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RESUMO

As enzimas tém papel fundamental em diversos segseamo, por exemplo, nas industrias
de detergentes, farmacos, téxtil e alimenticiad@niificacdo de novas fontes microbianas
para a producdo de enzimas é de grande interehisgtrial, bem como a otimiza¢do do meio
de cultivo para sua producdo. A aplicacdo de alperta estatisticas envolvendo as
metodologias de Plackett-Burman e superficie deomta sdo ferramentas Uteis para
compreensao e otimizacdo das interacdes entre \@ssds parametros envolvidos na
producdo de determinada enzima. Este trabalhoctmwe objetivo avaliar o potencial, como
produtoras enzimaticas, de linhagens de levedwaladias a partir de cocos de babacu
(Orbignya sp.), buriti (Mauritia flexuosa), tucum Bactris inundata), inaja @Attalea maripa) e
macauba Acrocomia aculeata), frutas tipicas do Cerrado tocantinense. Forastadas 142
leveduras quanto a capacidade de producao dasamlipase, amilase, protease e pectinase
em meios solidos especificos com tempo de incubdge&i dias e temperatura de 35 °C. Um
total de 61 linhagens apresentaram resultadosiyossipara lipase, das quais 28 (45,9%)
tinham indice enzimético (IE}x 2. Apenas uma levedura apresentou halo indicador d
producao de amilase (IE = 1,57), e ndo houve st positivos para pectinase e protease.
Posteriormente, a levedura codificada com numerp gl@ obteve a melhor atividade
lipolitica em meio sélido, foi submetida ao cultien meio submerso de acordo com um
planejamento experimental Plackett-Burman seguaoum delineamento composto central
rotacional para otimizar as condi¢cfes de produgdendima. A melhor condi¢cdo encontrada,
com atividade lipolitica de 41,45 U.nLfoi: 10 g.L'* de extrato de levedura, 10 ¢.de
peptona, 30 g.tde(NH,),S0O,, 1 g.L*deTween 20, 1,5 gt de MgSQ.7H,0, 0,7 g.L* de
KH.PO, e 10 g.[* de 6leo de oliva. Quando comparado com os 6ledsudé e babacu, o
Oleo de oliva se mostrou o melhor indutor paracalpgdo de lipase.

Palavras-chave: Leveduras, Enzimas Hidroliticayjtosr do Cerrado, Lipase, Plackett-
Burman.



SELECTION OF HYDROLYTIC ENZYME PRODUCING YEAST FROM FRUITS
OF THE CERRADO IN TOCANTINS

ABSTRACT

Enzymes have an essential role in various segmeiots, example, in detergents,
pharmaceuticals, textile and food industries. Tdeniification of new microbial sources for
production of enzymes is of great industrial ins¢re@s well as the optimization of culture
medium for production. The application of statigti@pproaches involving the Plackett-
Burman and response surface methodologies are |lusafls for understanding and
optimizing interactions between the various paranseinvolved in the production of a
particular enzyme. This study aimed to evaluateetieymatic production potential of yeasts
strains from babassu coconu@rlfignya sp.), buriti palm Mauritia flexuosa), tucuman
(Bactris inundata), inaja @Attalea maripa) and macaubaAtrocomia aculeata), typical fruits

of the Cerrado in Tocantins. A total of 142 yeastye tested for their ability to produce
lipase, amylase, protease and pectinase in spsoiitt media at incubation time of 21 days at
35 °C. A total of 61 strains were positive for kgea of which 28 (45.9%) had an enzymatic
index (El)> 2. Only one yeast presented halo indicator of asgylproduction (El = 1.57),
and there were no positive results for pectinagk@otease. Subsequently, the yeast coded
with number 13, which obtained the best lipolytativty on solid medium, was subjected to
cultivation in liquid medium according to a PladgkBurman experimental design followed by
a rotational central composite design to optimize énzyme production conditions. The best
condition, with lipase activity of 41.45 U.ril_was found to be 10 gLof yeast extract, 10
g.L™* peptone, 30 gt (NHJ) ,S0s, 1 g.L* Tween 20, 1.5 g.t MgSQ,.7H,0, 0.7 g.I*
KH,PO, and 10 g.Llof olive oil. When compared with buriti and babasdls, the olive oil
was the best inducer for the lipase production.

Keywords: Yeast, hydrolytic enzymes, the Cerradddy Lipase, Plackett-Burman.
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PARTE 1

1. INTRODUGAO GERAL

Bactérias, fungos e leveduras sdo capazes de jrratiuersos tipos de enzimas
(PANDEY et al.,, 1999). Considerando que uma meseag&do pode ser catalisada por
enzimas provenientes de diferentes microrganismestudo de fontes diversas € interessante
para que se encontrem enzimas capazes de atudifeselntes condicoes.

As enzimas sado produtos importantes para atendersds necessidades humanas e
um grande numero de processos nas areas da iadimsgio ambiente e biotecnologia de
alimentos as utilizam em alguma de suas etapas [DEANet al., 1999). De acordo com
Sharma et al. (2001), com o entendimento de proses®quimicos, fermentativos e dos
métodos de recuperagdo, um numero crescente deanpodem ser produzidas de maneira
mais acessivel. Assim, as varias transformacdeglgsepodem catalisar e suas aplicacées na
indUstria continuardo a se multiplicar.

A utilizacdo de enzimas em escala industrial depdodemente do uso de fontes
microbianas. Dentre os motivos pelos quais os mgarasmos sao utilizados temos: uma
razdo superficie/volume elevada, o que facilitdhsoecdo rapida de nutrientes necessarios
para suportar altas taxas de metabolismo e biessind capacidade de realizar uma grande
variedade de reacOes; facilidade de adaptacdo a grarale variedade de ambientes,
permitindo que uma cultura seja transportada dorédbrio até o fermentador de uma fabrica,
onde é capaz de crescer em fontes de carbonoogémito baratas e produzir compostos
valiosos; facilidade de manipulacdo genética, tamtdvo quantoin vitro; procedimentos de
triagem simples; e grande diversidade, permitinde garias espécies produzam enzimas
diferentes que catalisam a mesma reacao, ofereaeamdomaior flexibilidade no que diz
respeito as condi¢des de funcionamento do reateM@EN; ADRIO, 2008).

Leveduras sdo usadas em Varios processos indsistiano a producdo de bebidas,
biomassa e varios outros produtos metabolicostiAalcategoria inclui enzimas, vitaminas,
polissacarideos capsulares, carotenodides, alcodihidricos, lipideos, glicolipideos, acido
citrico, etanol, didéxido de carbono, e componersiesetizados pela introducdo de DNA
recombinante (DEMAIN et al., 2011). O uso de levedupara producdo de enzimas €
bastante abordado pela literatura, autores commahktiani-Theuil et al. (2011), Bataiche et
al. (2014), Ciafardini et al. (2006), Moftah et €012), Yalcin e Corbac (2013) relatam a

capacidade de leveduras para a producao de liganédases, proteases e pectinases, as quais



tém importantes aplicacbes nos mais diversos setodustriais. Diversos substratos s&o
fontes importantes para o isolamento de leveddeasgye os quais flores e frutos. Os frutos se
destacam pela rigueza em acucares simples, baix® ggiem frequentemente visitados por
insetos vetores. As leveduras isoladas de frutodile@eneticamente diversas e o estudo de
leveduras de diferentes comunidades de frutoslédita o isolamento de novas espécies
(LACHANCE et al., 2001; TRINDADE et al., 2004).

O IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estita (2015) considera o cerrado a
savana tropical mais rica do mundo em biodivergd&dsegundo a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA (2007), o cerradprasenta 33% da diversidade
biolégica do Brasil, 0 que justifica a realizac&@psquisas cada vez mais apuradas visando
nao somente a exploracao dessa diversidade conb@itaim sua preservacao. Dessa maneira,
esse trabalho teve como enfoque o estudo da capacide producdo de enzimas por
leveduras isoladas a partir deste habitat, contrdlmuassim para o melhor aproveitamento de
sua riqueza biologica e também para a descobertaicterganismos capazes de produzir

enzimas com possivel aplicacdo industrial.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de leveduras isoladas de cat®®abacu@rbignya sp.), buriti
(Mauritia flexuosa), tucum Bactris inundata), inaja @ttalea maripa) e macaubaAcrocomia
aculeata) provenientes do Cerrado do estado do Tocantimsocprodutoras de enzimas

hidroliticas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Testar a capacidade das diversas linhagens isoldelasocos do Cerrado quanto a
producdo das enzimas lipase, amilase, pectinaseteape, selecionando de acordo com
o indice enzimético, as leveduras com melhor pr@dduge cada enzima em meio sélido
especifico;

 Testar a capacidade de producdo de enzimas em subimerso da levedura que
apresentar melhor potencial produtor em meio splido

e Otimizar a producdo de enzima em meio submerso meio da aplicacdo de

metodologias estatisticas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CERRADO

O Cerrado é o segundo maior bioma da América do @ulpando uma éarea de
2.036.448 krfy cerca de 22% do territério nacional. Sua locgfipeé estratégica servindo de
corredor de ligacdo entre biomas como o Pantanakedta Amazonica e Caatinga,
contribuindo assim para a garantia do equilibrioldgico e biodiversidade (SILVA et al.,
2012). A sua area continua incide sobre os est@e@0ias, Tocantins, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranh&o, PRaridonia, Parana, Sao Paulo e Distrito
Federal, além dos encraves no Amapa, Roraima e @dwaaz Neste espaco territorial
encontram-se as nascentes das trés maiores badiagraficas da América do Sul
(Amazonica/Tocantins, Sao Francisco e Prata), o rgselta em um elevado potencial
aquifero e favorece a sua biodiversidade (BRASNL52 BRASIL, 2010).

O Cerrado contéem 5% da biodiversidade do planetaeconhecido como a savana
mais rica do mundo, abrigando 11.627 espéciesategd nativas ja catalogadas, cerca de 199
espécies de mamiferos sao conhecidas, 837 espéca®s, 1200 de peixes, 180 de répteis e
150 de anfibios. De acordo com estimativas receuteSerrado é o refagio de 13% das
borboletas, 35% das abelhas e 23% dos cupins@usds (BRASIL, 2015; BRASIL, 2010).

O Cerrado € um dos biomas brasileiros mais ameagagoesenta apenas 8,21% de
seu territério legalmente protegido por unidadescdeservacdo; desse total, 2,85% sao
unidades de conservacao de protecao integral &65¢k6 unidades de conservagao de uso
sustentavel. Até 2008 ja havia perdido 47,84% aecsbertura de vegetacao de acordo com o
Projeto de Monitoramento do Desmatamento dos BidBnasileiros por Satélite (projeto de
cooperacao técnica entre o Ministério do Meio Amtde- MMA, o Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais RenovavdBAMA e o Programa das Nacdes
Unidas para o Desenvolvimento - PNUD), executado @entro de Sensoriamento Remoto
do IBAMA (BRASIL, 2015; BRASIL, 2010).

Esse bioma apresenta ainda grande potencial eméoela plantas medicinais e
segundo Neto e Morais (2003), os recursos natafarecidos pelo cerrado, uma vez extintos,
estardo indisponiveis as futuras geracdes. Enee,ggde-se considerar o recurso terapéutico
oferecido pelas plantas medicinais. E dentro dessglizo considera-se também um alto

custo ambiental devido a perda da biodiversidau@séo de espécies, degradacdo e eroséo



12

do solo, poluicdo da agua, mudancas no regimegte tesequilibrios no ciclo de carbono e
provavel modificacéo climatica (KLINK; MACHADO, 2&).

Apesar de estudos como os de Trindade et al. (2@02)microrganismos isolados de
acerola, pitanga, umbu e mangaba, e de Ferrewagudira (2007) que fizeram a avaliacédo
microbiolégica de pequi, e de Quirino et al. (2068¢ estudaram a diversidade filogenética
de bactérias em amostras de solo do Cerrado elde d® pastagem, pouco do potencial

microbiolégico do Cerrado ja foi estudado.

3.2. LEVEDURAS

Franco e Landgraf (2008) definem as leveduras domgos cuja forma predominante
é unicelular. Podem ser esféricas, ovoides, ciiadrou triangulares. Algumas sédo bastante
alongadas formando filamentos semelhantes as tidasbolores e em alguns casos pode
haver a formacdo de um micélio verdadeiro, quaragms divisdo celular, as células
permanecem unidas. As leveduras formadoras de @secglios ou de micélios verdadeiros
constituem a transi¢ao entre as leveduras uniceki®os fungos filamentosos.

No século XVII, Antonie Van Leeuwenhoek foi capaz dbservar leveduras pela
primeira vez gracas ao auxilio de um microscépidinnentar elaborado por ele proprio.
Leeuwenhoek observou que as leveduras consistiagiobelos que flutuavam no fluido,
mas ele acreditou que fossem apenas particulamide arovenientes do mosto da producéo
de cerveja (HUXLEY, 1984). Mais tarde, em 1755lea®duras foram definidas por Samuel
Johnson no Dicionario da Lingua Inglesa como “@nfarto colocado na bebida para fazé-la
trabalhar, e no péo para clarear e inchar.” At@&@&nhinguém acreditava que as leveduras
fossem vivas, elas eram vistas apenas como agguit@scos organicos necessarios para a
fermentacao (ALBA-LOIS; SEGAL-KISCHINEVZKY, 2010).

Com o desenvolvimento de microscépios mais poteatesmtureza das leveduras foi
mais bem compreendida. Em 1835, Charles Cagniariad@our, um inventor francés,
observou que durante a fermentacéo alcodlica aslleas se multiplicavam por germinacéao.
Ao mesmo tempo, Theodor Schwann, Friendrich Kutarghristian Erxleben concluiram de
forma independente que “os corpusculos, globulatesvais que flutuam no fermento tao
densamente fazendo-o barrento” sédo organismos BARNETT, 1998). O reconhecimento

de que as leveduras sao entidades vivas mudouaapdevalente de que a fermentacéao era
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apenas um processo quimico. Essa descoberta abaimioho para a compreenséo do papel
das leveduras na fermentagéo (ALBA-LOIS; SEGAL-KFSREVZKY, 2010).

Louis Pasteur é o responsavel pela nossa compoeatsil do processo fermentativo.
Foi o primeiro a demonstrar experimentalmente gubeabidas fermentadas sao resultado da
transformacdo da glicose em etanol feita por lessdwivas. Ele também realizou
experiéncias que demonstraram que os produtoss famifermentacdo alcodlica sdo mais
numerosos e complexos do que os inicialmente daatpor Lavoisier, podendo entdo sugerir
que a fermentacdo fosse um processo organico (ALBKS; SEGAL-KISCHINEVZKY,
2010; BARNETT, 2000).

