:
O processo de sintese requer baixo teor de agua na mistura de

reagdo, foram utilizados dois procedimentos para reagdo de sintese:

a) Sintese de trigliceridios de acordo com PARK ¢ PASTORE, 1989.

4g de glicerol + 1g de acido oléico + 8 pérolas de vidro foram
incubados com 100 mg de lipase liofilizada a 37°C com agitagdo suave. Em
intervalos de tempo, amostras de 0,ImL foram recebidas em 2.4ml de
1sooctano contidos em tubos com tampa e colocadas a 100°C durante 90
sec. Apos esfriar a temperatura ambiente.foram adicionados 0,5 mL do
reagente cobre-piridina, agitados 90 sec, deixados em repouso durante 15
min e lida absorbancia da fase organica a 715 nm. Como descrito
anteriormente em 4.2.6 ¢.

Neste caso uma unidade de atividade lipolitica foi definida como a

quantidade de enzima que cataliza o consumo de lumol de acido graxo

livre.min™.
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b) Sintese de éster lipidico de D-glucose de acordo com IKEDA e
KLIBANOYV, 1993.

A acilagdo regioseletiva de  D-glucose ¢é feita em solventes
hidrofébicos, nos quais a D-glucose € msolavel dificultando a reagdo. O
solvente deve conter cerca de 0,01% de agua, para isto foi necessario tratar
o solvente com “3A molecular sieves”. Para solubizar a D-glucose foi feito
um complexo usando o acido fenilborénico, utilizando as seguintes
condigdes:

Reagdo de complexagio:

0,75 M de D-glucose + 0,15 M de acido fenilborénico + 5ml. de alcoo! tert-
butilico foram colocados em tubo fechado e incubados durante 8h a 45°C
com agitagfo suave. Apos este intervalo de tempo, a formagio do complexo
fol visivelmente detectada pela total solubilizagido da D-glucose.

Reacdo de esterificagdo:

2 mL da D-glucose complexada + 2 mL de acido laurico 0.3 M em
isooctano + 100mg de lipase liofilizada, foram incubados a 45°C. Em
intervalos de tempo, amostras de 0,3 mL da mistura de rea¢do foram
recebidas em tubos contendo 2,2 mL de isooctano, para dosagem de acidos
graxos livres como descrito anteriormente em 4.2.6 c.

Reacio de complexacaio:
CH, OH CHaOH
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o} OH ] 0
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Reacao de esterificaciio:
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42.13) Cromatografia em camada fina (TLC) dos produtos de reacio:

0,1 mL de amostra das reagdes de hidrolise ou de sintese + 0,4 mL de
éter de petroleo foram utilizados para TLC em placas de silica gel G (20x20)
0,25 mm impregnada com solugdo de acido bérico 5% e ativadas a 120°C
durante 20 min. Foram aplicados de 50-100uL. de amostra. Foram usados
padrdes de acidos oleico e laurico, trioleina e glucose complexada etc. Apds
aplicagdo e secagem das amostras, o cromatograma foi desenvolvido no
sistema de solventes contendo 85 mL de éter de petrdleo + 15 mL de éter
etilico + 1 mL de 4cido acético. Apos desenvolvimento do cromatograma, as
placas foram retiradas, o excesso de solvente evaporado a temperatura

ambiente e revelados com solugio de acido sulftrico a 50% a 120°C durante

20 min.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SELECAO DO FUNGO FILAMENTOSO PRODUTOR DE LIPASE

O melhor produtor de lipase, utilizando o meio ME, foi o Penicillium
citrinum (PC) (2850 U/L apos 5 dias de cultivo), seguido do Gliocladium
viride (GV) (992 U/L ap6s 7 dias). Enquanto que o Fusarium lateritium (FL)
apresentou baixa atividade lipolitica (82 U/L apés 3 dias de cultivo)

(FIGURA 5.1.1).

52. EFEITO DA COMPOSICAO DO MEIOQ DE CULTURA NA
PRODUGAO DE LIPASE PELO Penicillium citrinum
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FIGURA 5.1.1 - Produgdo de lipase em Meio ME pelos fungos
filamentosos Penicillium citrinum (PC) (®-@®);

Gliocladium viride (GV) (A-A) e Fusarium lateritium
(FL) (V¥-V).
Condigdes experimentais ver 4.1.3;4.2.1e4.26b.
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P. citrinum isolado como contaminante do 6leo de oliva apresentou o
maximo de produgdo de lipase (409 U/L), apos 9 dias, quando cultivado no
meio ME (0leo de oliva + extrato de levedura). Esta atividade fo1 trés vezes
maior que a obtida (151 U/L) usando o meio MR (amido + peptona + sais
minerais), apos 24 horas. Entretanto, apos 15 dias de cultivo, a cultura
mostrou uma atividade mais alta (605 U/L). Enquanto que, no meio MG,
ndo houve atividade lipolitica detectavel, sugerindo que o P.citrinum precisa
de indutor (FIGURA 5.2.1).

Durante a produgio de lipase, o pH inicial dos meios variaram de 6,0
a78 (meio ME), 7,2 a 7.8 (meio MR) ¢ 57 a 82 (meio MG).
Entretanto no maximo de produgéo de lipase, no inicio da fase estacionaria,
opH foi de 7,5 e de 6,9 nos meios ME ¢ MR, respectivamente
(FIGURA 5.2.2).

De acordo com SZTAJER e MALISZEWSKA (1989), a melhor
condigdo para produgdo de lipase (1015 U/L) pelo P.citrinum isolado do
solo em meio MR foi usando 5% (p/v) de peptona como fonte de nitrogénio
e 2% (p/v) de amido como fonte de carbono, apés 48h, a 22°C, com
agitagdo (150 rpm). O pH foi de 7,2 no maximo da produgdo de lipase.

As atividades especificas obtidas para as lipases produzidas nos
meios ME (259 U/mg proteinas) e MR (3,9U/mg proteinas, apds 16 dias),
mostraram que as proteinas extracelulares produzidas no meio ME foram
mais especificas para lipase, que no meio MR. Baseados nestes resultados,
razoavel produgdo de lipase em meio simples e barato, decidimos otimizar o
rendimento no meio ME.

De acordo com HAAS ¢ c0l.(1992), o uso de trigliceridios como fonte
de carbono causou turvagdo no meio e dificultou a purificagdo da enzima,

devido a concentragdo de trigliceridios ndo hidrolisados. Eles estudaram a
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FIGURA 5.2.1 - Efeito da composi¢do do meio de cultura na produgdo
de lipase pelo Penicillium citrinum.
Meio com D-glucose (MG) (A-4), Meio com 6leo de
oliva (ME) (®-@) ; Meio rico (MR) (V-V).
Condigdes experimentais ver 4.1.3; 42.1e4.2.6b.

46



. —@— MEIO ME

. —A— MEIO MG
| —¢— MEIO MR
A A A -
8+ a —g——0
A2
cg-00"
N /
A\ /A
L 44
A/A
2 -
0 T T T T T T T T ¥ 1
0 5 10 15 20 25

TEMPO (DIAS)

FIGURA 5.2.2 - Variagdo do pH durante a produgdo de lipase pelo
Penicillium citrinum em diferentes meios de cultura.
Meio com D-glucose (MG) (®-@); Meio com dleo de
oliva (ME) (A-4); Meio rico (MR) (V-V).
Condigdes experimentais ver 4.1.3 e 4.2.1.

47



produgdo de lipase de Rhizopus delemar em meio contendo aminoacidos,
micro elementos e biotina diluidos num meio basal de sais minerais. Foi
encontrado também que o glicerol foi tdo eficiente quanto o trigliceridio
como fonte de carbono para produgo desta lipase. P. citrinum nio produziu
lipase na presenga de glicerol como fonte de carbono. O meio ME é mais
simples que o utilizado por HAAS e col.(1992), ndo foi observada nenhuma
furvagdo no meio por causa do 6leo de oliva.  Além disto, obtivemos
razoavel recuperagéo da proteina do filtrado do meio de cultura.

Para otimizar a produgdo de lipase pelo P.citrinum, decidimos investigar o
efeito da concentragdo da fonte de carbono e nitrogénio. Experimentos
sobre a concentragédo de oleo de oliva no meio ME, mostraram que usando
pré-inéculo crescido em meio com 0,2% (p/v) de D-glucose, o maximo de
atividade lipolitica produzida em 0,2; 0,4; 0,6 e 1,0 % (v/v) de 6leo de oliva
fo1 333 U/L (apés 11 dias), 242 U/L (apés 14 dias), 379 U/L (ap6s 14 dias)
e 212 U/L (apés 17 dias), respectivamente (FIGURA 5.2.3). Todavia,
quando as atividades lipoliticas especificas foram relacionadas (TABELA
5.2), a obtida em 0,2 % de oleo (0,368 U/mg proteinas) foi cerca de trés
vezes maior que a obtida em 1,0 % de dleo (0,097 U/mg proteinas). No
entanto, com o pre-inoculo crescido no meio ME, contendo as respectivas
concentragdes de oleo de oliva, a produgdo de atividade lipolitica foi
proporcional a concentragdo de oleo de oliva no meio de cultura.

