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RESUMO

NUNES, Patricia Martins Botelho. Producdo de lipases associadas as células de
Yarrowia lipolytica usando 6leo de fritura residual. Orientadoras: Priscilla Filomena
Fonseca Amaral, Maria Helena Miguez da Rocha Ledo e Ana Iraidy Santa Brigida. Rio
de Janeiro. 2015. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioguimicos).

Lipases sdo enzimas que apresentam um amplo uso na industria e o interesse na
aplicacdo destas enzimas em bioprocessos industriais esta crescendo por causa de sua
versatilidade. Novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas para contornar a limitacéo
econbmica e lipases com propriedades mais especificas estdo sendo investigadas. Entre
0s micro-organismos produtores de lipases, Yarrowia lipolytica tem atraido um grande
interesse na area de biotecnologia, por ter a capacidade para excretar diferentes
metabdlitos em grandes quantidades. Para a producdo de lipase intracelular faz-se
necessario o uso de um oOleo indutor. O dleo de fritura é geralmente descartado
indevidamente no sistema de esgoto e € um residuo que se acumula e causa prejuizo
ambiental. Neste trabalho foi realizado um estudo da producdo de lipases associadas as
células, utilizando 6leo de fritura residual (OFR) como indutor. Além disso, duas
metodologias de obtencdo das enzimas (vortex e ultrassom) foram avaliadas. O
ultrassom foi mais eficiente como método de extracdo de proteinas da célula e obtencao
de lipases associadas. O OFR apresenta, em sua composicdo, acidos graxos e
triglicerideos em quantidade suficiente para induzir de forma eficiente a producdo de
lipases (méaximo de atividade lipolitica 400 U/g), porém ele se mostrou menos eficiente
que o azeite de oliva, 6leo descrito como principal indutor. Os extratos brutos obtidos
com o OFR apresentaram maior especificidade por substratos de cadeias longas.
Enquanto que os extratos obtidos com o azeite de oliva apresentam maior afinidade por
substratos mistos. Os extratos obtidos com os dois indutores apresentaram pH e
temperatura 6timos para a hidrélise de p-nitrofenil laurato a pH 7,0 e a 37 °C. Tem-se,

portanto, dois tipos de biocatalisador com potenciais aplica¢6es distintas.

Palavras-Chave: 1. Lipases associadas. 2. Yarrowia lipolytica. 3. Extracdo por

ultrassom 4. Oleo de fritura residual.
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ABSTRACT

NUNES, Patricia Martins Botelho. Production of associated lipases of Yarrowia
lipolytica from residual frying oil. Rio de Janeiro, 2015. Advisors: Priscilla Filomena
Fonseca Amaral, Maria Helena Miguez da Rocha Ledo e Ana Iraidy Santa Brigida. Rio

de Janeiro. 2014. D.Sc. Thesis (Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos).

Lipases are enzymes that have a wide use in industry and the interest in the
application of these enzymes in industrial bioprocesses is growing for its versatility.
New technologies are being developed to overcome the economic limitation and lipases
with more specific properties are being investigated. Some microorganisms have
extracellular lipase and enzymes which are associated to cells. Among the
microorganisms capable of producing lipase, Yarrowia lipolytica has attracted great
interest in biotechnology, to have the ability to excrete different metabolites in large
quantities. Many studies show the production of intracellular lipase with olive oil as
inducer. The residual frying oil is usually discarded improperly in the sewage system
and is a residue that accumulates and causes environmental damage. In this work we
present a comparative study of the intracellular lipases production, using olive oil and
residual frying oil as inducers. In addition, a study of two methods for obtaining
intracellular enzymes (vortex and ultrasound) were performed. Ultrasound was more
efficient as a method of extracting proteins from the cell and obtaining intracellular
extracts. It was observed that the residual frying oil, despite having a different fatty
acids composition of olive oil was efficient to produce associated lipases. The fatty
acids and triglycerides in this residue were in amount sufficient to induce the production
of associated lipases (lipolytic activity up to 400 U / g), but it was less efficient than
olive oil (max lipase activity 600 U / g). The cell associated and released crude extracts
obtained by the OFR had higher specificity for long-chain substrates. While the extracts
obtained with the olive oil had a higher affinity for mixed substrates. The extracts
obtained with OFR and olive oil showed optimum pH and temperature for hydrolysis of
p-nitrophenyl laurate at pH 7.0 and 37 ° C. Therefore, two types of biocatalyst were

produced with different applications potentials.