Em 1858, ao analisar sedimentos de diferentes ioené8 de uma destilaria que
enfrentava problemas na sua producdo, Pasteur beercque havia uma quantidade
substancial de acido latico em vez de alcool n@sapresentavam o resultado diferente do
esperado. Ao comparar os sedimentos no microscppde constatar que havia uma grande
quantidade de leveduras nos recipientes em queeoc@ producdo de alcool, j& nos
recipientes com acido latico, era predominanteesgnca de “células muito menores que a
levedura”. E assim demonstrou-se que existiam tjoes de fermentacdo: a alcodlica e a
latica (ALBA-LOIS; SEGAL-KISCHINEVZKY, 2010).

A elucidacdo do processo fermentativo abriu camipdéi@ o isolamento de culturas
puras, denominadas cultursiarter. Em meados de 1880, Emil Christian Hansen, furdeion
do Laboratério Carlsberg em Copenhagen, capitdDidamarca, descreveu varias técnicas
para o isolamento de células microbianas simpfes@primeiro a ter sucesso no isolamento
de linhagens puras de leveduras. Em novembro d& D33ld Carlsberg Brewery iniciou o
uso de um dos isolados de Hansen para a producéerdgaslager. Esse foi o primeiro
relato do uso de uma cultustarter de leveduras bem definida e caracterizada e devii@
extraordinaria eficiéncia, essa técnica foi rapidar® adotada por outros fabricantes de
cerveja e também outros tipos de industria (BARNEAOD1; STEENSELS et al. 2014).

Dessa forma, as leveduras vém sendo utilizadasnmas diversos setores das
indUstrias de alimentos, no caso da producdo desjeertem impacto direto na qualidade
produzindo ndo somente didxido de carbono, maséantdutros componentes como alcodis,
acidos organicos, ésteres, aldeidos, cetonas eostmspde enxofre, tendo assim influéncia
marcante no seu perfil sensorial (FERREIRA et28110; PINHO, 2006).

A utilizacdo de culturasstarter se tornou uma pratica comum na industria de
fermentacdo em larga escala atualmente, onde &ténga e a eficiéncia do processo séo 0s

objetivos principais. No entanto, existem varioscpssos industriais em que a utilizagdo
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dessas culturas ndo € comum. Um dos exemplos rnarfeacdo dos graos de cacau para a
producao de chocolate. Por outro lado, para algumessos, incluindo a producéo de cerveja
e vinho, onde as culturatarter sdo amplamente utilizadas, alguns artesdos esténde a
pratica de contar com uma microflora local em uerddtiva de introduzir caracteristicas,
complexidade, e autenticidade em seus produtosENBELS et al. 2014).

A medida que mais estudos sdo realizados e maiagéms sdo identificadas novas
aplicacdes sdo dadas as leveduras. De acordo cbkneQgalik (2012), varios sistemas de
expressao de leveduras tém sido utilizados conssa@® longo dos anos para a producao de
proteinas recombinantes, incluindo proteinas tetag@s. A disponibilidade de grandes
colegdes de linhagens, extensa variedade de vepmaotores, marcadores dominantes ou
auxotroficos e protocolos de transformacédo efiegntombinados com a longa tradicdo das
técnicas de fermentacdo em larga escala, os avaegoksicionarios de ultima geracdo no
sequenciamento de DNA, sistemas e biologia siaté@cnologia de micro-vetores e a rapida
evolucdo dos bancos de dados web, tem assegurésledsras um lugar de destaque na area
de plataformas de expresséo.

Além de serem hospedeiras industriais para pratai@eombinantes e producdo de
metabdlitos, leveduras sdo usadas como uma fertanpderosa nos ensaios de alto
rendimento para genémica funcional e triagem dgal oA caracteristica de alta eficiéncia da
recombinacdo homologa das leveduras € amplamepteradta como uma ferramenta de
engenharia genética para superar as dificuldademnagem de segmentos maiores de DNA,
até mesmo na criacdo recente da bactéria sintébcdado portas para uma nova era (CELIK;
CALIK, 2012; GIBSON et al., 2008; LARTIGUE et a2009).

Os produtos da tecnologia do DNA recombinante waridesde proteinas até
organismos construidos. A tecnologia pode prodgrandes quantidades de proteinas
comercialmente Uteis, planejar microrganismos parefas especiais e construir plantas e
animais com caracteristicas interessantes paraieuligra ou medicina. Alguns produtos
dessa tecnologia foram aprovados para consumoapraBssional e muitos outros estdo em
desenvolvimento. Enzimas produzidas pela tecnoldgiBNA recombinante ja sdo utilizadas
na producéo de detergentes, acucares e queijeifastconstruidas estdo sendo usadas como
aditivos alimentares para suplementar a nutricAsaloor ou a fragrancia dos produtos
(LEHNINGER, 2006).

Com a quantidade crescente de leveduras dos nvaisas habitats sendo estudada e
0S avancos especialmente da engenharia genétioteerimlogia é natural que cada vez mais

estes microrganismos sejam utilizados para otintiggrocessos ja existentes bem como para
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a criacdo de outros. E bastante promissor o merdadproducdo de enzimas a partir de
leveduras e ainda existe muito a ser exploradseotberto nesta area.

3.3. ENZIMAS

As enzimas sdo macromoléculas protéicas que atuamno diocatalisadores das
reacdes celulares. Estas moléculas aumentam eas \adens de grandeza a velocidade das
reacbes e por serem altamente especificas, sedetjoentre todas as reacdes possiveis,
aguelas que efetivamente irdo ocorrer. Estdo pesem todas as células vivas controlando
0S processos metabdlicos e sua acao € diretanmdiieniciada por fatores como temperatura
e pH. Atualmente, mais de 3000 enzimas diferertemf isoladas e classificadas de acordo
com a natureza das reagdes que catalisam (MARZZAO@RRES, 1999; LONG, 2009).
Elas podem ser subdivididas em seis diferentesedade acordo com suas propriedades
cataliticas: oxirredutases (oxidacao/reducédo), stemmses (transferéncia de grupos
funcionais), hidrolases (hidrdlise), liases (adicehminacdo de pequenas moléculas de
cabono sp?-hibridizado), isomerases (isomerizad@@ses (formacédo/clivagem de carbono
sp3-hibridizado) (HELD et al., 2000).

As enzimas tém sido utilizadas pelo homem ao lothgdempo, seja na forma de
vegetais ricos em enzimas, ou de microrganismodogsaa producao de cerveja, iogurte,
queijos, etc. O emprego de enzimas em processostirals tem aumentado a cada dia, como
reflexo de sua atratividade como catalisadorasvakgagens de seu uso na elaboracéo de
alimentos estdo diretamente relacionadas com acapacidade de catalisar determinadas
reacdes devido a sua grande especificidade, sesarcezncdes secundarias, sendo possivel
controlar a velocidade das reacfes por meio daeaglesparametros como pH, temperatura e
concentracdo dos componentes do meio. A alta @saetetividade mostrada por varias
enzimas é Util para a preparacdo de componentegi@naricamente puros (FELLOWS,
2006; SANDSTROM et al., 2012; TANG; ZHAO, 2009).

A historia da tecnologia enzimatica moderna comeealmente em 1874, quando o
quimico dinamarqués Christian Hansen produziu mgiro exemplar do coalho. Em 1876,
William Kuhne propés que o nome "enzima" fosse asaoimo o termo para se referir a
fermentos isolados a partir de organismos viavealavra em si significa "na levedura” e é
derivada do grego 'en’ significado 'em' e 'zymghiBcando ‘fermento’. Em 1897, Eduard

Buchner comecou a estudar a capacidade dos extlattesredura para fermentar o agucar,
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apesar da auséncia de células de levedura vivas.uBm série de experimentos na
Universidade de Berlim, ele descobriu que o acfaidermentado mesmo quando ndo havia
células vivas de levedura na mistura. Nomeou arengue causou a fermentacéo da sacarose
como ‘'zymase'. Em 1907, ele recebeu o Prémio Nidd&uimica por sua pesquisa e sua
descoberta da fermentag&o nao celular. Em 1968ef®nvolvida a fermentacdo microbiana
de forma especifica em larga escala e enormes idades de amilases e proteases
bacterianas foram produzidas por fermentacao sanfe©ONG, 2009).

A partir de entdo, os estudos sobre o isolamerdmgcterizacdo, propriedades e
aplicacdes das enzimas vém evoluindo continuamellierorganismos selecionados,
incluindo bactérias, fungos e leveduras tém sitladeslos para a biossintese de preparados de
varias enzimas economicamente viaveis para apbceghustrial (NIGAN, 2013; PANDEY
et al.; 1999).

Isso acontece porque, teoricamente, é possivehracaum microrganismo produtor
de cada enzima, além disso, eles podem ser altepatanutacdes e mudancas genéticas de
forma a ampliar essa producdo. Como a maioria @&s ®mzimas € extracelular, sua
recuperacdo é facil, soma-se ainda o baixo cussont&érias-primas e o alto indice de
crescimento e producdo enzimatica dos microrgarisPorém, a separagao e purificacdo de
enzimas a partir de células microbianas ou de $oat@mais e vegetais para 0 uso no
processamento de alimentos se desenvolveu recarieffELLOWS, 2006; ORDONEZ et
al., 2005).

As enzimas microbianas séo secretadas pela cétulmm&o extracelular ou retidas
dentro da célula e tem atividade oOtima nas mesnoaslighes que permitem o 6timo
crescimento celular. Para que uma enzima microbpassa ser usada comercialmente é
preciso que o microrganismo cres¢ca bem em substka#iatos e que estejam disponiveis
facilmente em quantidade e qualidade adequadass lEssrorganismos devem produzir um
alto rendimento constante em curto tempo, os métpdea a recuperacdo da enzima devem
ser simples e baratos e por fim, a preparacdo zimardeve ser estavel (FELLOWS, 2006).

Das varias classes de enzimas, as hidrolases téomteado a mais ampla gama de
aplicacdes. As enzimas sdo empregadas na inddéuié, de papel, de detergentes e
alimenticia, sendo que o uso de enzimas como adifyroducdo de detergentes representa a
maior parte do uso industrial de enzimas (VAN BBEILEZHI LI, 2002). Proteases, lipases,
amilases, oxidases, peroxidades, e celulases géoredlas aos detergentes onde catalisam a
quebra de ligacbes quimicas (DEMAIN; ADRIO, 200&LHD et al., 2000).
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As enzimas podem ser utilizadas ainda na analisalidentos para o estudo de
componentes especificos, sem a necessidade dedimeoéos de purificagdo muito
complexos, oferecendo como vantagens a grandebdelasle e rapidez (minutos), enquanto
0S principais inconvenientes sao o custo e a nideelesde conhecer e controlar perfeitamente
a especificidade da enzima (ORDONEZ et al., 2005).

Na indastria alimenticia, a utilizagdo de enzimem tcomo objetivo melhorar o
processo de producdo de alimentos, reduzindo cesfm®porcionando produtos finais de
maior qualidade. As principais aplicacdes visamhowr o sabor, a cor, a textura, o aroma, a
digestibilidade e a viscosidade, ampliar a vidadttiproduto acondicionado, e/ou eliminar as
caracteristicas indesejadas que estavam presaitieniente (ORDONEZ et al., 2005). S&o
utilizadas ainda na producédo de produtos de pagéic, sucos de frutas, xaropes de glicose e
queijos. As enzimas podem ser adicionadas aosrats@a forma de solu¢cdes concentradas
ou em pod, ou imobilizadas em materiais que servensuporte em um reator, onde sao
reutilizadas por longos periodos (FELLOWS, 2006).

Em reacOes cataliticas convencionais utilizandoat@isadores, o uso de enzimas na
forma livre ou imobilizada é dependente da esprddde da enzima. A partir dos recentes
avancos da biotecnologia, de acordo com a necessidia um processo, diversas enzimas
podem ser propostas. Varias técnicas moleculames si@lo aplicadas para melhorar a
qualidade e o desempenho de enzimas microbianaBaadp suas aplicagbes industriais.
Como resultado varios produtos de alto valor agtegem sido sintetizados no mercado
global com o uso de enzimas modificadas por engentla proteinas (CHIRUMAMILLA et
al., 2001; NIGAM, 2013).

Dentre as caracteristicas especiais das enzimaehigicas esta a sua capacidade de
trabalhar em condi¢bes variadas, principalmentéedgeratura e pH. Por isso, as enzimas
podem ser categorizadas como termofilicas, acadofiu alcalificas. Microrganismos com
sistema de enzimas termofilicas podem ser usadagagies em escala industrial onde sdo
necessarias altas temperaturas por um tempo pemlondiminuindo a possibilidade de
contaminacgao (NIGAM, 2013; ZHANG; WU, 2011; WANGat, 2012).

Temos ainda, a disponibilidade das chamadas extierae que sdo enzimas
derivadas de microrganismos extremofilicos. Estesamganismos sdo capazes de resistir a
condicbes duras de processamento industrial quenpoto tempo foram consideradas
destrutivas para proteinas. Biocatalisadores talesaao calor e a solventes sédo ferramentas
valiosas para processos como, por exemplo, a dexsigdip de polimeros que precisam ser

liquefeitos e degradados, enquanto enzimas fi@s$éo de relevancia para as industrias de
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detergentes e alimentos. Essas enzimas sdo capmzasalisar suas respectivas reacoes em
ambientes ndo aquosos, misturas agua/solventsdpgesxtremamente elevadas, pH acido e
alcalino, temperaturas de até 140 °C, ou préximopdato de congelamento da agua
(ADAMS et al., 1995; ELLEUCHE et al., 2014) .

As enzimas apresentam grande potencial biotecral@gvido a vantagens técnicas
como a promocao de mudancgas altamente especifamagreladas, perda nutricional minima
quando permitem que reacfes que antes eram reaizad temperaturas elevadas possam
ocorrer em condi¢cdes mais moderadas, menor consignemergia quando comparada com
reacfes quimicas correspondentes e producdo ds povdutos impossiveis de se obter por
outros métodos. As enzimas sao utilizadas paraziredustos de processamento, aumentar a
producdo de extratos de matérias-primas e mell@oraanipulacdo de materiais, a vida de
prateleira e as caracteristicas sensoriais do®ados. Portanto, aumentam o rendimento do
produto gerado e a economia do processo biotednol6@COUTINHO et al., 2013;
FELLOWS, 2006; SHARMA; SATYANARAYANA, 2012).