Entretanto, utilizando pré-indculos crescidos nas  seguintes
concentragdes de oOleo de oliva, 0,2; 0,4; 0,6 € 1,0 % (v/v), as atividades
maximas foram respectivamente, 205 U/L (ap6s 14 dias), 323 U/L (apos 14
dias), 810 U/L (apos 14 dias) e 2880 U/L (apés 5 dias). Obtendo no meio
com 1% de oleo de oliva uma atividade cerca de 8 vezes maior que a obtida
anteiormente com 0,2%, usando pré-indculo crescido em D-glucose
(FIGURA 5.2.4).
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FIGURA 5.2.3 - Efeito da concentragio de dleo de olivana produgdo de
lipase pelo Penicillium citrinum, em Meio ME, utilizando
pré-indculos em Meio MG (0,2% de D-glucose).

Meio ME contendo 0,2% (®-@); 0,4% (A-A);0,6% (V-V)
ou 1,0% (@-4) de dleo de oliva.
Condigoes experimentais ver 4.2.1; 423¢4.2.6b.
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TABELA 5.2 - Efeito da concentragdo de dleo de oliva e condigdes de
cultivo do pré-indculo na produgio de lipase pelo
Penicillium citrinum, em Meio ME.
Condigdes experimentais ver4.2.3e4.2.6 b.

Concentracio de Tempo para Atividade maxima
Pré-inoculos oleo de oliva produzir o maximo
(%) de atividade (dias) | (U/L) (U/mg Prot.)

Células cultivadas 0,2 14 205 0,419
nas respectivas 0,4 14 323 0,577
concentracoes de 0,6 14 810 2080
oleo de oliva 1,0 7 2880 3200
Células cultivadas 0,2 11 333 0,368
em 0,2% D-glucose 0,4 14 242 0,258
+0,5% extrato de 0,6 14 379 0,289
levedura 1,0 14 212 0,097
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FIGURA 5.2.4 - Efeito da concentragdo de oleo de oliva na produgio de
lipase pelo Penicillium citrinum, utilizando pré-noculos
nos respectivos Meios ME.

Meios ME contendo 0,2% (®-@); 0,4% (A-A); 0,6%
(V-¥) ou 1,0% (@-4) de dleo de oliva.
Condig¢des experimentais ver 4.2.1 ; 42.3¢4.2.6b.
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Este resultado poderia ser explicado, baseado no actimulo de acidos
graxos Itvres no meio, resultando um desequilibrio entre a produgio de acidos
decorrente da hidrolise do 6leo e o consumo celular durante a fermentagido. De
acordo com MALISZEWSKA ¢ MASTALERZ (1992), a produgdo de
lipase pode ser inibida por acidos graxos livres. Foi observado que 0,1% de
6leo de oliva estimulava a produgdo de lipases extracelulares, produzindo seis
vezes mais que o normal, enquanto que a adigdo de acido ldurico causou
inbigdo na produgio.

As FIGURAS 5.2.5; 5.2.6 e 5.2.7 mostram que a produgdo de lipase ¢
proporcional a biomassa. Baseados na dosagem de proteinas do meio de
cultura usando-se 0,5% de extrato de levedura, concluimos que o
microrganismo utilizava apenas 0,2% na fase logaritmica. Entdo investigamos
a possibilidade de obter a mesma biomassa e consequentemente a mesma
produgdo de lipase com 0,2% de extrato de levedura. Os resultados mostraram
que, a biomassa obtida com 0,5% de extrato apés 7 dias (9,9 g (peso seco)/L)
for maior que a obtida com 0,2% (7,57 g (peso seco)/L) e 30 vezes maior que a
obtida com sulfato de aménio sem sais minerais (0,329 g (peso seco)/L), apods
15 dias. O decréscimo na quantidade de extrato de levedura diminuiu a
produgdo de lipase de 2880 U/L em 0,5% para 621 U/L em 0,2%. Nio houve
produgdo de lipase quando o extrato de levedura foi substituido por sulfato de
aménio (0,2 ou 0,75%). A redugdo da biomassa e a ndo produgdo de lipase
usando sulfato de aménio pode ter sido devido a falta de sais minerais
essenciais para o crescimento celular, tais como, KH,PO,, NaCl, MgSQO,,
ZnSO;4 e FeSO, .

Nestas condigdes, o meio simples ME, foi o melhor para produgio de
lipase de P.citrinum. Segundo SZTAJER e MALISZEWSKA (1989), sulfato
de aménio ndo estimulou a produgio de lipase pelo P. citrinum no
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FIGURA 5.2.5 - Efeito da concentragio de extrato de levedura e da fonte
de nitrogénio na produgdo de biomassa do Penicillium
citrinum.

Meio ME contendo 0,2% (®-®) ou 0,5% (A-A) de extrato
de levedura e meio com sulfato de aménio (0,755%),
como fonte de nitrogénio (¥-¥). Oleo de oliva como fonte

de carbono. Condigbes experimentais ver 4.1.3; 422¢
423,
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FIGURA 5.2.6 - Efeito da concentracgdo de extrato de levedura ¢ da fonte
de nitrogénio na produgio de lipase do Penicillium
citrinum.

Meio ME contendo 0,2% (®-@®) ou 0,5% (A-4) de extrato
de levedura e meio com sulfato de amémo (0,755%),

como fonte de mtrogénio (V-V). Oleo de oliva como fonte

de carbono. Condigdes experimentais ver 4.1.3; 422 ¢
423
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FIGURA 5.2.7 - Curva de crescimento celular e produgio de lipase pelo

Penicillium citrinum em meio ME.
Atividade lipolitica (®-®) e biomassa (O-O).
Condigdes experimentais ver 4.2.2¢4.26 b.
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meio MR, usando oleo de Canola (“rapeseed”), rico em trioleina, como

indutor.

5.3. PRODUCAO DE PROTEASE PELO Penicillium citrinum NO MEIO
ME -

Os experimentos sobre a produgdo de protease no meio ME
(FIGURAS 5.3.1 ¢ 5.3.2) mostraram que, a produgio desta enzima foi
proporcional a concentragdo de oleo de oliva, apresentando o maximo de
atividade (57,4 U/L), no mesmo tempo do méximo de produgdo de lipase
(2880 U/L), nas mesmas condi¢des de cultivo. A produgdo de protease foi
maior no meio contendo 0,5% de extrato de levedura. Ndo houve produgio de
protease quando o extrato de levedura foi substituido pelo sulfato de aménio.

Os experimentos com os inbidores de protease, demonstraram que o
P.citrinum produz uma serina protease no meio ME. O PMSF inibiu a
protease em 91,2% enquanto que ndo houve inibigio pelo EDTA. Apesar
da presenga de protease no filtrado bruto do meio de cultura, a atividade
hipolitica foi conservada durante 35 dias a 4°C, sem adi¢do de inibidor de
protease (FIGURA 5.8.11).

KOHNO e col. (1994) tém investigado a produgio de lipases pelo
Rhizopus niveus TFO 4759, em meio contendo peptona (5%) e D-glucose
(2%). Apos 4 dias de cultivo a 27°C e pH 6,0, foi produzido dois tipos de
lipases (1 e II). Entretanto, os resultados utilizando inibidor de serina proteases
sugeriram que a lipase 11 era resultante da hidrolise parcial da lipase 1 por uma
serina protease especifica durante a fermentagio.

Estes resultados podem ser comparados aos obtidos por HENRIETTE
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FIGURA 5.3.1 - Efeito da concentragdo de 6leo de oliva na producdo de
protease pelo Penicillium citrinum em Meio ME.
Pré - ino6culos crescidos nos respectivos Meios ME,
contendo 0,2 % (®-@); 0,4% (A-A); 0,6% (V-¥) ou 1,0%
(®-®) de dleo de oliva. Condigdes experimentais ver
423e426d.
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FIGURA 5.3.2 - Efeito da fonte de nitrogénio na produgio de protease pelo
Penicillium citrinum.
Meio ME contendo 0,1% (@®-@) ou 0,.2% (A-A) ou 0,5%
(V-V) de extrato de levedura e em meio com sulfato de
amonio (0,755%), como fonte de nitrogénio (4 -4). Oleo
de oliva como fonte de carbono.
Condigdes experimentais ver 4.2.3 e 426 b.
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e col. (1993), em relagdo a produgdo de exolipase e exoprotease pela
Serratia marscescens 5328, que foi fortemente influenciada pela composigio
do meio de cultura, no qual os nutrientes atuaram como indutores ou
repressores da produgdo destas enzimas.  Utilizando fermentagdo em
bateladas, tanto a lipase como a profease, foram produzidas logo apoés a fase
exponencial de crescimento. Lipidios ou Tween 80 estimularam a produgio
de lipase, enquanto que NH4Cl ou aminodcidos simples inibiram a producédo de
protease. A sintese de protease foi inversamente proporcional a concentragio

de D-glucose no meio de cultura.
5.4. PRODUGAO DE LIPASE PELO Penicillium citrinum NO MEIO MA

O maximo de atividade lipolitica (1585 U/L) foi obtido quando
Penicillium citrinum foi cultivado em 0,75% de sulfato de aménio
complementado com sais minerais (MA), de acordo com COX ¢ THOMAS
(1991), em vez de extrato de levedura (ME) (FIGURA 5.4.1).