Keyword: 1. Associated lipases. 2. Yarrowia lipolytica. 3. Extraction by ultrasound

waves. 4. Residual frying oil.
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automatico a 250rpm, 28°C em meio de cultura YPG (glicerol P.A. 20 g/L; peptona 6,4
g/L; extrato de lévedo 10 g/L e antifoam 204 1g/L), YPGB (glicerina bruta 20 g/L;
peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L e antifoam 204 1g/L), YPGBO (YPGB
acrescido de 1 % de azeite de oliva) e YPGBOF (YPGB acrescido de 1 % de 6leo de
fritura residual). A curva representa o perfil de crescimento obtido com pelo menos 3
cinéticas de crescimento celular.

Figura 5.5. Imagens obtidas a partir de microscopio Otico de amostras contendo
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 (aumento de 400x). Em (A) observa-se as células
na presenca de azeite de oliva antes do procedimento de extracdo, em (B) sdo
visualizadas células apds o procedimento com pérolas de vidro e vortex e em (C) as
células apos a exposicao ao ultrassom.

Figura 5.6. Imagens obtidas a partir de microscopio 6tico de amostras contendo
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 (aumento de 400x). Em (A) observa-se as células
na presenca de azeite de oliva ap6s o procedimento com pérolas de vidro e vortex e em
(B) as células apds a exposicdo ao ultrassom.

Figura 5.7. Viabilidade celular de células de Y. lipolytica determinada ap6s o
procedimento de extragdo com ultrassom com azul de metileno

Figura 5.8. Porcentagem de atividade hidrolitica detectada nas fracbes extracelular e
intracelular utilizando os indutores azeite de oliva e 6leo de fritura residual (OFR), em
24 h de cultivo.

Figura 5.9 Atividade hidrolitica obtida em cultivo de Y. lipolytica realizado em
microplaca, em meio OOm (peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L e emulsdo

contendo 20 % de azeite de oliva). Células foram submetidas a diferentes poténcias
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acusticas por 30 segundos em sonicador, a 20kHz de frequéncia, com poténcia
ultrassdnica maxima de 130 W.

Figura 5.10. Atividade hidrolitica obtida em cultivo de Y. lipolytica realizado em
microplaca, em meio OOm (peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L e emulsdo
contendo 20 % de azeite de oliva). Células foram submetidas a diferentes poténcias
acusticas por 1 minuto em sonicador, a 20kHz de frequéncia, com poténcia ultrassonica
méaxima de 130 W.

Figura 5.11. Atividade hidrolitica obtida em cultivo de Y. lipolytica realizado em
microplaca, em meio OOm (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulsdo
contendo 20 % de azeite de oliva). Células foram submetidas a diferentes poténcias
acusticas por 2 minutos em sonicador, a 20kHz de frequéncia, com poténcia ultrassonica
maxima de 130 W.

Figura 5.12. Atividade hidrolitica nas células (LA) apds sonicacdo, em cultivo de Y.
lipolytica realizado em microplaca, em meio OOm (peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo
10 g/L e emulsdo contendo 20 % de azeite de oliva). Células foram submetidas a
diferentes poténcias acusticas por 30 segundos, 1 e 2 minutos em sonicador, a 20kHz de
frequéncia, com poténcia ultrassénica maxima de 130 W.

Figura 5.13. Atividade hidrolitica liberada (LL) ap6s sonicacdo, em cultivo de Y.
lipolytica realizado em microplaca, em meio OOm (peptona 6,4 g/L; extrato de l1évedo
10 g/L e emulsdo contendo 20 % de azeite de oliva). Células foram submetidas a
diferentes poténcias acusticas por 30 segundos, 1 e 2 minutos em sonicador, a 20kHz de
frequéncia, com poténcia ultrassénica maxima de 130 W.

Figura 5.14. Atividade hidrolitica nas células e no tampdo em diferentes tempos de
agitacdo com vortex e ap0ds o tratamento com ultrassom a 20 kHz de frequéncia, com
poténcia 39 W, durante 1 minuto. As células de Y. lipolytica foram cultivadas por 15 h,
em Erlenmeyer, em meio AOm (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulséo
contendo 20 % de acido oleico).

Figura 5.15. Atividade hidrolitica das células apds serem submetidas a 3 minutos de
vortex e a diferentes tempos de ultrassom a 20 kHz de frequéncia, com poténcia 39 W.
As células de Y. lipolytica foram cultivadas por 15 h, em Erlenmeyer, em meio AOm
(peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulsdo contendo 20 % de acido oleico).
Figura 5.16. Atividade hidrolitica e a concentracdao de proteina no tampdao antes e ap0s
o0 tratamento com vortex durante 3 minutos e ultrassom a 20 kHz de frequéncia, com
poténcia 39 W. As células de Y. lipolytica foram cultivadas por 15 h, em Erlenmeyer,
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em meio AOm (peptona 6,4 g/L; extrato de lIévedo 10 g/L e emulsdo contendo 20 % de
acido oleico).