De acordo com Tang e Zhao (2009), com grande fregai@s enzimas selvagens nao
sdo adequadas para 0s processos industriais e anssp a engenharia de proteinas tem
papel de destaque projetando e otimizando o des#mpela enzima para torna-la
comercialmente vidvel. Na maioria dos casos og@sfada engenharia de proteinas ndo séo
unidimensionais, mas sim multidimensionais, e salgiente uma combinagdo do aumento
de taxas (substrato fraco e inibicdo da producédo),escopo do substrato (aceitacdo e
seletividade) e estabilidade (por exemplo, no dendie solventes, reagentes e temperatura).
Dada a capacidade de se desenvolver o0s variososcdas enzimas simultaneamente, 0 novo
paradigma é primeiro vislumbrar o processo quindiesejado e determinar todos os critérios
que o biocatalisador deve cumprir, e depois “evbluima enzima até atender ou exceder
esses objetivos (LUETZ et al., 2008).

Apesar da disponibilidade de uma ampla gama defemtas de selecdo, suas
aplicacbes sdo frequentemente bastante especifias uma combinagdo particular
substrato/enzima e ainda muito esforco € necesga@ia personalizar e otimizar esses
meétodos para diferentes experimentos de evolugéydai (TANG; ZHAO, 2009).

Entretanto, o custo de muitas enzimas € alto ¢oodiaque em alguns casos precisam
ser inativadas ap0s o processamento eleva aindaanaieco do produto final e, como séo
proteinas, podem causar respostas alérgicas emadguessoas; por isso existe a necessidade
de serem encapsuladas ou imobilizadas para reduidco de inalacdo de poeira enzimatica

por operadores da linha de producdo (FELLOWS, 2086)negavel que 0s processos
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industriais sdo e serdo cada vez mais dependemtesodde enzimas, dessa maneira, estudos
para a obtencdo de enzimas de formas cada vezdaraiss e a ampliacdo de suas aplicacoes
através de métodos da engenharia contribuem patdeacdo de produtos com qualidade

cada vez melhor e menor custo.

3.3.1 Amilases

A historia das amilases se inicia em 1811 quanglinaeira enzima capaz de degradar
amido foi descoberta por Kirchhoff. As amilases qgradser divididas em endoamilases e
exoamilases. As endoamilases catalisam a hidrddiderma aleatdria no interior da molécula
de amido, 0 que causa a formacdo de oligossacaridezares e ramificados de varios
comprimentos de cadeia. As exoamilases hidrolisgparér da extremidade nao redutora
resultando em produtos finais curtos. E necessasigdo combinada de varias enzimas para
hidrolisar o amido completamente. Ja em 1930, ©@hlssigeriu a classificacdo das enzimas
capazes de digerir amido no malte comoe B-amilases de acordo com o tipo de acucar
anomerico produzido pela reacéo enzimatica (GURTa €2003).

O amido, composto pelos polimeros amilose e antlope € um dos polissacarideos
de plantas mais amplamente utilizado pelo homengur@® definicdo da NC-IUBMB
(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology)
as a-amilases (EC 3.2.1.1) atuam sobre o amido, glitiegé polissacarideos afins, e, em
oligossacarideos aleatorios, grupos redutoresilsé@mdlos dar-configuracdo. Asi-amilases
estdo entre as enzimas mais importantes por setdimadas na producdo de cervejas,
industria téxtil e principalmente, na industria lmeetanol (CRUEGER; CRUEGER, 1989;
GUPTA et al.,, 2003; SAHA et al., 2014). Podem ssadas ainda na dieta de animais
promovendo o crescimento de bactérias benéficasimden, as quais na presenca de amido
crescem muito lentamente, modificando assim a tfiges melhorando a produtividade. Os
efeitos benéficos incluem ganho de peso, melhdraawanto, melhor rendimento protéico e
reducao da proporcéo de gordura no leite (ALONS&.£2010; TRICARICO et al., 2008).

Ainda de acordo com a NC-IUBMB, @isamilases (EC 3.2.1.2) realizam a hidrolise
de ligacbes (4)-a-D-glicosidicas em polissacarideos removendo sivasssinidades de
maltose a partir das extremidades da cadeia nadored Atuam em amidos, glicogénio e
polissacarideos relacionados e em oligossacargilenproduzen-maltose por inversao.

Embora as amilases derivem de varias fontes, mduiplantas, animais e

microrganismos, as enzimas microbianas sao as gisgeatendem as demandas da industria.
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Atualmente, um grande numero de amilases microbiastd disponivel comercialmente e
substituiram quase que completamente a hidrélisemiga de amido no processamento
industrial (GUPTA et al., 2003; XIE et al., 2014).

Diversos microrganismos utilizam enzimas extra teagelulares para hidrolisar o
amido e utiliza-lo como fonte de energia. Assinsefecdo de microrganimos € interessante,
pois facilita a descoberta de novas amilases péeeedtes fins. O interesse por leveduras
amiloliticas tem crescido nos ultimos anos depoisetonhecimento de seu valor potencial
para a conversdo da biomassa de amido em protéénaslula Gnica e etanol (CHI et al,
2009; GUPTA, et al, 2003).

Vérias espécies de leveduras sdo conhecidas com® frodutoras de amilases.
Dentre estas podemos citdripomyces kononenkoae, Saccharomycopsis fibuligera e
Cryptococcus flavus (COUTINHO et al., 2013; WANDERLEY et al., 2004)sso explica
porgue varios laboratérios tem se envolvido nogndk anos no isolamento, avaliacdo e/ou
eventual construcdo de linhagens de leveduras létinds (GONZALEZ et al., 2008).

Temperatura, pH, meio de cultivo, teor de umidad@ledores estdo entre os fatores
que podem influenciar na producéo de enzimas seadessario que as condi¢cdes 6timas de
cultivo para cada microrganismo sejam levadas emtacoMuitos cétions metélicos,
especialmente ions de metais pesados, reagentgaupo sulfidrilo, N-bromosuccinimida,
iodoacetato, dentre outros, inibem a atividadeditida (GUPTA et al., 2003; SARANRAJ e
STELLA, 2013).

A temperatura 6tima para a atividade de amilase reéacionada com o crescimento
do microrganismo. A temperatura 6tima mais baiataeda para amilase é de 25 a 30 °C para
Fusarium oxysporum e a mais alta de 100 e 130 °C para as arqueoiactéyrococcus
furiosus e Pyrococcus woesel, respectivamente. A temperatura 6tima de enzimasepientes
de Micrococcus varians é dependente do célcio e as Helomonas meridiana sao
dependentes do cloreto de sédio (GUPTA et al.,, 2008C GREGOR et al.,, 2001;
SARANRAJ; STELLA, 2013). Assim, a otimizagdo da pmratura de cultivo de cada
microrganismo para a producédo de amilases é bastlatante.

De acordo com Saranraj e Stella (2013) os pringipapedimentos para explorar o
potencial comercial de amilases sdo o rendimerstap#idade e custo de producdo. Além
disso, existe ainda a necessidade de amilasesfitaéntes em varios setores, o que pode ser
obtido tanto por modificacbes quimicas como poreehgria protéica. As amilases tém

ganhado importancia para aplicacdes biofarmac&ytemada assim, as industrias baseadas
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em alimentos e amido continuam sendo seu prinagatado e mantém a procura por estas

enzimas sempre em alta.

3.3.2. Proteases

As proteases ocupam uma importante posicao no queaedpeito aos campos
fisiologicos e comerciais. Sdo enzimas degradatoyas catalisam a hidrolise total de
proteinas. Essas enzimas sao fisiologicamente s@@s para a vida podendo ser
encontradas em uma diversidade de fontes comaaplaamimais e microrganismos, dentre as
guais, 0s microrganismos apresentam grande poktededdo sua ampla diversidade
bioquimica e a sua susceptibilidade para a marmggalagenética (CASTRO et al., 2014;
POWERS et al., 2002; RAO et al., 1998).

As proteases séo classificadas pela NC-IUBMB detdér@lasse 3, subclasse 3.4, na
qual se encontram as enzimas que hidrolisam ligagéptidicas, sendo chamadas peptidases.
As peptidases sdo divididas ainda em exopeptidages, atuam somente proximo a
extremidade da cadeia polipeptidica, e endopeptsiasie atuam internamente nas cadeias de
polipeptideos. O termo peptidase é recomendado sgrbaimo de protease.

A vasta diversidade de proteases ilustra claramantéluéncia destas enzimas na
biosfera. Elas desempenham também um papel edseaciatricdo devido a sua atividade de
despolimerizacéo e séo classificadas em acidasaseou alcalinas com base no intervalo de
pH em que apresentam atividade 6tima (SANDHYA ¢t28l05).

Essas enzimas sdo muito utilizadas nas industaagetergentes e producao leiteira
(renina). Também s&o utilizadas pela industria &éntica, de couro, para a producéo de
hidrolisados protéicos e para o processamento da. aga industria de alimentos, sua
principal aplicacdo € para melhorar o sabor, autax¢ o aspecto dos produtos, ou ainda na
eliminacdo da turbidez da cerveja, na reducdo opdede maturacdo de queijos duros e
semiduros, em produtos de confeitaria controlandiseosidade e melhorando a textura e
aparéncia final, na industria carnea acelerandoocegso de maturacdo e melhorando a
maciez, dentre outras aplicacdes (CRUEGER; CRUEGEB9; ORDONEZ et al., 2005).

As proteases alcalinas tiveram sua aplicacdo aaa@mmibmo catalisadores industriais
nos ultimos anos por oferecerem diversas vantagensdetrimento dos catalisadores
quimicos convencionais. Dentre as caracteristiaatajosas que apresentam encontram-se a

alta atividade catalitica, alto grau de especifidil pelo substrato, podem ser produzidas em
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larga escala, sdo economicamente viaveis e biodleggss, reduzindo assim, também a
poluicdo ambiental (ANWAR; SALEEMUDDIN, 1998; SILVAR011).

As proteases sao comercialmente produzidas a partractérias e fungos. Entre os
microrganismos, os fungos apresentam muitas vamagemo produtores de enzimas, dentre
as quais as proteases, ja que sdo normalmentedemdns como linhagens seguras e
produzem enzimas extracelulares. Cada organisnimlmagem tem suas proprias condi¢des
especiais de cultivo, por isso, a otimizacdo dapmsicdo do meio tem que ser realizada para
manter o equilibrio entre todos os reagentes, nmaindo assim a quantidade de

componentes néo utilizados no final da fermentg8aNDHYA et al., 2005).

3.3.3. Pectinases

Em razdo da grande diversidade de substanciascaggbresentes em diferentes
tecidos vegetais, existem varias enzimas capazeésgtadar essas substancias. As pectinases
sdo um complexo de enzimas que degradam a peatimgyolissacarideo constituinte da
parede celular de plantas (VILELA, 2011; WHITAKER84). Tem grande importancia para
a industria de alimentos pelo seu impacto na textier produtos feitos a partir de macas,
péssegos e tomates (WHITAKER, 1984).

A classificagdo dessas enzimas se baseia em sew eheodgéo contra a estrutura de
galacturana da pectina. Os dois principais grup@sedzimas pectinoliticas s&o: o de
desesterificacdo e o de despolimerizacdo. O prnezgitalisa a desesterificacdo de pectinas,
enquanto o ultimo quebra a ligac&ne(1,4)-glicosidica em pectinas ou por hidrélise
(hidrolase) ou pel&-eliminacéo (liases). Para a maioria das enzimagoode clivagem é
casual (endo) ou terminal (exo) (ALIMARDANI-THEUIt al., 2011). A Tabela 1 apresenta

as reac0Oes catalisadas por pectinases.
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Tabela 1. Modo de acdo das enzimas pectinoliticas.

Enzima Numero Reacao catalitica

EC
Pectinesterase (PE) 3.1.1.1Rectina + nkHO—pectato + n metanol
Pectina-acetil esterase (PAE) 3.1.1.6 Pectina + nHO—pectato + n acetato
Endopoligalacturonase 3.2.1.15 Acido péctico + HO—oligogalacturonatos
(EndoPG)

Exopoligalacturonase (ExoPGB.2.1.67 Protopectina + lD—pectina soltvel
Exo-poli-u-galacturonosidase 3.2.1.82 Acido péctico + HO—monogalacturonatos
Endo-pectato liase (EndoPal)4.2.2.2 Acido péctico + HO—digalacturonatos
Exo-pectato liase (ExoPaL) 4.2.2.9 Acido péctiemligogalacturonatos insturados
Endo-pectina liase (EndoPL}.2.2.10 Acido péctico— digalacturonatos insaturados
ou pectinaliase(PL)

Protopectinases (PPase) Pectinaetil oligogalacturonatos insaturados

Fonte: ALIMARDANI-THEUIL et al., 2011.

Pectinases sdo utilizadas frequentemente na iml@mtmentando o rendimento e
otimizando o processo de clarificacdo de sucosudasf e na fabricagéo de vinho, tendo como
principal fonte o fungo filamentos&spergillus niger, porém, também s&o produzidas por um
grande numero de bactérias, leveduras e fungoadiitosos, insetos, nematddeos e plantas
(ALIMARDANI-THEUIL et al., 2011, OLIVEIRA et al., P06; SANDRI, 2010).

As preparagBes comerciais de origem fungica safatdecaldos liticos que contem
uma mistura complexa de diferentes enzimas condatle pectinolitica, incluindo endo e
exo poligalacturonases, pectinaliase e pectinestefautras enzimas nao pectinoliticas como
amilases, arabinofuranosidases entre outras, tapbdem estar presentes na mistura. Nesse
sentido, poligalacturonases produzidas por levedpoglem ter vantagens sobre os fungos e
ser uma boa alternativa aos preparados enzimdtioggos, isso porque algumas linhagens
de leveduras sdo capazes de produzir apenas umdépenzima pectinolitica e néao
apresentam atividade de pectinesterase. Sdo maciengos geralmente reconhecidos como
seguros e as enzimas pécticas podem ser produzdabaixo custo (BLANCO et al. 1999).
Além disso, seu crescimento é relativamente simpi&s necessitam de um indutor no meio
de crescimento, e a manipulacéo e clonagem de gedesn melhorar a producdo enzimatica
(JIA e WHEALS, 2000).