Embora a atividade relativa tenha sido 55% da produzida em meio ME
(2850 U/L), a atividade especifica (7,8 U/mg de proteinas) foi maior que a
obtida com extrato de levedura (4,9 U/mg de proteinas) (FIGURA 5.4.2).

Estes resultados mostraram que a lipase produzida em sulfato de aménio
esta livre de proteases produzidas pelo microrganismo e de proteinas que
participam da composi¢do do meio de cultura, além de produzir um extrato
enzimatico bruto menos pigmentado que o obtido com o extrato de levedura.
Importante para sua aplicagdo em sabdo em pd e em sintese orginica. A
diferenga dos extratos enzimaticos brutos foi observada através de eletroforese
SDS-PAGE, na qual a proteina produzida em sulfato de aménio apresentou
menos bandas que a produzida em extrato de levedura.
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FIGURA 5.4.1 - Efeito da fonte de nitrogénio e da presenga de ions Fe' '

na produgdo de lipase pelo Penicillium citrinum.
Meio ME, 0,5% de extrato de levedura (®-@®); Meio MA,

0,755% de sulfato de amonio + FeJHr (A-A) ou 0,755% de
sulfato de amoénio (V-V).
Condigdes experimentais ver 4.2.3 d; 4.2.1 e 4.2.6.2.
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FIGURA 5.4.2 - Produgdo de atividade lipolitica especifica pelo

Penicillium citrinum em diferentes fontes de nitrogénio.
Meio ME,0,5% de extrato de levedura (®-@); Meio MA,

0,755% de sulfato de aménio + Fe ' (A-A) ou 0,755% de
sulfato de amonio (V-V).
Condigdes experimentais ver 4.2.3d;42.1e4.2.6.2.
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A produgdo de lipase pelo P.citrinum em meio MA precisa de ions
ferro, desde que a auséncia deste ion no meio de cultura causou uma
redugdo de 50% na atividade especifica (3,5 U/mg de proteinas) (FIGURA
5.4.2). Este resultado néo esta de acordo com o encontrado para a produgéo
de lipase de Pseudomonas fluorescens, a qual fol inibida pela presenga de
ions ferro (ISHIHARA e col., 1989). De acordo com MALISZEWSKA e
MASTALERZ (1992), a adig¢do de FeSO,4 4 mistura de reagdo, no inicio da
incubagdo, causou inibigio na atividade lipolitica de P. citrinum.

Experimentos posteriores mostraram um decréscimo na produgio de
lipase com a redugdo da concentragio de sulfato de amodnio de 1585 U/L
(0,75%) a 1290 U/L (0,5%) e 1020 U/L (0,35%) (FIGURA 5.4.3).

O pH inicial do meio de cultura MA variou de 4,5 a 2.3 sendo 2.6 no
maximo de producdo de atividade lipolitica extracelular. Experimentos
gustando o pH para 6,5 com NaOH 0,1M ou usando tampio fosfato de
potassio 50 ou 100 mM, ndo apresentou atividade lipolitica extracelular,
embora tenha apresentado bom crescimento.

Sugerindo que o pH do meio tem grande influéncia sobre a produgéo
¢ liberagdo da lipase de P. citrinum no meio MA (FIGURA 5.4.4).

Dentre os fungos filamentosos testados por HOU (1994), para
produgdo de lipase usando meio de batata-dextrose com 6leo de soja como
substrato, P. citrinum NRRL 6336 produziu lipase apenas a pH 7,5
enquanto que as cepas NRRL 2140, 3 754 ¢ 5907 produziram lipase em
pH 7,5 e 5,5 a 25°C.

Nenhuma das cepas de P. citrinum foi capaz de produzir lipase em pH 9.0 a
60°C. Tem sido observado que a temperatura de cultivo pode regular a
produgio de diferentes enzimas em varios niveis. GUILLOU e col. (1995)

obteveram o maximo de produgdo de lipase e protease extracelulares por
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FIGURA 5.4.3 - Efeito da concentragio de sulfato de amonio na produgéo
de lipase em meio MA.
Meio MA,contendo diferentes concentragdes de sulfato de
amoénio: 0,755% (@-@); 0,5% (A-A) e 0,35% (V-V).
Condigdes experimentais ver 4.2.1;4.2.3,42.6b.
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FIGURA 5.4.4 - Vaniagdo de pH durante a produgiio de lipase pelo
Penicillium citrinum em Meio ME ¢ MA.

Em Meio ME (@-@) ¢ Meio MA com Fe' (A-A) e sem

Fe'  (V-¥)
Condigdes experimentais ver 4.2.1; 42.3:426b.
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uma cepa de Pseudomonas fluorescens, geneticamente manipulada para
produzir estas enzimas, a 17°C.

Lipases de P.citrinum tém sido produzidas em pH 7.2, usando
peptona como fonte de nitrogénio (SZTAJER ¢ MALISZEWSKA , 1989).

CRUZ ¢ col. (1993) elaborou uma otimizagdo estatisca para
producdo de lipase de Rhizopus delemar, usando fontes industriais de
carbono e mtrogénio. Pasta de soja e dextrina foram selecionadas como
melhores fontes de carbono e nitrogénio. O maximo de produgio de lipase
for obtido apés 2 dias de fermentagdo, a qual foi 12 vezes maior com o meio
otimizado (13,6 U/mL). Os resultados sugeriram que, a relagdo entre fonte
de carbono (C) e fonte de nitrogénio (N) era muito importante para a
producio de lipase, desde que, foi obtido um aumento na produgio da
enzima quando esta relagfo foi mudada de 1:1 para 1:2 (C:N).

A morfologia do fungo foi afetada pela composi¢io do meio de
cultura, apresentando em forma esférica, solidas, ocas ou cheias de dleo de
oliva , na superficie do liquido, quando em meio ME enquanto que no meio
MA as esferas foram menores, filamentosas e uniformemente suspensas no
meio.

Quando o pH do meio MA foi ajustado para 6,5 com NaOH, as
caracteristicas foram as mesmas obtidas no meio ME e com tampdo a
mesma que no meio MA a pH 4,5 (FIGURA 5.4.5). Isto mostra
que o pH ¢é um importante parAmetro para mudar a morfologia do fungo,
podendo facilitar a fermentagdo em larga escala. Esta mudanga de
morfologia devido as condigdes de cultivo, também foram observadas por

NIELSEN e KRABBEN (1995), quando cultivaram Penicillium

chrvsogenum em culturas submersas, alterando a velocidade de crescimento.

Assim sendo, as cinéticas de crescimento deste fungo em meio de cultura
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FIGURA 5.4.5 - Morfologia do Penicillium citrinum durante a produgio
de lipase em Meio MA em diferentes valores de pH.

pH imicial 4,5 (A) e pH 6,5, ajustado com NaOH IN (B).
Condigdes experimentais 4.2.3.
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definido foi diferentes da obtida com o meio complexo. A velocidade de
crescimento das hifas elementares foi maior e a freqiiéncia de ramificagio
foi menor, no meio complexo. E também por PAUL e col. (1994), a partir
dos estudos morfologicos, utilizando 0 mesmo fungo, observaram que pode
ocorrer uma variagdo na espessura da parede das hifas e a formacdo de
vacuolos durante a fermentagfio, dependendo das condi¢des de cultivo.
Eles sugeriram que estas variagdes morfologicas podem ser uma forma do
microrganismo se proteger das variagdes das condi¢des experimentais.

O uso de oleos comerciais como fonte de carbono, em meio MA, tais
como, oleo de soja (236 U/L) ou de milho (74 U/L), mostrou que o éleo de
oliva fo1 a melhor fonte de carbono e indutor para produgio de lipase pelo P.
citrinum (1585 U/L), devido seu alto teor de trioleina (FIGURA 5.4.6).

Experimentos em meio MA, utilizando um subproduto da refinaria de
oleos vegetais, contendo 60% de matéria graxa, como fonte de carbono e
indutor mostraram uma produgfo de lipase (5875 U/L) pelo P. citrinum,
melhor que a obtida anteriormente utilizando 6leo de oliva (3625 U/L),
atividades obtidas pelo método colorimétrico do cobre ( FIGURAS 5.4.7;
54.8 ¢ 5.4.9). O pH inicial variou de 8,0 a 3,0, sendo igual a 7,0 no
maximo da produgio de lipase, apds 24h de cultivo.