Figura 5.17. Eletroforese de proteinas em gel de Bis-Tris a 12% das células e do
sobrenadante (tampao MOPS) antes e ap6s o tratamento com vortex durante 3 minutos e
tratamento com ultrassom 20 kHz de frequéncia e a 39 W de poténcia, durante 30
segundos e 1 minuto. As células de Y. lipolytica foram cultivadas por 15 h, em
Erlenmeyer, em meio AOm (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulsdo
contendo 20 % de &cido oleico).

Figura 5.18. Eletroforese de proteinas em gel de Bis-Tris a 12% do sobrenadante
(tampdo MOPS) antes e ap0s o tratamento com vortex durante 3 minutos e tratamento
com ultrassom 20 kHz de frequéncia e a 39 W de poténcia, durante 1 e 4 minutos. As
células de Y. lipolytica foram cultivadas por 15 h, em Erlenmeyer, em meio AOm
(peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulsao contendo 20 % de acido oleico).
Figura 5.19. Cinética de crescimento celular e consumo de substrato para Y. lipolytica
em meio com 3% de indutor (meio AO). Os cultivos foram realizados em microplacas
com 2 mL de meio de cultura, 250 rpm e 28 °C.

Figura 5.20. Cinética de crescimento celular e producdo de lipases de Y. lipolytica,
cultivada em meio com 3% de &cido oleico, em microplacas a 250 rpm e 28 °C. LE
(lipase extracelular), LA (lipase associada) e LL (lipase liberada).

Figura 5.21. Atividade hidrolitica das lipases de Y. lipolytica 50682 em meio OO com 1
% de azeite de oliva, cultivadas em Erlenmeyers, a 250 rpm/ 28°C, por 168 h. As linhas
entre 0s pontos sdo somente para facilitar a visualizacdo e ndo representam dado
experimental.

Figura 5.22. Representacao esquematica do mecanismo de lipdlise e captacdo de acidos
graxos em cultivos com Y. lipolytica (NAJJIAR et al., 2011).

Figura 5.23. Atividade hidrolitica das lipases de Y. lipolytica 50682 em meio de cultura
com 1 % de o6leo de fritura residual, cultivadas em Erlenmeyers, a 250 rpm/ 28°C, por
168 h. As linhas entre os pontos sdo somente para facilitar a visualizacdo e ndo
representam dado experimental.

Figura 5.24. Atividades hidrolitica e lipolitica das fracoes intracelulares produzidas por
Y. lipolytica 50682, em meio OO em cultivos em erlenmeyers, 250 rpm, 28 °C.

Figura 5.25. Atividades hidrolitica e lipolitica das fragoes intracelulares produzidas por

Y. lipolytica 50682, em meio OF em cultivos em erlenmeyers, 250 rpm, 28 °C.
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Figura 5.26. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y.
lipolytica 50682, em meio OO. Foram utilizados substratos de diferentes tamanhos de
cadeia carbdnica, as rea¢es ocorreram a 37 °C, em tampao fosfato de potassio 50 mM,
pH 7. EBL (extrato bruto liberado) apresentou atividade maxima de 16,2 U/g e EBA
(extrato bruto associado) apresentou atividade maxima de 169,0 U/g.

Figura 5.27. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y.
lipolytica 50682, em meio OF. Foram utilizados substratos de diferentes tamanhos de
cadeia carbdnica, as reacdes ocorreram a 37 °C, em tampéo fosfato de potassio 50 mM,
pH 7. EBL (extrato bruto liberado) apresentou atividade maxima de 59,4 U/g e EBA
(extrato bruto associado) apresentou atividade maxima de 223,4 U/g.

Figura 5.28. Influéncia da concentracdo de substrato na velocidade inicial da reacéo de
hidrolise de paranitrofenil laurato, em pH 7, a 37 °C, catalisada pelo extrato de lipases
de Y. lipolytica liberadas ap6s sonicacéo.

Figura 5.29. Influéncia da concentracdo de substrato na velocidade inicial da reacéo de
hidrélise de paranitrofenil laurato, em pH 7, a 37 °C, catalisada pelo extrato de lipases
de Y. lipolytica associadas as células, apos sonicacéo.

Figura 5.30. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y.
lipolytica 50682, em meio OF. Foi utilizado paranitrofenil laurato como substrato, as
reagOes ocorreram a 37 °C, em tampdes de diferentes pH (3, 7 e 9).