A tendéncia atual € a busca de fontes alternatiegmectinases, em especial a partir de
leveduras. Leveduras pectinoliticas produzem erwidifgrentes de acordo com sua carga
genética. Elas podem produzir poligalacturonasestimaliases, pectinesterases, ou pectato
liases, dependendo de fatores como a temperatttacgndicbes e disponibilidade do
substrato (ALIMARDANI-THEUIL et al., 2011; BLANCOteal. 1999).
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3.3.4. Lipases

As lipases (triacilglicerol-acil-hidrolases EC 3.B) podem catalisar diversas reacgoes,
como a hidrdlise total ou parcial de triacilglicer¢TAG) fornecendo diacilglicerdis (DAG),
monoacilglicerdis (MAG), glicerol e acidos graxasds, além de reacdes de esterificacdo,
transesterificacdo e interesterificacdo de lipidia organismos eucarioticos, as lipases estao
envolvidas em varios estagios do metabolismo ddidip, incluindo a digestdo, absorcao,
reconstituicdo de gorduras e o metabolismo de flgiemas. Em plantas, as lipases sao
encontradas em tecidos de reserva de energia (CQ@iLlad; 2012; SHARMA et al., 2001).
Essas enzimas constituem importante grupo de biodores para aplicacbes
biotecnolégicas e sdo muito relevantes tanto dotopame vista fisiolégico como
biotecnolégico (BUSSAMARA et al., 2010). A Figuraegibe a representacao da hidrolise de

um triglicerideo por uma lipase e a molécula dadgcom suas caracteristicas.

0O-COR1 Lipase OH R1COOH

E 0-COR; +3H:0 =—= OH + R:COOH

0O-COR 3 OH R:COOH
Triglicerideo Glicerol Acidos graxos

(@)
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Figura 1. (a) Hidrélise de um triglicerideo por uma lipasgd& a hidrélise completa os triglicerideos séo
convertidos em glicerol e &cidos graxos. (b) Repregdo de uma molécula de lipase com suas cds#ictes.

O substrato pode ser qualquer triglicerideo. Regidierativas do substrato séo exibidas.

Fonte: Gopinath et al., 2013.

Em 1856, Claude Bernard descobriu uma lipase no gancreatico, uma enzima que
hidrolisa goticulas de 0leo insoluveis e as comverh produtos soluveis. As lipases eram
obtidas tradicionalmente a partir do pancreas dmais e utilizadas como um ajudante da
digestdo para consumo humano, purificada ou naaftamuta misturada com outras hidrolases
(pancreatina). O interesse por lipases microbiaoagiu inicialmente devido a escassez de
pancreas e dificuldades em coletar o material (HN®Aal., 2006).

Conforme Ordoiiez e colaboradores (2005), as liphsg®lisam apenas lipideos
emulsificados, atuando nas interfaces. Do pontaista de sua especificidade, distinguem-se
entre as que hidrolisam na mesma velocidade afige&$es éster dos triglicerideos e as que
hidrolisam determinada ligac&o concreta.

Quando uma lipase esta na fase aquosa, abaixoudtingee de solubilidade, na
auséncia de uma emulsdo ou em baixa concentracdondesubstrato lipidico, h4,
normalmente, uma hélice que cobre o centro atiw,oligopeptidio helicéide denominado
“lid” ou “tampa”. Essa tampa, anfifilica, € constda por aminoacidos polares na parte
externa e por aminoacidos apolares na parte integma contato com o0 centro ativo
(KAMIYA et al., 1999; VAZ; CHOUPINA, 2012).

A lipase com a tampa que cobre o centro ativo mstda conformacao fechada, e na
presenca de uma emulsdo ao entrar em contato ciomeréace formada pelo lipideo, as
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lipases sofrem uma mudanca conformacional na ret&ampa, expondo o seu centro ativo
para a hidrélise das moléculas de triacilgliceBRZOZOWSKI et al., 2000). O centro ativo
so6 fica exposto quando a tampa abre, ou seja,im&rsd catalisa uma reacdo em interfaces
hidrofobicas-hidrofilicas ou ainda na presenca mesolvente hidrofébico. O mecanismo de
passagem a conformacédo fechada para conformacé@ia &entdo designado por ativagédo
interfacial (KUNCOVA et al., 2003; VAZ; CHOUPINA,(®.2).

A especificidade do substrato € muito important@ paaplicacdo da enzima com fins
analiticos e industriais, assim, a habilidade gesés para executar transformacgfes quimicas
muito especificas (biotransformacdo) as tem tornamjoulares em alimentos, detergentes,
cosméticos e na industria farmacéutica (FRANKERI.e2010; TREICHEL et al., 2010).

As lipases podem ser utilizadas também nas inddstieé couro, téxteis, papel entre
outras. Na industria de alimentos elas sdo muiioaaas na potencializacdo do sabor, como,
por exemplo, em laticinios onde séo usadas paralis@r a gordura do leite, na melhoria do
sabor de queijos e na lipdlise de gordura de ngateicreme. Sdo capazes ainda de aumentar
o sabor do leite no chocolate e sdo empregadasrantps de panificacdo para ampliar a
vida util em relacdo a textura pois sua adicdo aena proporcdo de monoglicerideos, que,
ao unirem-se com o amido, retardam a retrograda¢d@em com que o miolo conserve sua
maciez (LONG, 2009; ORDONEZ et al., 2005).

Novas aplicagbes biotecnologicas tém sido estadaleccom sucesso utilizando
lipases para a sintese de biopolimeros e biodgetutos farmacéuticos enantiopuros,
agroquimicos e compostos fil@our (HASAN, 2009; JAEGER; EGGERT, 2002).

Gorduras, 6leos e compostos relacionados sao osigais alvos da lipase em
tecnologia de alimentos. E importante um controte abncentracdo da enzima, pH,
temperatura e teor de emulsédo para maximizar aupéadde sabor e fragrancia (DEMAIN;
ADRIO, 2008).

As lipases de origem microbiana sdo as mais ulgigapesar de também poderem ser
obtidas a partir de fontes vegetais e animais.&m&s microbianas produzidas por fungos
sdo especialmente valorizadas por serem extrapedula que facilita sua recuperacédo do
meio de cultivo (COLLA et al. 2012; CARVALHO et a2003).

As principais leveduras lipoliticas isoladas do mmnte terrestre sd@andida rugosa,

C. tropicalis, C. antarctica, C. cylindracea, C. parapsilopsis, C. deformans, C. curvata, C.
valida, Yarrowia lipolytica, Rhodotorula glutinis, R. pilimornae, Pichia burtonii,
Saccharomycopsis  crataegenesis, Torulaspora globosa e Trichosporon asteroids
(BATAICHE et al., 2014; VAKHLU; KOUR, 2006).
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A andlise quantitativa é importante para comparatiddade lipolitica de varios
isolados. Nao existe um Unico método para essasan#l escolha do método especifico
dependera dos proprios requisitos especificos dggumador. Para 0 ensaio de qualquer
enzima, a sensibilidade, a disponibilidade de satost e a facilidade do processo devem ser
consideradas (HENDRICKSON, 1994).

Para uma dada espécie produtora, a quantidadpasde Wai depender da concentragédo
da biomassa no caldo fermentativo, das caractas$stutricionais do meio de cultura e de
outras condi¢des de producéo (SALEHMIN et al., 20Déssa forma, a composi¢cao quimica
do meio fermentativo € um ponto bastante importaRtga uma secrecdo satisfatoria de
lipases, sdo necessarias fontes de carbono eémtoofacilmente metabolizaveis, para que o
crescimento microbiano ocorra de forma adequadamAlisso, quando se fala em producéo
de lipases, o indutor € um ponto crucial para @ssm da fermentacao, pois, sendo as lipases
enzimas de carater indutivo, a escolha do inddialié determinante para a produtividade do
biocatalizador (CONTESINI et al., 2010, IFTIKHAR etl., 2010; LI; ZONG, 2010;
OLIVEIRA et al., 2013). Segundo Gordillo et al. 9B), a producédo de lipase pode ser
induzida por &cido oléico extracelular, mas estéacrenada também com a taxa
substrato/biomassa. No entanto, o verdadeiro pdpelndutor ainda ndo é claramente
compreendido.

A reacado das lipases pode ser acelerada aindgppedanca de ions de calcio, que
atuam precipitando os acidos graxos liberados madale sais de calcio insolaveis. Outras
enzimas importantes sdo as fosfolipases e as iphsals, por serem altamente especificas
hidrolisando os fosfolipideos e os galactosil-diciggois, respectivamente (ORDONEZ et al.,
2005).

O efeito de varios fatores sobre a atividade ebi@stade de lipases brutas e
purificadas, como o pH, a temperatura, o efeitoiates metalicos, solventes organicos,
detergentes/surfactantes e outros inibidores, podementar ou suprimir a atividade das
lipases. A relacdo entre enzima e substrato € emplporque a adsor¢cdo da lipase na
interface € um processo dinamico e suas proprisddgleo-quimicas mudam continuamente
com o tempo em funcdo de fatores ambientais, imdtuio aparecimento de produtos da
reacao. A caracterizacado de uma lipase pode detarsiia utilizacdo para uso em diferentes
situagdes (CONTESINI et al., 2010; FERRER et @012 HASAN et al., 2009; HELISTO;
KORPELA, 1998).

As lipases tém sido produzidas tradicionalmente fponentacdo submersa, pois a

recuperacdo das enzimas extracelulares e a recépetla biomassa sao facilitadas podendo
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ser realizadas por uma simples filtracdo ou cematdo, sendo a forma de cultivo

predominante em escala industrial. A fermentacdestado solido também tem sido usada
para a producao de lipases, e tem algumas vantagbresa fermentacéo liquida, tais como, a
utilizacdo de residuos agricolas, requerer menoa agenergia e facil aeracdo do meio, mas

ainda é pouco empregada do ponto de vista induG@RADI et al., 2012).

3.4. FERMENTACAO EM ESTADO SUBMERSO

Desde que a fermentacdo em estado submerso fad@ancomo uma forma de
aumentar a capacidade de producdo da penicilirentiua Segunda Guerra Mundial, ela se
tornou um modelo tecnoldgico para a fabricacao melyios. Aproximadamente 90% de
todas as enzimas industriais sdo produzidas poefgacao submersa comumente com o0 uso
de linhagens modificadas geneticamente (HOLKER. £2604; LI e ZONG, 2010).

De acordo com esta técnica 0s microrganismos Ssjgessos em um meio liquido
onde os nutrientes estao dissolvidos. A homogedeida meio de cultura e a manutencao de
parametros do processo como a temperatura e phbad® de suas vantagens, porém, €
bastante importante a manutencao da esterilidadagéa alta disponibilidade de agua pode
favorecer o desenvolvimento de microrganismos coogres (COLLA et al., 2010;
PANDEY et al., 2000; SALIHU et al., 2012).

Em comparacdo com a fermentacdo em estado solifermentacdo submersa se
mostra como uma operacdo facil e com alta eficéénésse tipo de fermentacdo € mais
adequado para microrganismos que exigem um altaleeamidade, como as bactérias. Uma
vantagem adicional dessa técnica € que a purificdQé produtos finais € mais facil e mais
rapida (THIRUGNANASAMBANDHAM et al, 2014).

Trabalhos como os de Roveda et al. (2010), Salihal. 2011), Smaniotto et al.
(2012) eThirugnanasambandham et al. (2014) abordam aag#iz da fermentagéo submersa
para a producdo de enzimas. Sdo comuns estudogsqne otimizar a producédo de enzimas
por um determinado microrganismo em fermentacameudn, justamente por ser esta a mais
usada na industria. Diversos fatores podem sed&dtis, desde as condi¢des de fermentacao,
como temperatura, pH, tempo de incubacdo, composdigdneio, agitacao entre outros, até o

tipo de reator utilizado.
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PARTE 2

5. ARTIGO 1 — ANALISE DO POTENCIAL ENZIMATICO DE LE VEDURAS
ISOLADAS DE FRUTOS DO CERRADO TOCANTINENSE

Resumo

As enzimas sao Uteis em varios setores da ecormomnia, por exemplo, nas industrias de
detergentes, farmacos, téxtil e alimenticia. A fiifieacdo de novas fontes microbianas e a
triagem de enzimas é de grande interesse parar figprais diversos tipos de processos
industriais. Este trabalho teve como objetivo arab potencial enzimatico, de linhagens de
leveduras isoladas a partir de cocos de Bab@chidnya sp.), Buriti (Mauritia flexuosa),
Tucum @actris inundata), Inaja Attalea maripa) e MacaubaAcrocomia aculeata), frutos
tipicos do cerrado Tocantinense. Foram testadasldvtluras quanto a capacidade de
producdo das enzimas lipase, amilase, proteasetiagse em meios solidos especificos com
tempo de incubacéo de 21 dias e temperatura d€ 36mM trés repeticdes. Um total de 61
linhagens mostrou resultados positivos para lipases, quais 28 (45,9%) tinham indice
enzimatico (IE}> 2, apenas uma levedura apresentou halo indicadpratiucdo de amilase
(IE = 1,57) e ndo houve resultados positivos paiipase e protease. Leveduras isoladas a
partir de frutos do cerrado apresentaram poteneaigiroducéo de lipases.

Palavras-Chave: Leveduras, Enzimas Hidroliticagtosrdo Cerrado, Hidrolases, Lipase.
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ARTICLE 1 - ANALYSIS OF THE ENZYMATIC POTENTIAL OF ISOLATED
YEASTS FROM FRUITS OF THE CERRADO IN TOCANTINS

Abstract

Enzymes are useful in various sectors of the ecgrsamh as in the industries of detergents,
pharmaceuticals, textile and food. The identifizatof new microbial sources of enzymes and
screening are of great interest to meet the demahdsveral kinds of industrial processes.
This study aimed to evaluate the enzymatic poteofigeasts strains isolated from babassu
(Orbignya sp.), buriti (Mauritia flexuosa), tucuman Bactris inundata), inaja @Attalea maripa)
and macaubaAgrocomia aculeata), typical fruits of the Cerrado in Tocantins. Aabof 142
yeasts were tested for their ability to produceadig, amylase, protease and pectinase enzymes
in specific solid media at incubation time of 2lysland 35 °C, in triplicate. A total of 61
strains showed positive results for lipase, 28 bict (45.9%) had an enzyme index (EI}.
Only one yeast showed a amylase production (EI5¥)land there were no positive results
for protease and pectinase. Yeasts isolated frautsfof the cerrado showed potential as
lipase producers.