Entretanto, houve grande produgiio de uma substincia extracelular a
qual emulsificou a gordura do meio, causando turvagdo durante a
fermentagdo (FIGURA 5.4.10).  Talvez, esta turvagdo esteja relacionada
com a produgdo de algum bioemulsificante pelo P. citrinum, uma vez que
este subproduto contém 60% de lipidios e 35% de carboidratos. Fontes de
carbono utilizadas por ZHOU e KOSARIC (1995) para a produgdo de um
bioemulficante glicolipidico por Candida bombicola. O meio de cultura de

baixo custo, era composto por 6leo de Canola (lipidio) e um subproduto de
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FIGURA 5.4.6 - Efeito do tipo de 6leos comerciais sobre a produgdo de
lipase pelo Penicillium citrinum em Meio MA.
Oleo de oliva 1% (0-@);0leo de soja 1% (A-A) e oleo de
milho 1% (V-V).
Condigdes experimentais ver 4.2.1;4.2.3;426b.
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FIGURA 5.4.7 - Curva de crescimento ¢ produgdo de lipase pelo
Penicillium citrinum em Meio MA.
Oleo de oliva como fonte de carbono. Atividade lipolitica
pelo Metodo do cobre (®-@) e biomassa (O-00).
Condigdes experimentais ver 4.2.1;423:426c.
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FIGURA 5.4.8 - Curva de crescimento e produgdo de lipase pelo
Penicillium citrinumem Meio MA, contendo o subproduto
da refinaria de 6leos vegetais, como fonte de carbono.
Atividade hipolitica pelo Método do Cobre (A-A) e
biomassa (O-0).

Condi¢des experimentais ver 4.2.1;4.2.3:4.26c.
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FIGURA 5.4.9 - Produgdo de lipase pelo Penicillium citrinum em
Meio MA, contendo oleo de oliva ou subproduto da
refinana de dleos vegetais, como fonte de carbono.

Oleo de oliva (®-®) ; subproduto da refinaria de oleos

vegetais (A-A). Atividade lipolitica pelo Método do cobre.
Condigdes experimentais ver 4.2.1;4.2.3;426c¢.
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FIGURA 5.4.10 - Turbidez do filtrado bruto do meio de cultura (MA)
durante a produgdo de lipase pelo Penicillium
citrinum,em presenga do oleo de oliva ou do subproduto
da refinaria de oleos vegetais.

Oleo de oliva (@-@); subproduto da refinaria de 6leos
vegetais (A-A).
Condi¢des experimentais ver 4.2.1:4.2.3;4.2.6c.
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uma industria de lacticinios contendo lactose (carboidrato), como fontes de
carbono, e uréia e extrato de levedura como fontes de nitrogénio. O
glicolipidio foi obtido apds 5-7 dias de cultivo a 30°C com agitagdo (450
rpm), com rendimento de 73% com o6leo de Canola ou 50% com o6leo de
girassol. -

Tem sido publicado, que o dleo de canola (“rapeseed”), com alto teor
de trioleina, foi o melhor indutor para produgio de lipase de P. citrinum
1solado do solo (SZTAJER e MALISZEWSKA, 1989).

Segundo MALISZEWSKA ¢ MASTALERZ (1992), éleo de oliva,
acido oléico e Tween 80 estimularam a produgio de lipase enquanto o acido
laurico causou inibigdo.  Resultados similares, em relagdo ao Tween 80
foram obtidos por CHANG e col.(1994) com a produgdo de lipase por
Candida rugosa, na qual Tween 80 ¢ Tween 20 promoveram um aumento
na produtividade de lipase de 2,9 ¢ 5,7 vezes, respectivamente. Qcorreu
também uma variagdo na produgdo de multiplas formas desta lipase,
Tween 80 estimulou a produgao de lipase C, enquanto que Tween 20 a de
lipase B.

Os resultados obtidos por POKORNY e col. (1994), mostraram que
Aspergillus niger produziu lipase na auséncia de lipidios, embora o
rendimento tenha sido melhor na presenga de um indutor. A concentragio e
fonte do indutor ndo foram significativas, uma vez que amido em baixas
concentragdes estimulou a produgéo.

OHNISHI e col. (1994) determinaram as condigdes Otimas para a
produgdo de lipase pelo Aspergillus niger, obtendo 0,46 U/L apos 96h
utilizando 2% de D-glucose e 1% de extrato de levedura e 2% de

polipeptona como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente. No pH

inicial de 5-6 e 28°C com agitagdo (120 rpm). A produgio de lipase
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aumentou para 0,78 U/L, quando 3% de oleo de soja foi usado como
indutor. Os resultados obtidos sugeriram que a hpase de Aspergilius niger €
constitutiva e que ocorreu a produgdo de duas lipases com diferentes
espectficidades.

A FIGURA 5.4.11 mostra o efeito da concentracio de fosfato de
potassio na produgdo de lipase pelo P. citrinum em meio MA. O maximo
de atividade foi obtido usando 1 mM (1585 U/L), 10 mM (1290 U/L) e 30
mM (1238 U/L) de KH,PO,. A produgio ndo foi boa quando usamos 50
mM (195 U/L) e 100 mM (2 U/L). A adigdo de potdssio a mistura de
reagdo,numa concentragdo de 1M, ndo afetou a atividade da lipase de
P.citrinum (MALISZEWSKA e MASTALERZ, 1992).

A produgio de lipase por Aspergillus niger foi baixa na auséncia de
KH,PO,, e a partir de 0,05% (3,7mM) fo1 aumentando, atingindo o melhor
rendimento com 0,2% (14,7 mM) adicionando NH;NO;, como fonte
de mtrogénio, complementado com ions MngJr no pH inicial de 5,0. Na
auséncia de KH,PO, a melhor produgéio de lipase foi obtida usando peptona
como fonte de nitrog€nio(POKORNY e col., 1994).

A turvagdo no meio de cultura foi alta quando usamos baixas
concentragdes de KH,PO4 (1,10 € 30mM), do mesmo modo que a atividade
lipolitica. Talvez, a sintese deste produto secundario esteja ligado a
produgdo e liberagdo da lipase, uma vez que, no melo com altas
concentragdes de KH,PQO, fo1 obtido menor turvagdo e produgdo de lipase
(FIGURAS 5.4.11 e 5.4.12). Nenhuma turvagio foi detectada com o meio

ME , em nossos experimentos.

5.5. EFEITO DA COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA SOBRE A
PRODUGAO DA MICOTOXINA CITRININA
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FIGURA 5.4.11 - Efeito da concentragio de KH,POy na produgdo de lipase
Penicillium citrinum em Meio MA.
Foram utilizadas as seguintes concentragdes: 1 mM
(@-@);, 10 mM (A-A); 30 mM (V-¥), 50 mM (@-9);
100 mM (+ - +).
Condi¢des experimentais ver 4.2.1;4.2.3:426b.
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FIGURA 5.4.12 - Turbidez do filtrado bruto do meio de cultura (MA),
durante a produgdo de lipase contendo diferentes
concentragdes de KH,PQ,

Concentragbes de KH,PO4 1 mM (@-@);10 mM (A-4);
30mM (V-¥); 50 mM (@-@); 100 mM (+ - +).
Condigdes expenmmentais ver 4.2.1; 4.2 3.
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A produgdo da micotoxina citrinina pelo P.citrinum é mostrado na
TABELA 3.5. A produgdo diminuiu 37% quando usamos dleo de oliva em
vez de glicerol como fonte de carbono em meio com extrato de levedura.

Estes resultados concordam com os obtidos usando o meio
tradicional contendo D-glucose ¢ extrato de levedura para produgdo de
citrinina (VINAS e col., 1993).

Nao houve produgdo de citrinina detectdvel no meio com oleo de
oliva como fonte de carbono e sulfato de aménio como fonte de nitrogénio,
em baixas concentragfes de fosfato de potassio e baixo pH.

Entretanto, quando o pH aumentou de 4,5 para 6,5 usando tampao
fosfato de potassio 50 (5,91 pg/ml) ou 100 mM (9,9 ug/ml) a concentragio
de citrinina foi proporcional a concentragio do tampdo utilizado, sendo
quase 2 vezes maior com o tampio a 100mM.

Quando o 6leo de oliva for substituido por 6leo de soja ou de milho, a
produgdo de citrinina foi baixa ou ndo detectavel a pH 4,5, mas quando o
pH do meio for 6,5, usando o tampio fosfato de potdssio 50 mM, a
produgdo foi cerca de 2 vezes maior que a obtida com dleo de oliva nas
mesmas condi¢des.

Estes resultados mostram que tanto o pH do meio como a
concentragdo de fosfato de potassio e o tipo de 6leo afetam a produgio de
citrinina pelo P.citrinum. Logo, o meio MA é o melhor para producgio de

lipases livre de citrinina (FIGURAS 5.5.1 ¢ 5.5.2).

56.PRODUCAO DE LIPASE PELO Penicillium citrinum  EM
FERMENTACAO EM BATELADAS ALIMENTADAS (“Fed-Batch™)

Experimentos de fermentagdo em bateladas alimentadas (fed-batch)
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TABELA 5.5 - Produgo de citrinina (pg/mL de meio de cultura) pelo
Penicillium citrinum em diferentes meios de cultura e
pH.

Condig¢des experimentais ver 4.2.3,4.2.6 b, 4.2.8.