Keywords: Yeasts, Hydrolytic Enzymes, Fruits of @&rrado, Hydrolases, Lipase.
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5.1. INTRODUCAO

As enzimas tém papel fundamental em diversos seigsida industria e seu potencial
de aplicacdes tem se ampliado diante da realizdedwovas pesquisas e da otimizagdo dos
processos enzimaticos. Sua utilizacdo se devetagrau de especificidade das reacfes que
catalisam, pois efetuam conversdes eficientes roeticas, podem atuar em concentracdes
baixas de substrato, sob condicbes brandas de pdperatura e, principalmente, sao
biodegradaveis. As amilases, pectinases, lipagg®teases sdo Uteis em varios setores da
economia como, por exemplo, nas industrias de gitezs, farmacos, téxtil e alimenticia, o
gue demonstra a sua importancia (MACIEL, 2010; $\|.¥011).

Estas enzimas sdo altamente especificas e as @esditimas para a sua aplicacéo
variam muito. Mesmo aquelas que tém perfil de @oadéntico podem variar umas das
outras em relacdo ao pH, temperatura, concentiégéa, dentre outros fatores, o que torna
necessaria a selecdo da enzima mais adequadagtarmidada finalidade. Diante disso, a
identificacdo de novas fontes microbianas é dedgramteresse para suprir os mais diversos
tipos de processos industriais (ALVES et al., 2GDRIVEIRA et al., 2006).

No Brasil, a variedade de biomas resulta em umadgraiqueza de fauna e flora.
Cerca de mais de 10% das espécies conhecidas nraa d@no plantas, animais e fungos, sao
encontrados nesses ambientes brasileiros (ALHOB;20RALENCIA; CHAMBERGO,
2013). Dentre os fungos, as leveduras se apresemataum uma fonte alternativa de producéo
de enzimas microbianas para a industria de alisef8tLVA et al., 2005). Leveduras nao
patogénicas sdo capazes de produzir enzimas iraionginte Uteis e tem ganhado cada vez
mais importancia. Esse grupo de microrganismos pedéacilmente cultivado e produz altos
niveis de enzimas extracelulares (YALCIN; CORBAM12). Portanto, cscreening de
microrganismos é a chave para selecionar aqueteprgqduzam metabdlitos desejaveis.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potdnermimatico de linhagens de
leveduras isoladas a partir de frutos de bab&pbignya sp.), buriti (Mauritia flexuosa),
tucum @actris inundata), inaja Attalea maripa) e macaubaAcrocomia aculeata) para a

producao de lipase, amilase, protease e pectinase.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Microrganismos: origem e manutencao

As linhagens de leveduras utilizadas neste estoidonf isoladas a partir de frutos de
babacu Qrbignya sp.), buriti (Mauritia flexuosa), tucum Bactris inundata), inaja @ttalea
maripa) e macaubaAcrocomia aculeata), provenientes de diferentes regides do estado do
Tocantins. Esses microrganismos fazem parte dac8@8wlale Culturas Carlos Rosa,
coordenada pela Prof? Dr2 Paula Benevides de Mogaisniversidade Federal do Tocantins-
UFT, onde sdo mantidas em caldo GYMP/glicerol @ °@.

5.2.2. Triagem das linhagens produtoras de enzimas

A selecdo das linhagens potencialmente produtoeasrdimas foi realizada no
Laboratério de Microbiologia Aplicada da UniversigaFederal do Tocantins (LAMA-UFT).
As linhagens de leveduras foram reativadas ysast malt agar (YMA) conforme
metodologia de Wickerman (1951), meio composto2gr™ de glicose; 0,3 gl de extrato
de levedura; 0,3 g'lde extrato de malte; 0,5 ¢.tle peptona; 0,01 ¢-.Ide cloranfenicol; 1,8
g.I" 4gar e 1000 mL de agua destilada. As placas forembadas a 28 °C por 48 horas.

Foi avaliada a capacidade de producdo das enziipase] amilase, protease e
pectinase de 142 linhagens em meios sélidos esgmegitendo 37 de buriti, 2 de babacu, 72
de tucum, 30 de inaja e 1 de macauba. Foram indesil@ linhagens por placa com o auxilio
de palitos de dente estéreis. Os ensaios foraimadak em 3 repeticdes e as placas incubadas
a 35 °C por 21 dias. As condi¢des de tempo e teanyarforam determinadas a partir de um
teste piloto realizado com 20 linhagens no qualesdicou que para o cultivo em 7, 14 e 21
dias e com temperaturas de 25, 35 e 45 °C, os neslesultados, de acordo com o indice

enziméatico, se deram nas condi¢des de 21 diascdbadgéo a 35 °C.
5.2.2.1. Lipase
A avaliagdo da atividade lipolitica foi feita deoedto com o método de Sierra (1956)

com modificagdes, utilizando-se Tween-20 (monolauda sorbitan) como substrato. O meio
continha 10 gt de peptona, 5 g'lde NaCl, 0,1 g} de CaCJ, 20 g.I' de &gar, 1000 mL de
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adgua destilada e pH ajustado para 6,0 com solugd¢QH. O Tween-20 foi autoclavado

separadamente e adicionado ao meio (1¥) gjibmentos antes de verté-lo as placas de Petri.
A atividade das enzimas lipoliticas foi observadme um precipitado visivel devido

a formacdao de cristais de sais de calcio ou combalmclaro deste precipitado ao redor das

colbnias.
5.2.2.2. Amilase

A atividade amilolitica foi verificada em meio centlo 20 gt de amido solavel, 5
g.I" de (NH),SO,, 10 g.I' de KHPQ,, 18 g.I' de agar e 1000 mL de &gua destilada
(LOODER, 1970). A revelacado dos halos foi feitaaefs coloracdo das placas com vapor de

iodo, segundo Hankin e Anagnostakis, (1975).
5.2.2.3. Protease

A atividade proteolitica foi avaliada em meio comte 10 gt de glicose, 5 gl de
extrato de levedura, 10 g.He gelatina comercial sem sabor, 18" glé agar e 1000 mL de
agua destilada, em pH ajustado para 7,0 com solded0OH. A atividade proteolitica foi
avaliada de acordo com a presenca de halos dddgicedo meio ao redor das colonias,
segundo Yarrow (1998).

5.2.2.4. Pectinase

A atividade pectinolitica foi avaliada em meio @mo 5 gt de extrato de levedura,
10 g.I* de glicose, 10 glide pectina citrica, 5 @.lde agar, 1000 mL de tampé&o fosfato 50
mM e pH 5,5. Os halos de hidrélise foram verificadpos tratamento das placas com vapor
de iodo, segundo Gainvors et al. (1994) com adéptac

5.2.3. Indice Enzimatico

Em todos os casos os diametros dos halos de lielréldas colonias foram aferidos
com o auxilio de paquimetro e com estes dadosdculado o indice Enzimético (IE),
representado pela relacdo entre a meédia de diamesrtnalos de degradacao pela média de

diametro da colonia conforme descrito por Hankin Aeagnostakis (1975). Foram
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considerados satisfatorios os indices enzimaticds de acordo com a recomendacao de
Lealem e Gashe (1994 apud STAMFORD et al., 1998)

5.2.4. Anéalise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos falizada através de um delineamento
inteiramente casualizado, com 3 repeticbes, aplwao teste de Tukey a 5% de
probabilidade, para comparar as médias dos tratas)emilizando o programa ASSISTAT

versao 7.7 beta.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 142 leveduras, 61 apresentaram reggltpdsitivos para lipase com os
valores de indice enzimatico variando de 1,22 &®.9\fnte e oito (45,9%) linhagens
apresentaram indice enzimatieo 2 que, de acordo com Lealem e Gashe (1994 apud
STAMFORD et al., 1998) é o indice considerado ftiso para a producdo de enzimas em
meio sélido. Sendo que 16 foram isoladas de tudBemtr(s inundata), 6 de inaja Attalea
maripa), 5 de buriti Mauritia flexuosa) e 1 de babacuOfbignya sp.). As linhagens de
codigo T13 e T114 foram as que apresentaram osresaindices enzimaticos meédios, néo
diferindo entre si ao nivel de 5% de probabilidgddo teste Tukey conforme pode ser

observado na Tabela 1.

Tabela 1.indice enziméatico médio (IE) com resultado? para lipase.

Linhagem IE médio* Linhagem IE médio*
1130 2,78 T 44 2,36"
Bu 344 2,36 T 124 2,467
| 338 2,71 T 114 7,16¢
| 296 2,75 T 60 2,8
Bu 66 2,77 T13 9,59
Bu 86 2,46 T 117 2,57
Bu 345 2,54 | 1363 2,84
| 258 2,09 | 1467 2,497
T 841B 3,08 Ba 1020 213"
T 791 2,78 T 149 2,257
T 183 2,78 T 348 2,03
T 43 3,44 T 187 2,26"
T 250 2,00 T 194 4,93
T7 2,44 Bu 622B 2,58

*Médias seguidas pelas mesmas letras néo diferéma gin(p < 0,05); DMS (Tukey) = 2.97556; CV = 21%8.
Letras anteriores ao cédigo da linhagem indicamosigem, T: tucum, I: inaja, Ba: babagu e Bu: burit

Ferreira et al. (2008), ao fazerem a andlise dagrigdades fisico-quimicas do
mesocarpo de tucumdAgrocaryum wvulgare Mart.), também conhecido como tucum,

encontraram uma concentracado de 40,49% de lipidRamdrigues et al. (2010) encontraram
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38,42% (+1,45) e 35,52% (+0,52) como conteudo tatal 6leo para buriti e inaja
respectivamente. J& a améndoa do babacu pode atih#2% de 6leo de acordo com Soler et
al. (2007). Toda essa riqueza lipidica favoreceesedvolvimento de leveduras lipoliticas e,
portanto a tendéncia para a producéo de lipasa jdsperada.

Goldbeck e Filho (2013), ao fazerem a selecdo quardtividade lipolitica de 372
leveduras isoladas de diversos biomas brasilemosodMata Atlantica, Cerrado, Pantanal e
Amazonia, obtiveram halo de hidrélise em 207 delgsresentando 55,65%. Neste trabalho,
o |IE foi considerado como sendo a taxa entre o eli@o halo e o diametro da colbnia, os
IE > 5 foram classificados como grandes, IE entee52como médios e IE < 2 pequenos. Dos
120 microrganismos provenientes do Cerrado, 68yaicaim halo, dos quais 10 (14,7%)
apresentaram IE > 5 e 36 (52,9%) entre 2 e 5.

Em trabalho realizado por Bataiche et al. (20leNedluras com capacidade lipolitica
foram isoladas a partir de residuos de 6leo de.ofAviinhagemCandida boibinii KF156789
foi considerada a melhor produtora de lipase dexgr25 linhagens avaliadas no experimento,
sendo que do total, 24 apresentaram atividadetiigel Estes autores mediram o diametro das
colonias (d) e o diametro total dos halos hidmbgi incluindo a colénia (D) e usaram a
relacdo (D-d) para selecionar os microrganismos owaror potencial para a producdo de
lipase. A linhagem com melhor atividade lipolitiggresentou halo com o didmetro de 20
mm.

Lock (2007) ao avaliar a atividade catalitica deasies produzidas por leveduras
isoladas de folhas de bromélias no Parque de Itegstdu 56 amostras utilizando Tween 20
como Unica fonte de carbono, obtendo 7 (26%) liehagpositivas quanto a producdo de
lipase extracelular pela formacdo de um precipitamoposto de sais de 4cido graxo.

Apenas uma levedura, codificada com o numero 284ada a partir de tucum,
apresentou halo indicador de producdo de amilas®, indice enzimatico de 1,57. Esse
resultado deve estar relacionado com o substratande foi isolada. Trabalhos como o de
Costa et al. (2011), estudaram o potencial amdolde enzimas de 96 linhagens de leveduras
isoladas de batata-doce, das quais, 16 (16,3%)dens apresentaram atividade amilolitica.
Oliveira et al. (2006) que avaliaram o0 uso da faide pupunha na producao de amilase por
isolados de rizébio nativos da Amazonia Centraloatraram 19 isolados com atividade
amilolitica, sendo que 7 (36,8%) exibiram um3R. O fato desses microrganismos terem
sido isolados de substratos ricos em amido indiga @ fonte de isolamento tem grande

influéncia sobre o potencial enzimatico dos micanigmos presentes.
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Yalgin e Corbac (2013) testaram a atividade antitalide 25 isolados provenientes de
diferentes fontes (solo, pdo, arroz e farinha dezare também encontraram resultados
positivos, neste caso, para 12 (48%) delas. O#tadss podem estar relacionados ainda, com
0 mecanismo de acdo de suas enzimas bem como cgmangidade significativamente
variavel de enzimas que sdo secretadas entrerdderkeveduras. De acordo com Salyers et
al. (1996), algumas bactérias possuem enzimasicpra fderidas a sua superficie, ou em seu
espaco periplasmatico e, neste caso, precisam agsimalizar os polissacarideos para entao
quebra-los. Costa et al. (2011) sugere que alglinteesgens de leveduras possuam 0 mesmo
mecanismo de acdo e tenham suas enzimas adsowvig@sede celular ou no espaco
periplasmatico o que nao permitiria a formacéo aleshde hidrolise, justificando assim os
resultados encontrados neste trabalho.

Nenhuma das 142 leveduras testadas apresentouirthd@ador da producédo de
pectinase ou protease. Em trabalho de Silva €2@05), 300 leveduras isoladas a partir de
frutas tropicais foram testadas em relagdo ao pmtiede producdo e secrecdo de enzimas.
Sendo que somente 21 (7%) foram positivas parwidade de poligalacturonase, e destas, 7
foram positivas para pectinase e nao foi detectidalade de pectinesterase em nenhuma
das linhagens testadas. Neste trabalho, os autmestificaram as linhagens de
Kluyveromyces wickerhamii 185 e K. marxianus 166 como as principais produtoras de
pectinases. Segundo estes autores, as levedusanfe® em algumas frutas tropicais podem
ser capazes de produzir pectinases para degradactma presente na polpa da fruta e
assimilar os acucares presentes nas cadeias deapEmno a ramnose, galactose e arabinose.

A producdo de enzimas pécticas tem sido bem eitudan bactérias e fungos
filamentosos porque elas tém um papel importantditopatogénese, ja a producédo de
pectinase em leveduras recebe menos atencdo espampEscies tém mostrado essa habilidade
(BLANCO, 1999).

Strauss et al. (2001) realizaram um estudo coml@4duras obtidas dé/ine and
Fermentation Technology Division, ARC Infruitech-Nietvoorbij. Essas leveduras eram
linhagens nativas de vinhos de quatro regides pooasi em Western Cape, Africa do Sul.
Somente 9 isolados representados @andida stellata, C. oleophila, C. pulcherrima,
Candida valida e Kloeckera apiculata mostraram atividade pectinolitica em meio solidi.
para a atividade proteolitica, 10 isoladosQlestellata, C. pulcherrima, K. apiculata e um
isolado deDebaromyces hansenii apresentaram resultados positivos.

Bedrifiana et al. (2011), analisaram 420 cepaswigllgas, 14 das quais pertenciam a

colecdo SERIDA de culturas puras, e o restantestddado em duas adegas de Villaviciosa
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durante trés safras consecutivas. Em 15% dos ®lfa observada atividade proteolitica
positiva, enquanto que nenhuma apresentou resslfaakitivos para pectinase cuja producao,
segundo os autores, € incomum para esse tipo edums.

Um dos fatores que podem explicar os bons reswdtatdtidos para lipase e ndo para
as demais enzimas € a propria competicdo entreomgarismos no substrato em que se
encontram. E natural que em um ambiente rico pitidos predominem as leveduras capazes

de degrada-lo, mesmo que haja a presenca de pestiidd e proteinas.
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5.4. CONCLUSAO

As leveduras isoladas a partir de tucum, inajaitibeibabacusdo promissoras para o
isolamento de leveduras lipoliticas.

Os isolados de leveduras a partir de tucum apmsent os maiores valores de indice
enzimatico para lipase.

A auséncia de enzimas pectinoliticas e protectitechaixa incidéncia de amilases pode estar

relacionada com a origem das leveduras.
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6. ARTIGO 2 — OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LIPASE EM M EIO SUBMERSO
POR UMA LEVEDURA ISOLADA DE TUCUM (' Bactrisinundata)

Resumo

Lipases (triacilglicerol hidrolases, E.C. 3.1.1s8p enzimas biotecnologicamente relevantes e
com diversas aplicacbes industriais sendo tradabmoente produzidas por fermentacao
submersa. A otimizacdo do meio de cultivo paracaygdo da enzima é um importante passo
para o uso comercial e a aplicacdo de abordagéatssésas envolvendo as metodologias de
Plackett-Burman e superficie de resposta sao femtam Uteis para este fim e para
compreensao das interacdes entre os diversos pavaraavolvidos. Este trabalho teve como
objetivo avaliar as melhores condi¢cdes de culthawapa producdo de lipase em meio
submerso por uma levedura isolada de tucBatt(is inundata). Foi avaliado o efeito da
composicdo do meio na producdo de lipase utilizandtécnica de planejamento de
experimentos para maximizar a producdo da enzimmalr atividade enzimatica (41,45
U.mL™) foi obtida em meio contendo: 10 ¢ .He extrato de levedura, 10 g.Hepeptona, 30
g.L de(NH,),S0;, 1 g.L* deTween 20, 1,5 g.tde MgSQ.7H,0, 0,7 g.L de KH,PO, e 10
g.L " de 6leo de oliva. Quando comparado com os 6ledside e babacu, o 6leo de oliva se
mostrou o melhor indutor para a producéo de lipase.

Palavras-Chave: Leveduras, Enzimas Lipoliticastosrdo Cerrado, Fermentacdo Submersa,

Plackett-Burman.
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ARTICLE 2 - OPTIMIZATION OF LIPASE PRODUCTION IN SU BMERGED
MEDIUM BY ISOLATED YEAST OF TUCUM (' Bactris inundatg

Abstract

Lipases (triacylglycerol hydrolase, EC 3.1.1.3) bi@echnologically relevant enzymes with
various industrial applications they are traditibngoroduced by submerged fermentation.
Optimization of the medium for enzyme productiorarsimportant step for commercial use
and the application of statistical approaches wingl the Plackett-Burman methodologies
and response surface are useful tools for the gatian of resources and understanding the
interactions between the many parameters involUéds study aims to evaluate the best
growing conditions for production lipase by an yaaslated from tucumBactris inundata).
The effect of medium composition in the lipase picitbn using the experimental design
technique to maximize production of the enzyme waaluated. The highest enzymatic
activity (41.45 U.mL') was obtained in a medium containing 10 gyeast extract, 10 g1
peptone, 30 g.t (NH4)-SOs, 1 g.L* Tween 20, 1.5 gt MgSQ,.7H,0, 0.7 g.L* KH.PO,
and 10 g.L* olive oil. When compared with buriti and babas#s, ¢he olive oil proved to be
the best inducer for the lipase production.

Keywords: Yeast, lipolytic enzymes, Cerrado frui®@Jbmerged Fermentation, Placket-
Burman.
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6.1. INTRODUCAO

Lipases (triacilglicerol hidrolases, E.C. 3.1.1s8p um importante grupo de enzimas
biotecnologicamente relevantes devido a sua atieidzatalitica em meios aquosos e nao
aquosos. Elas tém diversas aplicacbes em uma gremsglade de industrias como a de
detergentes, oleoquimica, sintese organica, laigimodificacdo de gorduras e Oleos e
farmacéutica (GUPTA et al., 2007). As lipases @@t ser robustas e versateis em relacdo a
gama de substratos em que podem atuar e ao mesipo ter uma elevada especificidade
para as reacoes que catalisam (GUPTA et al., 2004).

Fontes de carbono lipidicas sdo essenciais pabdeagiio de um alto rendimento de
lipases. Entretanto, fontes de nitrogénio e micmgnies essenciais também devem ser
cuidadosamente consideradas para o crescimenimigagiio da producdo. Essas exigéncias
nutricionais para o crescimento microbiano podemsaésfeitas por varias alternativas de
meios com compostos definidos (meios sintéticoshac@cucares, 0leos, e componentes
complexos como peptona, extrato de levedura, extt malte, e também residuos
agroindustriais que contenham todos os componeetEsssarios para o desenvolvimento do
microrganismo (TREICHEL, 2010).

A otimizacdo do meio de cultivo para a producaeuzimas é um importante passo
para o uso comercial e envolve varios parametsisofquimicos como a composicdo do
meio de producdo, as fontes de carbono e nitrogénioerais e tracos de metais, pH,
temperatura, aeracdo e idade do inoculo. Nos (dtiamms, o uso de abordagens estatisticas
envolvendo as metodologias de Plackett-Burman @Blperficie de resposta deram um
grande impulso para a otimizagcdo dos meios e am@@Enpao das interacdes entre os diversos
parametros envolvidos utilizando uma quantidadeim@nde experimentos (COLLA et al.,
2012; GUPTA et al., 2007; GUPTA et al., 2004, RATikal., 2002).

Lipases sdo amplamente distribuidas na naturezenzenas fangicas tém sido
escolhidas para aplicacdes industriais por serealngente reconhecidas como seguras e 0S
fungos serem de facil cultivo. Elas tém sido pradiag tradicionalmente por fermentacéo
submersa porque a recuperacao das enzimas extaaegla a determinacdo da biomassa séao
facilmente realizadas por filtracdo ou centrifuga¢@ORADI et al., 2012; JAEGER et al.,
1999).

Pesquisas com microrganismos isolados de ambipote estudados bem como da

composicao dos meios de cultivo sdo importantes gae se alcance uma maior producao da
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enzima de interesse com custos reduzidos e a aavzdas condi¢bes de fermentagcdo é uma
via eficiente para melhorar a producéo de lipasks ZONG, 2010).
O objetivo deste trabalho foi encontrar as melha@@sdicbes de cultivo em meio

submerso para a producéo de lipase por uma leveslaga de tucunBactris inundata).
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6.2. MATERIAL E METODOS
6.2.1. Microrganismo, cultivo e manutencao

A levedura utilizada neste trabalho pertence a¢@olele Culturas Microbianas Carlos
Rosa, coordenada pela Prof® Dr2 Paula Beneviddgadais na Universidade Federal do
Tocantins-UFT. A linhagem foi isolada a partir detés de tucum Bactris inundata) e
recebeu o cédigo 13, sendo preservada a - 80 %aklm GYMP/glicerol.

A levedura foi reativada emgeast malt agar (YMA) conforme metodologia de
Wickerman (1951), meio composto por 2 §de glicose, 0,3 g:Lde extrato de levedura, 0,3
g.L* de extrato de malte, 0,5 g'lde peptona, 0,01 giLde cloranfenicol, 1,8 g:tde agar,
1000 mL de agua destilada e incubada a 28 °C&horhs.

6.2.2. Preparo do inoculo

Para a preparacdo do inéculo, foi realizado o orestdo da levedura em frascos
erlenmeyer de 50 mL com 20 mL de caldo GYMP durdsté, 200 rpm a 35 °C, tendo sido
a inoculacdo realizada através de uma alcadadatida cultivo em placa de YMA. Em
seguida os 20 mL foram transferidos para um erlgemee 250 mL com 180 mL de caldo
GYMP e submetido as mesmas condicbes de agitagémpmeratura por mais 5 h. Essas
condicbes de cultivo foram determinadas atrevésurda curva de crescimento realizada
anteriormente. O caldo GYMP é composto por 20'cde glicose, 10 gt de extrato de
malte, 5 g.[* de extrato de levedura, 2 g.lde NaHPO, e 1000 mL de &gua destilada.
Aliguotas de 10 mL de in6culo foram adicionadasraems de cultivo correspondendo a uma

concentracéo final de 4,4 x i#lulas por mL.
6.2.3. Otimizacdo das condigdes de cultivo

Todos os cultivos submersos foram realizados escdsa erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de meio de cultivo. Os meios fosafabilizados em tampéao fosfato com a
adicdo de KOH até o pH desejado e esterilizadoswioclave a 121 °C por 20 min, com
excecdo dos oOleos que foram esterilizados sepaeadamor calor seco (180 °C por 60 min)
e adicionados assepticamente antes da inoculagdmei®s de cultivo foram mantidos a 35

°C e agitacdo de 200 rpm e amostras foram retinaagintervalos de 24, 48, 72 e 96 h. Apds
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periodos de incubacao definidos, a biomassa faradp por centrifugacdo a 5000 rpm por 1
h a 19 °C e o sobrenadante (extrato enzimaticopolktido foi armazenado sob refrigeracédo

(- 18 °C) para posterior analise de atividade eatita.

6.2.4.Efeito das condi¢oes de cultivo na producéo de lipa

Para se avaliar o efeito das variaveis na produgolipase foi utilizado um
planejamento experimental Plackett-Burman com Isadies (PB-12) segundo Rodrigues e
lemma (2005). Os niveis das variaveis sao apredesitza Tabela 1. A analise dos resultados
foi realizada através de analise de variancia (ARDP¥om o uso do programa Statistica 7.0
assumindo p < 0,1, utilizando como resposta adattle enzimatica nos tempos de 24, 48, 72
e 96 h.

Tabela 1.Variaveis e niveis estudados no PB-12 para a péadde lipase.

Variavel* -1 +1
Oleo de oliva 10 30
Extrato de levedura 10 20
Peptona 10 20

(NH4)2SO, 0 15

Tween 20 1 5

MgSQ,.7H,O 15 4

KHoPO, 0,7 3,5

pH 4,5 6,5

*Variaveis em g.L', exceto o pH.
6.2.5. Delineamento Composto Central Rotacional (DCR)

ApoOs analisar o efeito das 8 variaveis no planepon®B-12, foram selecionadas
aquelas que foram significativas e um Delineamé&udmposto Central Rotacional (DCCR)
foi utilizado para otimizar as condi¢cdes de pr@ducle lipase. Assim, foi realizado um
DCCR Z com quatro pontos axiais e trés repeticées no peeritral, totalizando 11 ensaios,
com 96 h de incubacé&o. As variaveis e niveis ednglastdo apresentados na Tabela 2. As

demais variaveis foram fixadas em valores escothédbitrariamente.
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Tabela 2.Variaveis e niveis estudados no DCCR para a praddedipase.

Variavel -1,41 -1 0 +1 +1,41
Tween 20 1 1,58 3 4,42 5
(NH4)2SOy 0 2,18 7.5 12,82 15

6.2.6. Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC)

Com base na variavel significativa selecionada LR, o Tween 20 foi fixado na
menor concentragdo e foi realizado um DIC para saliaa o efeito de diferentes
concentracdes de (NHSO, (10, 15, 20, 25 e 30 g na producdo de lipase. Apds
determinada a melhor concentracdo, foram realizadeaios com 6leos de buriti e babacu
sendo adicionados em substituicdo ao 6leo de oliva.

Todos os experimentos foram realizados em 3 reé@stjqcom 96 h de incubagdo. Os
resultados obtidos foram comparados através de tstTukey a 5% de probabilidade,

utilizando o programa ASSISTAT versao 7.7 beta.

6.2.7 Procedimentos analiticos

6.2.7.1 Biomassa

A biomassa obtida conforme descrito no item 6.2i3ldvada em 10 mL de agua
destilada, centrifugada nas mesmas condi¢cdes tessanteriormente e ressuspendida em 6
mL de agua destilada, foi entdo transferida pdexag de petri e mantida em estufa a 80 °C

até peso constante para obtencao do peso seco.

6.2.7.2. Determinacédo da atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada de acordarco método descrito por Freire et
al. (1997) com alteracbe&m frascos erlenmeyer de 125 mL foram adicionadosll de
emulsdo (1% de triton X-100 e 5% de 6leo de olem) tampédo Mcllvaine (pH 7,0). Essa
emulsdo foi homogeneizada em shaker por 3 min 3% 200 rpm, em seguida foi
adicionado 1 mL do extrato bruto enzimatico (obtidaforme item 6.2.3) e incubada por 30
min a 37 °C e 200 rpm. Apoés a incubacéo paralisoa-seacdo com 20 mL de solucdo de
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acetona:etanol 1:1 (v/v) e os acidos graxos lieyddram titulados com solugdo de NaOH

0,1 M até pH final 11. A atividade enziméatica fetekrminada de acordo com a equacdao:

. L U (Vtf — Vti)x 1000 x Fd x M
Atividade enzimatica (E) = -

Onde:

Vtf = Volume de NaOH apdés 30 min de reagéo;

Vti = Volume de NaOH usado para titular o branco;
M = Molaridade do NaOH;

t = Tempo total de reacéao;

Fd = Fator de diluicao.