Meio Oleo de Oleo de | Oleo de | Lipase

de cultura Glicerol oliva soja milho | (U/mL)
ME (pH 6,5) 3,62 228 | e | e 2,85
MA (pH45 | 0,00 1,28 0,00 1,58
MA (pH 6,5)-50mM* | = -——--- 5,91 13,99 14,42 0,07
MA (pH 6,5)-100mM* | --=-n- 9,90 0,09

* Tampéo fosfato de potassio.
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P ME MGO MAI1 MA2

FIGURA 5.5.1 - Produgdo de citrinina pelo Penicillium citrinum em
diferentes meios de cultura e pH.
Padrao produzido em 2% de D-glucose e 0,5% de extrato
de levedura (P); Meio ME (ME); Meio ME com glicerol
(MGO), Meio MA em tampéo fosfato de potassio pH 6,5
a 50 mM (MA1) e 100 mM (MA2).
Condigdes experimentais ver 4.2.3; 4.2 8.
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FIGURA 5.5.2 - Produgdo de citrinina pelo Penicillium citrinum com
diferentes dleos vegetais como fonte de carbono.
Padrdo produzido em 2% de D-glucose e 0,5% de extrato
de levedura (P); Meio MA em tampdo fosfato de potassio
50 mM pH 6,5, contendo 6leo de soja (MAS) e¢ de
milho (MAM); Meio MA pH 4,5 com o6leo de soja (MAs)
e milho (MAm).
Condi¢des experimentais ver 4.2.3 ¢ 4.2.8.
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usando um meio ME contendo 1% de dleo de oliva e 0,25% de extrato de
levedura, mostraram que a produgfo de lipase foi maxima no inicio da fase
estacionaria, o pH inicial variou de 6,2 a 7.8.

O maximo de biomassa foi de 7,0 g (peso seco)/L no inicio da fase
estacionaria, apos a exaustio da fonte de carbono (6leo de oliva) (FIGURA
5.6.1).

O rendimento foi de 0,45 g de células (peso seco)/ g de substrato. A
velocidade especifica de crescimento (umax) foi de 0,45/d, obtido através da
relacdo entre o logaritmo natural dos valores de biomassa na fase
exponencial e o tempo de crescimento em dias.

A curva de crescimento nio apresentou'?fase lag” devido a um inoculo
concentrado ¢ a viabilidade das células na fase logaritmica. Os pulsos foram
realizados adicionando-se, assepticamente, dleo de oliva ou acidos graxos
ou Tween 80 no 3° e 5° dias de fermentagdo. Houve um aumento na
produgdo de lipases pelo P. citrinum com pulsos menores que 1% (v/v) de
dleo de oliva (concentragdo final) e inibi¢do com concentragdes maiores.

Estes resultados ndo concordam com os obtidos para lipase de
leveduras e bactérias que tem sido induzidas com pulsos de 1%(p/v) de 6leo
de oliva (ISHIHARA e col.,1989; VALERO ¢ col., 1988).

Estudos utilizando simples e multi-pulsos de 1% (v/v) de dleo de
oliva, em 0,25 e 0,5% (p/v) de extrato de levedura, mostraram que o
aumento de produgdo de lipases foi proporcional a concentragdo de extrato
de levedura e consequentemente a biomassa. Ocorrendo um aumento tanto
no rendimento  quanto no tempo de produgio da lipase.

Nos experimentos usando pulso simples de acidos oléico, linoléico ou
linolénico ¢ Tween 80, na concentragdo final de 0,04% ou 0.1% (v/v), a

produgéo de lipase foi duas vezes maior que no controle. Mostrando que o
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FIGURA 5.6.1 - Produgdo de lipase e biomassa, variagio de pH e consumo

de oleo de oliva pelo Penicillium citrinum, em Meio ME,
contendo 0,25% de extrato de levedura e 1% de oleo de
oliva.

Biomassa (O-O), atividade lipolitica usando pNPP(®-@),
pH (A-A) e consumo de 6leo de oliva (V-V).

Condigdes experimentais ver 4.2.1:4.24:42.6b.
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aumento da produgdo de lipase ndo depende da concentragdo destes
indutores (FIGURA 5.6.2 e 5.6.3).

Néo houve efeito aparente na produgdo de lipase pelo P.citrinum,
para  pulsos de 0,04% ou 0,1% de acido caprilico. Entretanto, utilizando
simples pulsos de 0,1% de diferentes indutores, na presenga de 1% de 6leo
de oliva e 0,25% de extrato de levedura, 0 maximo de produgfio de lipase
pelo P.citrinum
(3200 U/L) foi obtido 2 dias apés a adigdo de Tween 80 , ou seja, apos 5
dias de fermentagio. Resultados similares foram obtidos  por
MALISZEWSKA e MASTALERZ (1992), com 4cido oléico para lipase de
P. citrinum isolada do solo. Do mesmo modo, Tween 80 (monooleato de
polioxietillenosorbitano) contendo cerca de 75 % de acido oléico, causou
um aumento na produgdo de lipase pela Pseudomonas aeruginosa
(GILBERT e col., 1991).

Entretanto, VALERO e col. (1991), utilizando fermentagdo em
bateladas alimentadas, estudaram a influéncia de trés parametros
(oxigenagdo, fonte de nitrogénio e a utilizagio da mistura D-glucose + oleo
de oliva como fontes de carbono) para produgio de lipase por Candida
rugosa. A produgdo foi proporcional ao crescimento celular, sendo
limitada pela deficiéncia de oxigenacdo do meio de cultura. A fonte de
nitrogénio ndo afetou a produgio de lipase, quando D-glucose e dleo de
oliva foram usados juntos, como fonte de carbono. Quando apenas D-
glucose foi utilizada como fonte de carbono, a biomassa foi maxima, mas
ndo houve produgio significativa de lipase (0,5 U/mL). Esta producdo ndo
foi estimulada por pulsos de D-glucose, enquanto que a adi¢do dleo de
oliva, no inicio da fase estacionaria causou um aumento na produgdo (5

U/mL), mas o extrato enzimatico bruto nio foi estivel ao armazenamento a
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FIGURA 5.6.2 - Produgdo de lipase pelo Penicillium citrinum em
fermentagdo em bateladas alimentadas, Meio ME_ usando
pulsos simples de indutor de 0,04% (concentragio final).
Pulsos simples de acidos caprilico (A-A), oléico (V-V),
linoléico/linolénico (¢ -4) ou Tween 80 (+ - +).Controle
em Meio ME com 025% de extrato de levedura (@-@).
Condig6es experimentais ver 4.2.1;4.2.4:426b.
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FIGURA 5.6.3 - Produgdo de lipase pelo Penicillium citrinum em
fermentagfio em bateladas alimentadas, Meio ME usando
pulsos simples de indutor de 0,1% (concentragéo final).
Pulsos simples de acidos caprilico (A-A), oléico (V-¥),
linoléico/linolénico (4 -4) ou Tween 80 (+ - +).Controle
em Meio ME com 025% de extrato de levedura (®-@).
Condigdes experimentais ver 42.1;424.426b.



4°C, provavelmente devido a presenga de protease.  Quando a Candida
rugosa foi cultivada em meio contendo ¢leo de oliva como Unica fonte de
carbono, além de apresentar alta atividade lipolitica (5,2 U/mL), aumentou a
estabilidade do extrato enzimatico bruto, provavelmente devido a menor
produgdo de proteases. Segundo VALERO e col. (1991), estes resultados

sdo importantes para a produgdo continua de lipase.

5.7. RECUPERACAO E CONCENTRACAO DA LIPASE DE

Penicillium citrinum

a) Produzida em Meio ME:

TABELA 5.7 mostra os resultados da recupera¢do e concentragio
da lipase produzida no meio ME. A adi¢do de sulfato de amonio ao filtrado
bruto do meio de cultura, apresentou o maximo de atividade especifica na
fracdo de 40-60%, com uma purificagdo de 11 vezes. Porém, a melhor
recuperagdo de atividade (71,2%) foi obtida na fragdo de 0-80% de sulfato
de amoénio. Sendo esta concentragdo a escolhida para recuperagdo e
concentrac¢io da hipase produzida pelo P.citrinum em meio ME.

Esta recuperagio pode ser comparada a obtida com lipase de Serratia
marcescens, a qual fol recuperada do filtrado bruto do meio de cultura
(obtido apos 21h de cultivo) pela adigdo de 35% de sulfato de amonio
sélido, com uma recuperagio de 64% da atividade lipolitica (MATSUMAE
e SHIBATANI, 1994),

b} Produzida em Meio MA:
Para a lipase de P. citrinum produzida em meio MA, a precipitagio

com sulfato de amonio solido no apresentou bons resultados em relagio a
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TABELA 5.7 - Recuperagdo ¢ concentragdo da lipase de Penicillium
citrinum produzida em Meio ME.
Condigdes experimentais ver 4.2.5e 4.2.6 b.

Fragdes Atividade especifica | Fator de purificacdo | Recuperacio de
(U/mg Prot.) atividade (%)
Exirato bruto 0,92 1 100
Fracionamento
1
0-20 0,70 0,76 0,30
20 - 40 0,68 0,73 0,29
40 - 60 10,48 11,38 10,30
60 -80 7,95 8,64 43,15
80 -100 2,13 2,31 3,50
Fracionamento
2
0-50 6,12 3,60 8,82
0-60 4,62 2,70 14,26
0-70 7,05 4,14 47,88
0-80 7,74 4,50 71,20
0-100 4,91 2,88 65,77
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recuperagdo de atividade e proteinas, havendo perda de 90% das proteinas e
60% de atividade especifica.

Expenimentos para otimizagdo da recuperagdo da lipase produzida em
meio MA, levaram a bons resultados utilizando membranas milipore para
concentrar o filtrado bruto do meio de cultura (0,54 U/mL). Concentramos o
mesmo 5 vezes sem perda de atividade (2,4 U/mL). Posteriormente, o
extrato enzimatico bruto concentrado podera ser usado para purificagfio parcial

da enzima ou sera liofilizado para aplicagio nos sistemas de reagéo.

5.8. PROPRIEDADES DOS EXTRATOS ENZIMATICOS BRUTOS DA
LIPASE DE Penicillium citrinum

5.8.1. Estabilidade ao armazenamento:

A atividade lipolitica do filtrado bruto do meio de cultura (ME) foi
estavel durante 35 dias a 4°C e instavel ao armazenamento a -18°C (FIGURA
5.8.1.1).  Apos concentragdo com sulfato de aménio (80%), dialise e
liofilizagdo a -20°C, resultaram numa preparagio estavel ao armazenamento
a 0°C e a temperatura ambiente foi estivel durante um ano. Esta estabilidade
sugere que a lipase de P.citrinum pode ter aplicagdio em detergentes e em
outros produtos que requerem uma estabilidade ao armazenamento por longo
periodo a temperatura ambiente. Este resultado foi similar ao encontrado para
a lipase de Serratia marcescens parcialmente purificada que foi estavel ao
armazenamento -20°C durante 12 meses (MATSUMAE e SHIBATANI,
1994),

Estabilidade ao armazenamento do filtrado bruto do meio MA a 6°C,

mostrou um tempo de meta-vida de 30 dias, enquanto que esta mesma
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FIGURA 5.8.1.1 - Estabilidade ao armazenamento do filtrado enzimatico
bruto da lipase produzida pelo Penicillium citrinum em
meio ME.

Temperatura de armazenamento: 4°C (@-@) ¢ -18°C
(A-A).
CondigOes experimentais ver 4.2.5 ¢ 4.2.6b.
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preparagdo submetida ao armazenamento a -15°C, ao ser descongelada
perdeu 50% da atividade inicial.

O congelamento e descongelamento de uma amostra varias
vezes, mostrou uma perda de 50% a cada descongelamento, apresentando
cerca de 15% da atividade inicial apos o quarto descongelamento (FIGURA
5.8.1.2 ¢ 5.8.1.3).

5.8.2. Efeito do pH na atividade e Estabilidade da lipase

O efeito de pH na atividade lipolitica foi mostrado na FIGURA
3.8.2.1. O pH 6timo para a atividade da lipase produzida no meio ME foi
3,0. Enguanto que a lipase produzida em meio MA teve um pH otimo na
faixa de 8,0-8,5 (FIGURA 5.8.2.2).

Estes resultados ndo concordam com o encontrado por
MALISZEWSKA ¢ MASTALERZ (1992) para a outra cepa de P.citrinum
(pH otimo 7,2). Mas foram similares ao obtido para a lipase de Rhizopus
delemar (HAAS e col., 1992). De acordo com SAKAGUCHI e col. (1992),
a maoria das lipases de fungos tém o pH 6timo para a atividade na faixa de
7,0-9,0 (TABELA 2.5, apresentada anteriormente).

A lipase obtida em meio ME foi estavel na faixa de pH 6,0-7,0, mas o
melhor pH para manter a atividade é 6,0. Em valores maiores de pH, houve
um decréscimo na atividade das lipase. A pH 8,0, 71% da atividade relativa
foi conservada, enquanto que a pH 9,0, a enzima foi completamenie
mativada, apos 1 hora de pré-incubacio (FIGURA 5.8.2.3). Resultados
similares (estavel a pH 6,0) foram obtidos para a lipase produzida em meio
MA (FIGURA 5.8.2.4), usando tamp&o na concentragio de 50mM.

Em pH abaixo de 6,0 a atividade da enzima foi afetada pela

concentragdo 16nica do tampdo fosfato de potassio (50 mM), o qual era
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FIGURA 5.8.1.2 - Estabilidade ao armazenamento do filtrado enzimatico
bruto da lipase produzida pelo Penicillium citrinum em
meio MA.

Temperatura de armazenamento: 6°C (®-®) e -18°C
(A-A).
Condigdes experimentais ver 4.2.5e4.2.6 b.
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FIGURA 5.8.1.3 - Estabilidade do filtrado enzimatico bruto da lipase
produzida em Meio MA, pelo Penicillium citrinum, ao
congelamento e descongelamento.

Condigdes experimentais ver 4.2 5e¢4.2.6 b.
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FIGURA 5.8.2.1 - Curva de pH da lipase de Penicillium citrinum,
produzida em Meio ME.
Atividade lipolitica (Método do pNPP) a 37°C nos
seguintes tampdes: Citrato - fosfato 0,05 M pH 5,5-6,5
(®-®); Fosfato 0,05 M pH 6,5-8,0 (A-A); e Tris-HCI
0,05 M pH 7,0-9,0 (V-¥).
Condigdes experimentais ver 4.2.9 a.
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FIGURA 5.8.2.2 - Curva de pH da lipase de Penicillium citrinum,
produzida em Meio MA.
Atividade lipolitica (Método do pNPP) a 37°C nos
seguintes tampdes: citrato de sodio 0,05 M pH 3,5-7,0
(@-@); ¢ Tris-HC1 0,05 M pH 7,0-9,0 (A-A).
Condigdes experimentais ver 4.2.9 a.
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FIGURA 5.8.2.3 - Estabilidade ao pH da lipase de Penicillium citrinum,
produzida em Meio ME.
Foram utilizados os tampdes citrato - fosfato 0,05 M
pH 5,0-7.0; fosfato 0,05M pH 7,0-8,0 e Tris-HC1 0,05M
pH 8,0-9.0.
Condigdes experimentais descritas em 4.2.9 a.
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FIGURA 5.8.2.4 - Cinética do efeito de pH sobre a lipase de

Penicillium citrinum (Melo MA).

Foram utilizados Tampd&es acetato de sédio 0,05 M pH
6,0 (M-BW) e Tris-HCI 0,05 M pH 7,0 (®-@); 8.0 (A-4d) ¢
9,0 (V-V). Atividade lipolitica inicial (Método do
pNPP) de 0,62 U/mL.

Condigdes experimentais ver 4.2.9 a.
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50 vezes mais concentrado que a concentragio deste sal no meio de cultura,
Devido a esta diferenca, a lipase produzida em MA a pH 2,6, quando em
tampdo 50 mM pH 3,5 perdeu 94% da atividade inicial, no entanto a atividade
ndo foi afetada quando o mesmo tampio foi diluido 50 vezes.

A cinética do efeito do pH sobre a atividade lipolitica mostrou um
comportamento complexo apresentando uma constante de decaimento para
cada parte linear do grafico, segundo a Teoria de desativagio descrita por
HENLEY ¢ SADANA (1986). A FIGURA 5.8.2.5 mostra a relagdo entre as
primeiras constantes de decaimento da atividade enzimatica (Kp; = 0,00160 +
0,00004 min”' a pH 6,0) ¢ o pH no qual a enzima foi incubada a 28°C.

A meia-vida da lipase (Ty, = 433,12 min a pH 6,0) foi inversamente
proporcional ao aumento do pH (FIGURA 5.8.2.6). Estes dados sdo
importantes para aplicagio biotecnologica desta enzima.

Estes resultados ndo foram tao bons quantos os obtidos para as lipases 1
e Il de Trichosporon fermentans WU-C12, ambas foram estaveis quando

ncubadas a 30°C por 24h na faixa de pH de 4,0-8,0 (CHEN e col., 1994).

5.8.3. Efeito da temperatura na atividade e Estabilidade da lipase

A temperatura 6tima para a atividade lipolitica do P.citrinum produzida
no meio ME foi encontrado na faixa de 34-37°C. Embora a atividade a 40°C
tenha sido 88 % da atividade na temperatura 6tima, para fins de aplicagéo
pratica da enzima, ¢ possivel considerar uma temperatura 6tima de 30-40°C.
Enquanto que temperatura dtima para lipase em meio MA foi 37°C.