Uma unidade de atividade de lipase foi definida @@anquantidade de enzima que

libera 1umol de acido graxo por minuto, nas condicdes dascr
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6.3. RESULTADOS

6.3.1. Planejamento Experimental Plackett-Burman

A Tabela 3 mostra os niveis utilizados para caddawa do Planejamento
Experimental Placktt-Burman. De acordo com a aeasatistica, a variavel (NHSO, foi
significativa em todos os tempos testados, e aawelriTween 20 também teve efeito
significativo com 96 h de incubacao, sendo que aisms atividades lipoliticas se deram no
maior nivel de (NH),SO,, dados na tabela 4.

Tabela 3.Niveis utilizados para cada variavel no PB-12.

Ens. Oleo Ext.de Pep. (NH),SO, Tween MgSQO.7H,O0 KH.PO, pH

Lev. 20
1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
10 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Tabela 4 Resultados da atividade lipolitica U.thbbtidos no PB-12 em diferentes tempos
de incubacéo.

Ensaio 24h 48h 72h 96h
1 8,83 1,00 4,33 3,33
2 29,67 45,67 29,33 18,67
3 21,33 23,33 16,67 11,33
4 23,67 43,00 27,00 23,00
5 47,33 35,33 51,33 51,33
6 28,33 18,67 27,00 16,67
7 45,67 57,00 44,33 36,33
8 47,33 50,33 36,33 41,67
9 30,67 41,00 14,67 43,33
10 16,67 16,67 28,67 20,33
11 4,17 2,00 2,17 10,00
12 23,67 18,00 14,00 18,67




60

Oliveira et al. (2013) avaliaram a utilizacdo deideos da agroinddstria para a
producdo de enzimas lipoliticas pGandida guilliermondi em fermentacdo submersa, e o
(NH,4).SO, teve um impacto tao significativo que proporcionmu ganho de quase 10 U.mL
! quando aumentado do nivel mais baixo para o mtis Ban et al. (2003) relatam que o
(NH4).SO, foi a melhor fonte inorganica de nitrogénio pagr@ucéo de lipase pQandida
sp., sua utilizagéo resultou em um aumento de 8svea atividade lipolitica.

Ja Oliveira e Lima (2014), ao testarem a influéraaagordura de frango e fontes
organicas e inorganicas de nitrogénio na produedgdse poFusarium sp. encontraram um
efeito negativo do (NSO, sobre a resposta, causando decréscimo na atiVigatiica de
1,59 U.mL!. Apesar da necessidade de fontes de nitrogéni g@roducdo de enzimas, a
forma como todas as variaveis interagem e comausfizadas variam de experimento para
experimento bem como de acordo com o microrganeEmauestao.

Teng e Xu (2008) ao investigarem a producédo desdigaorRhizopus chinensis em
fermentacdo submersa em condi¢des experimentaigzatias encontraram atividade méaxima
de lipase de 14 U.mb Candida sp. é a levedura com maior potencial para a pémae
lipases reportada na literatura (TREICHEL et abDl®. He e Tan (2006) usaram a
metodologia da superficie de resposta para otinozareio de cultivo para a producdo de
lipase porCandida sp. 99-125. Esses autores encontraram uma atevigaalitica 6tima de
6.230 e 9.600 U.mtem frascos agitados e em um biorreator de 5 Lentispmente.

Goldbeck e Filho (2013) testaram a atividade lipmai em meio liquido de 372
microrganismos isolados de diferentes biomas dsiBeasomente 3 cepas tiveram resultados
consideraveis, isso evidencia a dificuldade de s®ai e selecionar microrganismos
produtores de enzimas com potencial de aplicacéastnal e a grande importancia de
estudos de selecéao.

A Tabela 5 apresenta a biomassa obtida em todosnsaios. Houve influéncia
siginificativa positiva do 6leo de oliva nos tempules24, 48 e 72 h, e negativa do Tween 20
para 0s mesmos tempos, as amostras retiradas chrdthcubacéo ndo foram influenciadas
significativamente por nenhuma das variaveis.

Acikel et al. (2010), ao otimizar a producéo dedip poiRhizopus delemar encontrou
influéncia significativa das variaveis Tween 80 leodde girassol no crescimento celular,
sendo que a producao de biomassa cresceu quang® dnomento da concentracao do Tween
80 e do d6leo de girassol.

Os resultados da biomassa quando comparados code adividade enzimatica

mostram que as maiores atividades enziméticas esldcionadas com baixos valores de
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biomassa, como se observa nos ensaios 5 (24, 82h¢ 9 (48h) e 8 (24 h). A adicéo de
surfactantes ao meio de cultura pode resultar emaumento da secre¢do de enzimas
lipoliticas por certos microrganismos, devido ao sfeito em enzimas ligadas nas células ou
a alteracdes na permeabilidade celular levandoiarrsecrecédo da proteina (COSTAS et al.,
2004; BINDIYA; RAMANA, 2012). O que pode explicariafluencia negativa do Tween 20
na producdo de biomassa, tendo em vista que estegntrava no maior nivel para a maioria

dos ensaios onde se obteve melhores resultaddwvidede enzimatica.

Tabela 5Resultados obtidos pelo Planejamento Experimé&tsakett-Burman para
a biomassa em (gi).

Ensaio 24 h 48 h 72 h 96 h
1 7,6 10,4 10,9 7,2
2 57 10,2 13 12,5
3 3,8 6,5 7,9 8,8
4 7,7 11,1 12 10,3
5 3,9 6,2 6,7 6,9
6 5,9 7,2 11,4 13,7
7 4,1 6,4 8.8 8,3
8 4.4 5,2 6,9 8,3
9 3,7 4,6 6 8,5
10 5,6 7,4 7,8 9,8
11 5,3 7 11,3 13,2
12 4,3 51 6,5 8,3

6.3.2. Delineamento Composto Central Rotacional (DCR)

Com base nos resultados obtidos no PB-12 foi @&dizim DCCR (3 com quatro
pontos axiais e trés pontos centrais, totalizariderisaios, com o objetivo de maximizar as
condicdes de cultivo para a producgéo de lipasezafigveis independentes utilizadas foram o
Tween 20 e o (N|J.SQy, pois foram as Unicas estatisticamente signifiagtno experimento
anterior. As demais variaveis foram arbitrariamdidadas em 10 g.L de 6leo, 10 g.E de
extrato de levedura, 10 ¢gtlde peptona, 1,5 gide MgSQ.7H,O, 0,7 g.[* de KHPO, e
pH 4,5. O tempo de incubacdo de 96 h foi escolldo ter apresentado duas variaveis
significativas no PB-12 (Tween 20 e o (N}$0,), enquanto nos demais apenas o {50,
foi significativo. A Tabela 6 mostra os resultadolstidos para a atividade lipolitica e

biomassa.
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Tabela 6.Resultadosla atividade lipolitica (U.mt) e biomassa (g:t) obtidos no DCCR.

Ensaio (NH).SO, Tween 20 Atividade Lipolitica Biomassa
1 2,18 (-1) 1,58 (-1) 10,67 4,3
2 12,82 (+1) 1,58 (-1) 36 4,5
3 2,18 (-1) 4,42 (+1) 11,33 3,6
4 12,82 (+1) 4,42 (+1) 21 2,8
5 0(-1,41) 3 (0) 13,67 3,5
6 15 (+1,41) 3(0) 54,33 31
7 7,5 (0) 1(-1,41) 41,67 3,9
8 7,5 (0) 5 (+1,41) 17,33 2,9
9 7,5 (0) 3(0) 28,67 3,4
10 7,5 (0) 3(0) 20,67 2,8
11 7,5 (0) 3 (0) 19,33 3,5

Segundo a analise estatistica apenas a variave]) B teve efeito significativo

sobre a producédo de lipase. Em todos os ensaiog loproducédo de lipase sendo que a

maior atividade, 54,33 U.m] ocorreu no ensaio 6 que continha a maior coragiur do

(NH4).SO,. O valor maximo de atividade lipolitica foi sintilao obtido no PB-12.

Fontes de nitrogénio organicas e inorganicas ténpajpel importante para a sintese

de enzimas. Enquanto o nitrogénio inorganico paateusilizado rapidamente, o organico

pode oferecer aminoacidos e muitos fatores paraescimento celular, 0os quais séo

necessarios para a sintese enzimatica. Portanbmsagdio usados para a producéo de lipase

(TAN et al., 2004). Diante dos resultados obtidegasnou interessante avaliar o impacto de

um incremento da concentracdo do (NBO, na atividade enzimatica. A biomassa foi

influenciada significativamente apenas pelo Twegrparém de forma negativa.

Com os resultados obtidos foi possivel determinacoeficiente de regressao

apresentado na Tabela 7. Os resultados mostrar@amapenas o coeficiente linear do

(NH,).SO, foi significativo (p < 0,1), indicando que as vae&s atuam de forma

independente, ndo havendo interag&o estatisticansegmificativa entre os efeitos.

Tabela 7. Resultados do coeficiente de regressao, erro paglrBimites de confianca no
estudo do efeito das variaveis independentes.

Parametros Coeficiente de Erro padrao Limite de Limite de
regressao confianca (-90%) confianca (+90%)

Média* 22,94 5,50 11,84 34,03
(NH4)2SOy (L)* 11,57 3,38 4,77 18,38
(NH4)2.SO: (Q) 2,53 4,03 -5,58 10,65
Tween (L) -6,09 3,38 -12,90 0,70
Tween (Q) 0,27 4,03 -7,85 8,39
1L x 2L -3,91 4,77 -13,52 5,69

*Parametros estatisticamente significativos, (Lap@etro linear, (Q) parametro quadratico.
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Foi possivel construir um modelo mateméatico de giianordem com o coeficiente de
regressao do parametro significativo (Equacao 1go€iciente de determinacéo obtido pela
Andlise de Variancia (ANOVA) foi de 0,76%, dados Tabela 8. O Hiculadofoi 1,78 vezes

maior que 0 Bpelade O que demonstra que o modelo € estatisticamgmigicativo.

Tabela 8.Analise de variancia no estudo dos efeitos daaweis independentes na producéo
de lipase.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Teste Fcal
variagao quadrados liberdade médio
Regressédo 1069,015 1 1069,015 11,75619
Residuos 454,660 5 90,932
Total 1918,990 10

Coeficiente de determinagéo: R?: 0,76 ktah.s 6,61 e Fcal/Ftab= 1,78
Atividade de lipase = 24,96 + 11,57(Nt6O0, (L) Equacéo (1)
6.3.3. Delineamento Inteiramente Casualizado (DIQ)ara o sulfato de aménio

Como o (NH),SO, foi positivamente significativo no DCCR, foi avalea influéncia
de diferentes concentracdes deste componente $1®01 25 e 30 g:t) na producéo de
lipase. As concentragcfes dos demais componenteeitoforam fixadas em 10 gilde oleo,

10 g.L! de extrato de levedura, 10 @.de peptona, 1,5 gide MgSQ.7H;0O, 0,7 g.[* de
KH,PQy, 1 g.L'* de Tween 20 e pH 4,5.

Houve diferenca significativa entre os tratamegtosivel de 1% de probabilidade (p
< 0,01), dados na tabela 9. Os resultados obtel@hsontram na tabela 10 onde os numeros
1, 2, 3, 4 e 5 indicam as concentracdes crescdat@sH,;),SO;.

N&o houve diferenca significativa entre os nive{2% g.L't) e 5 (30 g.[%), mas 0 5
(30 g.L?) diferiu dos niveis 1 (10 g1, 2 (15 g.[*) e 3 (20 g.[*), seria necessario um teste
em uma faixa ainda mais ampla para determinar atigiagle 6tima deste componente, mas é
possivel concluir que até a faixa de 30%g.hd0 houve prejuizo para a atividade enziméatica.

Lima et al. (2003) ao avaliarem o efeito da conmedio da fonte de nitrogénio sobre a
producdo de lipase poPenicillium aurantiogrissum fizeram um experimento com
concentracdes crescentes de sulfato de amonio cobjetivo de alcancar taxas C/N de 1,
2,5, 5 e 10. As maiores atividades lipoliticas fiorde 17 U.m[* e 13 U.mf* para as taxas

C/N iguais a 5 e 2,5, respectivamente.
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N&o houve diferenga estatisticamente significatvdre os valores de biomassa
obtidos para os diferentes tratamentos, o quegaesperado tendo em vista que desde o

primeiro experimento o incremento na biomassa a&a@lsido afetado pelo (NBSO..

Tabela 9.Andlise do Delineamento Inteiramente CasualisadG)[Para faixas crescentes de
sulfato de amonio (10, 15, 20, 25 e 309.L

FVv GL SQ QM F
Tratamentos 4 1912.84 478.21 7.4885 **
Residuo 10 638.59 63.86
Total 14 2551.44

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade<®,01)

Tabela 10 Média da atividade lipolitica e biomassa encaldrgara diferentes
concentracdes de (NHSO..

Nivel* Atividade Lipolitica Biomassa

1 (10) 8,33 3,172
2 (15) 14,67 3,432
3(20) 248 3,372
4 (25) 26,48 3,632
5 (30) 41,48 3,372

*Valores entre parénteses referem-se a concentrdeddH,),SO, em g.L, médias seguidas pelas
mesmas letras nao diferem entre si (p < 0,05); IM&ey) = 21,49; CV = 34,78%.

6.3.4. Delineamento Inteiramente Casualizado (DIQ)ara os 6leos de buriti e babacu

Foi realizada a comparacéo entre os 6leos de dlakzacu e buriti como indutores da
atividade lipolitica. Os componentes do meio fo@mesmos utilizados no DCCR, com o
(NH.),SO, fixado em 15 g.[!, alterando-se apenas os 6leos. Houve diferencifisigiva
entre os tramentos ao nivel de 1% de probabilila@e0,01), dados na Tabela 11. O 6leo de
oliva se mostrou o mais eficiente com uma atividéigelitica de 36,67 U.mt, houve
diferenca estatistica significativa entre ele e desnais, enquanto babacu e buriti ndo
apresentaram diferenga entre si, dados apresentedd@bela 12. O o6leo de oliva é o
principal substrato utilizado em cultivos visandpraducao de lipases devido ao seu elevado
teor de acido oléico, servindo ndo apenas comaananas também como fonte de carbono
para o microrganismo (DALMAU et al., 2000; D’ANNIBA et al.,, 2006; TENG et al.,
2009).
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Tabela 11.Analise Delineamento Inteiramente Casualisado J[pEZa comparacdo entre
Oleos de oliva, babacu e buriti como indutores pgseoducao de lipase.