Estes resultados contrastam com o encontrado por MALISZEWSKA
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FIGURA 5.8.2.5 - Constantes de decaimento da lipase de Penicillium
citrinum (Meio MA), em diferentes valores de pH.
Foram utilizados Tamp&es acetato de sodio 0,05 M pH
6,0 e Tris-HC1 0,05 M pH 7,0 - 9,0. Atividade lipolitica
nicial (Método do pNPP) de 0,62 U/mlL.
Condig¢des experimentais ver 4.2.9 a.
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FIGURA 5.8.2.6 - Tempo de meia-vida da lipase de Penicillium citrinum
(Meio MA), em diferentes valores de pH.
Foram utilizados Tampdes acetato de sodio 0,05 M pH
6,0 e Tris-HC1 0,05 M pH 7,0-9,0. Atividade lipolitica
micial (Método do pNPP) de 0,62 U/mL.
t12 = 0,693/Kyp.
Condi¢des experimentais ver 4.2.9 a.

99



e MASTALERZ (1992), no qual a temperatura 6tima para a lipase de P.
citrinum do solo foi 30°C.

A atividade lipolitica produzida no meio ME foi mantida por 2 horas,
quando incubada em temperaturas abaixo de 40°C e foi totalmente inativada a
60°C apds 30 min de incubagio.

Segundo MALISZEWSKA ¢ MASTALERZ (1992), a enzima foi ativa a
60°C ap6s 10 min de incubagdo, estavel numa faixa de pH5,0-7,0eapH 9,0 a
atividade residual foi 60% da inicial.

O tempo ¢ temperatura de incubagio usados em nossos experimentos
foram maiores que os usados por outros pesquisadores (1h a 37°C comparado
com 10 min a 40°C).

A cinética de desnaturagio térmica da lipase do meio MA foi complexa
de acordo com a Teoria de HENLEY e SADANA (1986), na qual cada parte
linear da curva corresponde a uma constante de decaimento. Grafando as
primeiras constantes de decaimento versos temperatura (Kp; = 0,01718 &
0,00171 a 37°C) e os tempos de meia-vida em cada temperatura (T, = 40,34
min a 37°C), podemos observar que sdo inversamente proporcionais
(FIGURAS 5.8.3.1; 5.8.3.2 ¢ 5.8.3.3). A TABELA 5.8.2 relaciona todos
os valores das primeiras constantes de decaimento e tempo de meia-vida da
cinética de estabilidade da lipase de P. citrinum a diferentes valores de pH e
temperatura.

Esta cinética pode ser comparada a desativagdo térmica da lipase de
Candida rugosa, a qual mostrou 0 mesmo comportamento complexo ¢ uma
alta sensibilidade & temperatura na parte inicial, nos primeiros 60 min de pré-
incubagéio em temperaturas que variaram de 45-55°C (SOHN e col., 1987).

Candida rugosa produziu lipases com diferentes termoestabilidades
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FIGURA 5.8.3.1 - Cinética da estabilidade térmica da lipase de Penicillium

citrinum (Meio MA).

O filtrado bruto do meio de cultura foi incubado em
diferentes temperaturas: 25°C (H-H); 30°C (®-@);37°C
(A-A); 40°C (V-¥); 50°C (¢-¢). 60°C (+ - +). Atividade
lipolitica micial (Método do pNPP) de 0,62 U/mL.
Condigoes experimentais ver 429 b.
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FIGURA 5.8.3.2 - Constantes de decaimento da lipase produzida pelo

Penicillium citrinum (Meio MA), em diferentes
temperaturas.

Atividade lipolitica inicial (Método do pNPP) de
0,62 U/mlL.

Condi¢bes experimentais ver 4.2.9 b.
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FIGURA 5.8.3.3 -Tempo de meia-vida da lipase produzida pelo
Penicillium  citrinum (Meio MA), em diferentes
temperaturas.

Atividade lipolitica inicial (Método do pNPP) de
0,62 U/ml. t,=0,693/Kp.
Condigdes experimentais ver 4.2.9 b.
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TABELA 5.8.2 - Constante de decaimento e tempo de meia-vida da lipase
de Penicillium citrinum, em diferentes valores de pH e
temperatura.

Condigdes experimentais ver 4.2.9a e 4.2.9b

pH Kp; (min™) x 10* t12 (min)*
6,0 16,0 + 0,4 433,12
7.0 70+18 316,44
8,0 959+0,3 72,26
9,0 1222+ 13,5 56,80
TEMPERATURA(°C)

25 206+£20 336,40
30 340+2.7 203,82
37 171,8+17,1 40,34
40 193,8+9.3 35,76
50 385,1 +45.8 17,99
60 1141,0 + 74 8 6,07

* tuz = 0,693/KD

Atividade hpolitica inicial (Método do pNPP) = 0,62 U/mL.
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devido suas multiplas-formas causada pelas condigdes de cultivo. A lipase B
foi a mais estavel, apresentando 66% da atividade inicial apés 90 min a 55°C
em pH 5,0 enquanto que as lipases A e C retiveram apenas 27 e 5%,
respectivamente (CHANG e col.,1994).

A lipase de Serratia marcescens foi estavel a 45°C por 60 min a pH 8,0
e totalmente inativada apds 15 min a 100°C (MATSUMAE e SHIBATANI,
1994).

Embora as lipases I e Il de Trichosporon fermentans WU-C12
tenham apresentado a mesma temperatura 6tima (35°C), mostraram diferentes
estabilidades térmicas. A lipase I foi estavel a 40°C por 30 min € a lipase II a
50°C durante o mesmo tempo de incubagdo, retendo 70% da atividade inicial a
70°C (CHEN e col., 1994).

As lipases 1 e Il de Rhizopus niveus IFO 4759 mostraram o mesmo
comportamento, sendo a lipase Il mais sensivel (reteve 50% da atividade apos
30 min a 40°C) que a lipase T ( reteve 80% da atividade ap6s 30 min a 40°C).
Esta diferenga de termoestabilidade foi explicado baseado na porgdo glicidica
ligada a cadeia proteica A da lipase I.  Sabe-se que a parte glicidica das
ghicoproteinas bloqueia a agregagio € a desnaturagdo das proteinas KOHNO e
col., 1994).

A energia de ativagdo da desativagdo térmica da lipase de P.citrinum,
calculada de acordo com Arrhenius foi 22,4 + 22 Kcalmol' (FIGURA
5.8.3.4).

A energia de ativagdo da desativagdo térmica da lipase de P. citrinum, a
qual ¢ uma glicoproteina, foi na mesma ordem de grandeza que a encontrada
por FERRER e col. (1992) para a lignina peroxidase (glicoproteina) de
Chrysonilia sitophila ( 11,9 Keal.mol ™).
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FIGURA 5.8.3.4 - Energia de ativagdo da desativagdo térmica da lipase
de Penicillium citrinum (Meio MA), de acordo com a
teoria de Arrhenius.

Condi¢des experimentais 4.2.9 b.
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5.8.4. Especificidade da lipase de Penicillium citrinum

A lipase de P.citrinum em relagio a reagdo de hidrolise de
trigliceridios, mostrou-se especifica para tricapritina (Cip) (1,37 U/mL) e
trioleina (C;g) (1,16 U/mL) sendo estas atividades cerca de 2 vezes maior que
a obtida usando tributirina (C4) (0,417 U/mL). Nio houve atividade detectavel
quando o substrato foi a tricaproina (Cs). Estes resultados sugerem que a
lipase de P. citrinum tem preferéncia por ésteres de acidos graxos de cadeia
longa (TABELA 5.8.4).

A lipase de Serratia marcescens que hidrolisou preferencialmente os
trigliceridios contendo 4cidos graxos saturados de cadeia curta (Cg)
(MATSUMAE e SHIBATANI, 1994).

Ambas as lipases 1 e Il de Trichosporon fermentans WU-C12
hidrolizaram as posigdes 1, 2 e 3 da trioleina, indicando que sdo lipases ndo

especificas (CHEN e col., 1994).

5.8.5. Efeito da concentracio de substrato

A atividade lipolitica ndo é governada pela concentragido de substrato,
mas pela area interfacial apds o substrato, como foi proposto por SARDA ¢
DESNUELLE (1958) ¢ BENZONANA ¢ DESNUELLE (1965), usando-
se trigliceridios como substratos, porque depende da area interfacial entre a
agua ¢ 6leo.

FIGURA 5.8.5.1 mostra que usando pNPP como substrato, a enzima
produzida em meio ME mostrou comportamento Michaelis-Menten, com um
Kwm aparente de 0,502 + 0,105 mM. Enquanto que a lipase obtida em meio
MA apresentou um Ky aparente de 0,332 + 0,059 mM para o mesmo

substrato nas mesma condigdes experimentais.
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TABELA 5.8.4 - Especificidade da lipase produzida pelo Penicillium
citrinum em Meio MA, em relagdo a hidrolise de
diferentes trigliceridios.

Condigdes experimentais ver 4.2.10e4.2.6 ¢.

Substratos Atividade
(10%) (U/mL)
TRIOLEINA 1,16
TRIBUTIRINA 0417
TRICAPRILINA 1,37
TRICAPROINA 0
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FIGURA 5.8.5.1 - Influéncia da concentragdo de substrato (pNPP) sobre a
atividade da lipase de Penicillium citrinum.
Enzima produzida em Meio ME (@-@) e em Meio MA

(A-4).
Condigdes experimentais ver 4.2.10.
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Resultados obtidos pelo método titulométrico ndo mostra este tipo de
comportamento. Foi determinado que em excesso de substrato, para ambos
os métodos, a atividade especifica foi aproximadamente a mesma (11,0
U/mg proteinas para pNPP ¢ 11,27 U/mg de proteinas para o titulométrico).

Isto sugere que o método pNPP pode ser utilizado para
investigar a atividade da lipase de P. citrinum. Este método apresenta varias
vantagens sobre o titulométrico, como por exemplo, ¢ mais sensivel, rapido
e apresenta alta reprodutibilidade de resultados.

A lipase de P. citrinum em meio MA mostrou maior afinidade por
eésteres lipidicos de p-nitrofenil com acidos graxos de cadeia longa como
mostra os resultados do Ky igual a 0,332 mM, 0,787 mM e 1,74 mM para o
p-mtrofenilpalmitato (C,¢) , p-nitrofenilmiristato (Cy4) e p-nitrofenillaurato
(C12), respectivamente (FIGURA 5.8.5.2 ¢ TABELA 5.8.5).

O Kwm dalipase de P. citrinum para o pNPL foi 10 vezes maior que o
encontrado por REDONDO e col. (1995) para as lipases de Candida
rugosa. Este resultado sugere que a lipase de P. citrinum tem menor
afimdade para ésteres lipidicos do p-nitrofenil de dcidos graxos de cadeia
curta.

Ambas as lipases A ¢ B sdo lipases ndo especificas em relagio aos
esteres lipidicos do p-nitrofenil emulsificados com Triton X-100. A lipase
A apresentou o maximo de atividade com o p-nitrofenilcaprilato (pNPC)
enquanto que a lipase B com o p-mtrofenillaurato (pNPL), mantendo a
concentragdo de Triton X-100 constante. O Ky aparente para pNPL foi
0,12 mM para lipase A ¢ 0,09 mM para lipase B (REDONDO ¢ col., 1995).

5.8.6. Reacdes de sintese catalisadas pela lipase de Penicillium citrinum

A lipase de P.citrinum catalisou a sintese de ésteres de glicerol,
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FIGURA 5.8.5.2 - Efeito da concentragio de diferentes ésteres lipidicos do

p-nitrofenol sobre a lipase de Penicillium citrinum,
obtida em Meio MA.

pNPP(®-@®), pNPM (A-A) e pNPL (V-V).
Condig¢des experimentais ver 4.2.10.



TABELA 5.8.5 - Efeito da concentragdo de diferentes ésteres lipidicos do
p-nitrofenol sobre a atividade da lipase de Penicillium
citrinum, produzida em meio ME e MA.

Esteres lipidicos usados: p - nitrofenilpalmitato (pNPP);
p - nitrofenilmiristato  (pNPM) ¢

(pNPL).

p - nitrofenillaurato

Condigdes experimentais ver 4.2.11 ¢ 4.2.6 b.

pNPP pNPM pNPL
LIPASE Knm Vu Kun Vm Knm Vum
MEIO ME 0,502 £ 1,086
0,105 0,120 - --- --- ==
0,332 % 1,810+ | 0,787+ 1,75 1,74 £ 4,46 +
MEIO MA 0,059 0,180 0,001 0,001 0,004 0,008

*Km em mM e Vy em pumoles. min’
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apresentando um consumo de 50% de acido oléico apos 15 horas de
incubagdo a 37°C. Uma TLC da mistura de reagdo mostrou a formagio
principalmente de monooleina, sendo evidenciada a presenca de di e
trioleina apos 22 horas de incubagio (FIGURA 5.8.6.1).

A lipase de P.citrinum nio catalisou a sintese de éster de acido
graxo de D-glucose a 45°C, utilizando D-glucose complexada com 4cido
ferulbordnico e acido laurico. Isto deve ter ocorrido devido a varios fatores,
tais como, temperatura de incubagfo ( nfo foi a temperatura 6tima); efeito

do solvente sobre a enzima; o tipo de acido graxo, etc.
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FIGURA 5.8.6.1 - Cromatografia dos produtos da sintese de ésteres de
glicerol catalisada pela lipase de Penicillium citrinum.
Padrdo de é4cido oléico (AQ) e de trioleina (TO).
Produtos das reagdes catalisadas pelas lipases: Candida
cylindracea (comercial) solivel (CCS) e imobilizada
(CCY) e de Penicillium citrinum solivel (PCS) e
imobilizada (PCI).
Condigdes experimentais 4.2.12.
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6. CONCLUSOES

Penicillium citrinum, 1solado como contaminante do oleo de oliva, foi
o melhor produtor de lipase (2880 U/L) em meio contendo extrato de

levedura (Meio ME), como forit¢ de nitrogénio.

A produgdo de lipase foi maior (3200 U/L), utilizando Meio ME ¢
fermentagdo em bateladas alimentadas com simples ou miltiplos pulsos de

acidos graxos ou Tween 80 nas concentragdes finais de 0,04 ou 0,1%.

O maximo de atividade especifica da lipase de Penicillium citrinum
for obtida utilizando-se sulfato de aménio, Meio MA, (7.8 U/mg de
proteinas) em vez de extrato de levedura (4,9 U/mg de proteinas), como

fonte de nitrogénio, livre de protease e da micotoxina citrinina.

A melhor fonte de carbono e indutor testada foi o 6leo de oliva na

concentragio de 1%, utilizando ambos os Meios ME ¢ MA.

A substitui¢do do oleo de oliva pelo subproduto da refinaria de 6dleo,
apresentou bons resultados para a produgdo de lipase em Meio MA

(5875 U/L), nas mesmas condigdes de cultivo utilizadas para o meio ME.

A produgdo de lipase no Meio MA foi afetada pela concentragdo

sulfato de aménio e pelo pH inicial do meio.

A produgdio de lipase em Meio MA, contendo 1, 10 ou 30 mM de

KH,POy4, no pH inicial de 4,5, foram similares. Ocorrendo uma inibi¢io na
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produgéio em valores acima de 50 mM.

A maior atividade lipolitica especifica (Meio ME) foi obtida na fragio
de 40-60% (precipitagdoc com sulfato de amonio), entretanto a melhor

recuperagdo de atividade foir detectada na fragdo 0-80% (71,2%).
A lipase de Penicillium citrinum produzida em Meio ME,

concentrada e liofilizada, foi estavel durante oito meses, ao armazenamento

a temperatura ambiente (28-30°C).
O filtrado bruto do Meio MA mostrou um tempo de meia vida de 30
dias quando armazenado a 6°C, ndo sendo estiavel ao congelamento e

descongelamento.

O pH 6timo das enzimas produzidas nos Meio ME ¢ MA foram,

respectivamente, 8,0 e 8,0-8.5.

A lipase produzida no Meio MA foi sensivel a forga i6nica.

As temperaturas 6timas das lipases produzidas nos Meios ME ¢ MA

foram, respectivamente, 34-37°C e 37°C.
As lipases produzidas nos Meios ME e MA foram estaveis
a temperatura abaixo de 40°C durante 2 horas e totalmente inativadas a

60°C apos 30 minutos.

A lipase do Meio MA mostrou uma cinética de desativagio térmica

116



complexa, com uma energia de ativagio da desativagdo térmica de

22.4 + 2.2 Kcal.mol™!.

A lipase de Penicillium citrinum obtida no Meio MA, hidrolisou,
preferencialmente, trigliceridios contendo 4cidos graxos de cadeia longa,

tais como trioleina e tricaprilina.

A Tipase de Penicillium citrinum produzida em Meio MA apresentou
K diferente da enzima do Meio ME para o p-nitrofenilpalmitato (pNPP)
(0,332 £ 0,059 mM e 0,502 £ 0,105 mM, respectivamente). A lipase do
Meio MA apresentou um Ky de 0,787 £ 0,001 mM para o p-

nitrofenilmiristato (pNPM) e 1,74 £ 0,004 mM para o p-mtrofenillaurato
(pNPL).

Ambas as lipases obtidas nos Meios ME e MA catalisaram a sintese
do éster graxo de glicerol com acido oléico a 37°C. Mas a enzima do Meio
MA nio fo1 capaz de catalisar a sintese do éster com acido laurico da D-

glucose complexada a 45°C em alcool tert-butilico.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos, a partir da otimizagdio da produgdo de lipase
pelo Penicillium citrinum, em sistema de fermentago em batelada, serfio
utilizados em estudos posteriores para produgdo desta enzima em larga
escala.

A utiizagdo do meio de cultura, contendo sulfato de aménio como
fonte de mitrogénio, para produgio de lipase, levard a um processo de
recuperacdo e purificagdo mais facil desta enzima, em larga escala, uma vez
que, a mesma se encontra livre de contaminantes, tornando o processo
economicamente viavel.

A alta estabilidade desta lipase ao armazenamento 4 temperatura
ambiente, sugere que a mesma podera ser utilizada comercialmente como
aditivos em detergentes.

A otimizagdo das condigdes para sintese de ésteres, catalisada por
esta lipase, tornara possivel uma posterior aplicagdo na sintese de

compostos importantes para industrias de alimentos, cosméticos,

farmacéutica, etc.
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