FVv GL SQ oM F
Tratamentos 2 911,81 455,91 38,6484 **
Residuo 3 35,39 11,79
Total 5 947,20

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade<®,1)

Andrade et al. (2014) ao avaliarem a producao aetwdar de lipase poMucor
circinelloides testaram 5 0leos vegetais (oliva, girassol, castato Brasil, linhaca e soja)
com diferentes perfis de acidos graxos e encomtrava melhores valores de atividade
lipolitica nos ensaios em que o 6leo de oliva fillizado. Os autores sugerem que estes
resultados estdo relacionados com a elevada pépdes acido oléico no o6leo de oliva, que
corresponde a mais de 70%. Assim, os diferentemgfdos 6leos na producdo de lipase
estariam relacionados com o seu perfil de acidasog; com a melhor producédo sendo obtida
em funcéo do teor de acido oléico mais elevado.

Entretanto, considerando apenas a influéncia dfil mkr acidos graxos do Oleo
utilizado, era esperado que o Oleo de buriti rasat em uma atividade lipolitica semelhante
ao de oliva jA que este possui teor de &acido olé&oo torno de 73,3-78,73%
(ALBUQUERQUE et al. 2005) e o de babacu possui apamtre 9-20% segundo a RDC n°
482 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-ASX (BRASIL, 1999).

De acordo com Lotti et al. (1998) e Rathi et ab02) o carbono é o principal fator
para a expressao da atividade lipolitica, ja queeral as lipases sdo enzimas induziveis mas
0 nitrogénio e 0s outros componentes do meio regularescimento do microrganismo e o
processo fermentativo. Assim, ndo se pode relacirdividade lipolitica apenas com o teor
de &cido oléico de um dleo, pois existem interagdere todos os componentes do meio de
cultivo, inclusive entre os outros tipos de acigpaxos presentes, além de caracteristicas

proprias de cada microrganismo, e todos estesfatdetam a producao de lipase.
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Tabela 12.Média da atividade lipolitica encontrada usanda@dutor os 6leos 1 (babacu),
2 (buriti) e 3 (oliva).

Nivel* Atividade Lipolitica Biomassa

1 16,33 4,9
2 7,17 7.9
3 36,67 3,4

*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo difer¢ra sin(p < 0,05); DMS (Tukey) = 14,28; CV =
17,13%; biomassa em (gi).e de Atividade lipolitica erfJ.mL™?).

Houve diferenca estatisticamente significativa aelrde 5% entre a biomassa do 6leo
de buriti e os demais tratamentos, os quais n&oirdifn entre si. Teng et al. (2009) relatam
gue os acidos laurico, palmitico e estearico podwmimorar a producao de biomassa, mas seu
efeito ndo é tdo notavel quanto o de acido ol&egundo estes autores, a biomassa é afetada
pela taxa C/N e pelo tipo de substrato utilizadsira, mesmo para um substrato com uma
relacdo C/N elevada, a biomassa pode ser muito ma@&a do que quando comparada com
outros acidos graxos com a mesma relacdo C/N. Deasaira, o tipo de substrato utilizado

estaria diretamente relacionado ao resultado abtido
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6.4. CONCLUSAO

A linhagem T13 isolada de tucurBactris inundata) mostrou potencial lipolitico. O
emprego da metodologia de Plackett-Burman permaiuselecdo das variaveis que
influenciaram significativamente a producdo da mwazi destacando-se a influéncia
significativa do sulfato de amonio, o 6leo de olfeao melhor indutor para a atividade de

lipase pela linhagem avaliada neste estudo.
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7. CONCLUSAO GERAL

Os frutos do Cerrado Tocantinense avaliados nested@ sdo uma boa fonte de
microrganismos com capacidade produtora de enzibDegido as caracteristicas proprias
destes frutos, todos ricos em lipideos, as levedsganostraram boas produtoras de lipase.

Como vérias leveduras produziram halo caracteoistec atividade lipolitica no meio
soélido € interessante que mais trabalhos sejanzadak avaliando o seu comportamento em
meio submerso, ja que este é o mais usado do dentista industrial.

Tanto em meio sélido quanto em meio submerso fostadada atividade lipolitica. A
metodologia estatistica Plackett-Burman e o Delemm Composto Central Rotacional
foram Uteis no processo de otimizacdo da produg@mdima.

A linhagem T13 apresentou uma boa producéo sengdoriemte a realizacdo de mais
estudos com a finalidade de avaliar a sua posstiigiacdo industrial. Tendo sido o sulfato

de ambnio determinante para a atividade enzimahtéa.
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APENDICE A — Andlise de variancia (ANOVA) para o delineamentadRétt-

Burman.

Tabela 1.Analise de variancia (ANOVA) para as atividadesimdticas obtidas no PB-12
com 24 h de incubacéo.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
guadrados liberdade meédio
Oleo 28,009 1 28,009 0,1914310,691312
Ext. de Lev. 54,898 1 54,898 0,3752060,583485
Peptona 44,083 1 44,083 0,3012910,621288
(NH4)2SO* 1226,815 1 1226,815 8,3847610,062724
Tween 20 261,333 1 261,333 1,786103,273723
MgSQO,.7H,O 70,083 1 70,083 0,478990 0,538637
KH.PO, 13,370 1 13,370 0,091381 0,782175
pH 71,704 1 71,704 0,490065 0,534302
Erro 438,944 3 146,315
Total 2209,241 11

*Parametros estatisticamente significativos, R2800

Tabela 2. Analise de variancia (ANOVA) para as atividadesimdticas obtidas no PB-12
com 48 h de incubagéo.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
guadrados liberdade médio
Oleo 81,815 1 81,815 0,72174  0,457994
Ext. de Lev. 12,000 1 12,000 0,10586  0,766280
Peptona 100,148 1 100,148 0,88347  0,416594
(NH,)2.SO* 3093,370 1 3093,370 27,288500,013645
Tween 20 29,037 1 29,037 0,25615 0,647624
MgSQO,.7H,0O 1,815 1 1,815 0,01601  0,907317
KH.PO, 62,259 1 62,259 0,54923  0,512372
pH 100,148 1 100,148 0,88347  0,416594
Erro 340,074 3 113,358
Total 3820,667 11

*Parametros estatisticamente significativos, R2940
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Tabela 3. Analise de variancia (ANOVA) para as atividadesimidticas obtidas no PB-12

com 72 h de incubacéo.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
guadrados liberdade meédio
Oleo 130,021 1 130,021 1,0031910,390344
Ext. de Lev. 175,058 1 175,058 1,3506800,329214
Peptona 20,021 1 20,021 0,154473),720561
(NH,4)2SO* 1011,391 1 1011,391 7,803508 0,068221
Tween 20 238,521 1 238,521 1,84033@),267972
MgSQO,.7H,O 5,558 1 5,558 0,042882 0,849206
KH.PO, 123,521 1 123,521 0,953040 0,400945
pH 387,225 1 387,225 2,9876760,182346
Erro 388,822 3 129,607
Total 2480,137 11

*Parametros estatisticamente significativos, R2840

Tabela 4. Analise de variancia (ANOVA) para as atividadesim@dticas obtidas no PB-12

com 96 h de incubagéo.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
guadrados liberdade médio
Oleo 65,333 1 65,333 0,81692  0,432706
Ext. de Lev. 3,000 1 3,000 0,03751  0,858799
Peptona 75,000 1 75,000 0,93779  0,404278
(NH,).SOs* 1496,333 1 1496,333 18,70994 0,022779
Tween 20* 464,593 1 464,593 5,80920  0,094998
MgSOy. 7H,0O 1,815 1 1,815 0,02269  0,889819
KH,PO, 81,815 1 81,815 1,02300 0,386301
pH 62,259 1 62,259 0,77848  0,442578
Erro 239,926 3 79,975
Total 2490,074 11

*Parametros estatisticamente significativos, R2960



74

Tabela 5.Analise de variancia (ANOVA) para as biomassasdaistino PB-12 com 24 h de

incubacéao.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
guadrados liberdade meédio

Oleo* 9,72000 1 9,720000 24,994290,015397

Ext. de Lev. 1,76333 1 1,763333 4,53429  0,123083

Peptona 2,08333 1 2,083333 535714  0,103599

(NH4)2SOy 0,75000 1 0,750000 1,92857  0,259057

Tween 20* 4,56333 1 4,563333 11,734290,041674

MgSQO,.7H,O 0,56333 1 0,563333 1,44857  0,315068

KH,PO, 0,00333 1 0,003333 0,00857  0,932072

pH 0,85333 1 0,853333 2,19429  0,235118

Erro 1,16667 3 0,388889

Total 21,46667 11

*Parametros estatisticamente significativos, R2340

Tabela 6. Analise de variancia (ANOVA) para as biomassasdabtno PB-12 com 48 h de

incubacéo.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
guadrados liberdade médio

Oleo* 26,10750 1 26,10750 10,628410,047127

Ext. de Lev. 0,00750 1 0,00750 0,00305  0,959408

Peptona 3,30750 1 3,30750 1,34649  0,329845

(NH,).SOy 0,00083 1 0,00083 0,00034  0,986461

Tween 20* 14,30083 1 14,30083 582189  0,094774

MgSOy. 7H,0O 0,00083 1 0,00083 0,00034  0,986461

KH.PO, 0,36750 1 0,36750 0,14961  0,724714

pH 0,30083 1 0,30083 0,12247  0,749499

Erro 7,36917 3 2,45639

Total 51,76250 11

*Parametros estatisticamente significativos, R2850
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Tabela 7. Analise de variancia (ANOVA) para as biomassasdabtno PB-12 com 72 h de

incubacéao.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
guadrados liberdade meédio

Oleo* 17,28000 1 17,28000 8,37480  0,062812

Ext. de Lev. 6,75000 1 6,75000 3,27141  0,168209

Peptona 3,63000 1 3,63000 1,75929  0,276648

(NH4)2SOy 0,48000 1 0,48000 0,23263  0,662581

Tween 20* 20,80333 1 20,80333 10,08239,050276

MgSQO,.7H,O 2,43000 1 2,43000 1,17771  0,357242

KH,PO, 1,61333 1 1,61333 0,78191  0,441681

pH 8,00333 1 8,00333 3,87884  0,143520

Erro 6,19000 3 2,06333

Total 67,18000 11

*Parametros estatisticamente significativos, R2360

Tabela 8 Andlise de variancia (ANOVA) para as biomassaidab no PB-12 com 96 h de

incubacéo.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
guadrados liberdade médio

Oleo 2,08333 1 2,08333 0,4481360,551135

Ext. de Lev. 10,08333 1 10,08333 2,168971,237229

Peptona 0,56333 1 0,56333 0,12117®,750757

(NH,)2SO, 3,20333 1 3,20333 0,689054 0,467371

Tween 20 1,20333 1 1,20333 0,258843),645972

MgSOy. 7H,0O 11,60333 1 11,60333 2,4959370,212267

KH.PO, 5,88000 1 5,88000 1,264818 0,342603

pH 10,08333 1 10,08333 2,1689770,237229

Erro 13,94667 3 4,64889

Total 58,65000 11

*Parametros estatisticamente significativos, RZZ60
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APENDICE B — Andlise de variancia (ANOVA) para o Delineamentar@osto
Central Rotacional.

Tabela 7. Analise de variancia (ANOVA) para a atividade enzimaticdids# através do
DCCR.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
guadrados liberdade meédio

(NH,)2SO, (L)* 1069,015 1 1069,015 11,75619 0,018661

(NH4)2SO, (Q) 35,958 1 35,958 0,39544  0,557059

Tween 20 (L) 296,654 1 296,654 3,26237  0,130709

Tween 20 (Q) 0,409 1 0,409 0,00450  0,949144

1L X 2L 61,361 1 61,361 0,67480  0,448764

Erro 454,660 5 90,932

Total 1918,990 10

*Parametros estatisticamente significativos, RZZ60

Tabela 8.Estimativa dos efeitos das variaveis independeragsoducdo de lipases.

Parametros Efeito Erro padrao t(5) p

Média* 22,9367 5,505448 4,16618 0,008771
(NH4)2SO; (L)* 23,1539 6,752902 3,42873 0,018661
(NH4)2SO;s (Q) 5,0672 8,057969 0,62884 0,557059
Tween 20 (L) -12,1971 6,752902 -1,80620 0,130709
Tween 20 (Q) 0,5402 8,057969 0,06705 0,949144
1L X 2L -7,8333 9,535829 -0,82146 0,448764

*Parametros estatisticamente significativos, RZZ0

Tabela 9. Estimativa dos efeitos das varidveis independentesproducdo de lipases
excluindo as variaveis que ndo foram significativas

Parametros Efeito Erro padrao t(5) p
Média* 24,96970 2,930121 8,521730 0,000013
(NH,)>SO; (L)* 11,57694 3,440993 3,364418 0,008330

*Parametros estatisticamente significativos, R2550
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Tabela 10.Analise de variancia (ANOVA) para as biomassagiabtno DCCR.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
guadrados liberdade médio
(NH4)2SOq (L) 0,169867 1 0,169867 1,05090 0,352312
(NH4)2SOs (Q) 0,121745 1 0,121745 0,75319  0,425153
Tween 20 (L)* 1,819927 1 1,819927 11,259170,020208
Tween 20 (Q) 0,218995 1 0,218995 1,35484  0,296952
1L X 2L 0,250000 1 0,250000 1,54665  0,268758
Erro 0,808198 5 0,161640
Total 3,316364 10
*Parametros estatisticamente significativos, R0
Tabela 11.Estimativa dos efeitos das variaveis independarddsomassa.
Parametros Efeito Erro padrao t(5) p
Média* 3,231551 0,232118 13,92205 0,000034
(NH4)2S0Oq (L) -0,291868 0,284712 -1,02514 0,352312
(NH4)2SO, (Q) 0,294845 0,339735 0,86787 0,425153
Tween 20 (L)* -0,955342 0,284712 -3,35547 0,020208
Tween 20 (Q) 0,395443 0,339735 1,16397 0,296952
1L X 2L -0,500000 0,402044 -1,24364 0,268758

*Parametros estatisticamente significativos, RZZ0