Figura 5.31. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y.
lipolytica 50682, em meio OO. Foi utilizado paranitrofenil laurato como substrato, as
reagOes ocorreram a 37 °C, em tampdes de diferentes pH (3, 7 e 9).

Figura 5.32. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y.
lipolytica 50682, em meio OF. Foi utilizado paranitrofenil palmitato como substrato, as
reacOes ocorreram em pH 7,0, diferentes temperaturas (25 a 60 °C).

Figura 5.33. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y.
lipolytica 50682, em meio OO. Foi utilizado paranitrofenil palmitato como substrato, as
reacOes ocorreram em pH 7,0, diferentes temperaturas (25 a 60 °C).

Figura 5.34. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y.
lipolytica 50682, em meio OO e meio OF, armazenados a 30, 4 e -4 °C, por até 60 dias.
Foi utilizado paranitrofenil palmitato como substrato, as reacdes ocorreram a 37 °C, em

tampéao pH 7.
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Figura 5.35. Eletroforese de extratos brutos enzimaticos obtidos atraves de sonicacao,
em 24h de cultivo de Y. lipolytica, na presenca de azeite de oliva e dleo de fritura
residual, revelada com Coomasie.

Figure 5.36. Imagem obtida da eletroforese em gel de agarose 0,75 % do DNA
gendmico extraido de Yarrowia lipolytica 50682 e Yarrowia lipolytica Polg. O gel foi
corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta.

Figura 5.37. Imagem do gel de eletroforese em agarose dos produtos de PCR obtidos
com a condicdo 2 em tampdo NH4: (1) Yarrowia lipolytica Polg Lip 7 RNAse +, (2)
Yarrowia lipolytica 50682 Lip 7 RNAse +, (3) Yarrowia lipolytica Polg Lip 7 RNAse -,
(4) Yarrowia lipolytica 50682 Lip 7 RNAse -, (5) Controle sem DNA, (6) Yarrowia
lipolytica Polg Lip 8 RNAse +, (7) Yarrowia lipolytica 50682 Lip 8 RNAse +, (8)
Yarrowia lipolytica Polg Lip 8 RNAse -, (9) Yarrowia lipolytica 50682 Lip 8 RNAse -,
(10) Controle sem DNA.

Figura 5.38. Imagem dos géis de eletroforese em agarose 0,75 % dos produtos da PCR
nédo purificado e purificado obtidos com a condi¢do 2 em tampdo NH4: (7) Yarrowia
lipolytica 50682 Lip 8 RNAse + e (9) Yarrowia lipolytica 50682 Lip 8 RNAse -.

Figura 5.39. Vector de clonagem pJET1.2/blunt com a lista das endonucleases de
restricdo que possuem locais de reconhecimento Unicos que ladeiam o local de insercéo
do DNA clonado (MCS) (Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit).
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1. INTRODUCAO

Lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3.) sdo enzimas que catalisam a
hidrolise de ligacbes éster de triacilgliceréis de cadeias longas de &cidos graxos,
formando &cidos graxos livres, glicerol, diacilglicerol e monoacilglicerol. Estas
enzimas, que pertencem ao grupo das esterases, apresentam a capacidade de catalisar,
preferencialmente, a hidrolise de ésteres de acidos graxos insoluveis em agua, o0 que as
diferencia das outras esterases, que agem sobre ésteres soluveis. Além disso, outra
caracteristica que vem sendo descrita para diferenciar as lipases é a capacidade destas
hidrolisarem triacilglicer6is com cadeia maior ou igual a 10 carbonos, enquanto que as
esterases utilizam como substrato apenas triacilgliceréis contendo menos de 10
carbonos na cadeia (JAEGER et al., 1999; BRIGIDA et al., 2007).

Além da hidrolise de triacilglicerois, as lipases sdo capazes, em condi¢bes
microaquosas, de catalisar a sintese de ésteres, atraves das reacdes de esterificacéo,
interesterificagcdo e transesterificacdo. Desta forma, apresentam uma grande utilizacéo
no setor industrial e é crescente o interesse de aplicacao destas enzimas em bioprocessos
industriais, devido a sua versatilidade (PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997; BRIGIDA,
2010).

Diferentes setores industriais utilizam lipases em seus processos, sendo
amplamente aplicadas na obtencdo de produtos de limpeza (detergentes), de alimentos
(queijos, chocolates), de racdo animal, no tratamento de residuos e resolucdo de
misturas racémicas. Existe também uma grande demanda destas enzimas em aplicacGes
especiais, como na industria farmacéutica e na pesquisa e desenvolvimento de testes
diagnosticos (SA-PEREIRA et al., 2008). No entanto, o alto custo das lipases ainda
mantém essa tecnologia desvantajosa economicamente para determinados processos
(RIBEIRO et al., 2011).

Novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas para contornar a limitacéo
econbmica e lipases com propriedades mais especificas estdo sendo pesquisadas (LI et
al., 2004; ADAMCZAK & BEDNARSKI, 2004; WANG et al., 2007; HA et al., 2007;).
Muitos estudos direcionados para a alteracdo do meio de cultivo de modo a otimizar a
producdo e a secrecdo destas enzimas vém sendo feitos e a aplicacdo de lipases
imobilizadas tem permitido diminuir custos devido a possibilidade de reutilizacdo das

enzimas em Varios ciclos e a sua utilizagdo em processos continuos (ADAMCZAK &



BEDNARSKI, 2004; TAN et al., 2003, BURKERT, et al., 2004; ELLAIAH, et al.,
2004; LI et al., 2004).

Alguns micro-organismos apresentam, além da fracdo extracelular, fracbes de
lipase que permanecem ligadas a célula (OTA et al., 1982). As lipases extracelulares ja
sdo extensivamente utilizadas industrialmente, mas, as fracdes intracelular e ligada a
célula possuem pequena aplicacdo, devido as dificuldades de extracdo e purificacéo.
Uma alternativa para a utilizacdo destas fracbes seria usar as préprias células em
bioprocessos industriais ou a imobilizacdo passiva destas células em particulas de
suporte para biomassa (ADAMCZAK & BEDNARSKI, 2004; IFTIKHAR et al., 2008).

Yarrowia lipolytica é uma levedura “nao-convencional” e seu estudo tem atraido
grande interesse na area biotecnoldgica por possuir a capacidade de excretar diversos
metabolitos em grande quantidade — acidos organicos e proteinas extracelulares — sendo
muito usada para expressao e secrecdo de proteinas especificas (BARTH e
GAILLARDIN, 1997). Apresenta também a capacidade de produzir lipase e muitos
trabalhos com esta levedura utilizam meio contendo 6leo de oliva como indutor. Sabe-
se que a lipase é produzida no inicio do cultivo, mas se acumula na célula e passa a ser
excretada quando a disponibilidade de substrato diminui e a liberacdo da enzima se
torna necessaria para assimilacdo do substrato remanescente (PEREIRA-MEIRELLES
et al., 2000).

A gama de substratos utilizados por Yarrowia lipolytica inclui alcanos, acidos
graxos, &cidos organicos, proteinas e alguns acucares (principalmente glicose). A
levedura Y. lipolytica é geralmente isolada de meios contendo fonte de carbono lipidica,
tais como ambientes poluidos, como a Baia de Guanabara (HAEGLER &
MENDONCA-HAEGLER, 1981), laticinios, flora de queijos picantes (BARTH &
GAILLARDIN, 1997), produtos avicolas crus (ISMAIL et al., 2001), e ¢
particularmente adaptada a substratos hidrofébicos.

O oleo de fritura utilizado repetidas vezes em residéncias e estabelecimentos
comerciais, geralmente, € descartado de forma inadequada no sistema de esgoto e se
constitui em um residuo que se acumula nas tubulagées, podendo levar ao entupimento
das redes. Politicas de descarte adequado e estudos para a reutilizacdo do 6leo de fritura
residual estdo ganhando destaque e incentivo dos governos (ZUCATTO et al., 2013).
Existem varias formas de reciclagem dos Oleos e gorduras residuais, entre elas, a
producdo de sabdo, cola, tinta e a formulagdo de racdo animal. Diversos trabalhos
relatam também a utilizacdo deste residuo para a producdo de biodiesel e muitos estados
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brasileiros ja possuem politicas de coleta seletiva do 6leo de fritura residual com esse
objetivo (PINTO, 2009; JUNIOR, 2011).

Pesquisas para a utilizacdo de residuos na producdo de lipases ja estdo sendo
realizadas. Bactérias e leveduras, cultivadas em 6leo de fritura residual, sdo capazes de
produzir lipases e bons resultados foram obtidos com bactérias do género Pseudomonas,
cultivadas em residuos do processo de fritura de azeite de oliva e 6leo de girassol
(HABA et al., 2000). A levedura Geotrichum candidum, quando cultivada na presenca
de Oleo de canola, ap6s ser utilizado para fritar batatas, produziu tanto lipases
extracelulares quanto intracelulares (RYWINSKA et al., 2008).

Neste contexto, este trabalho visa contribuir, principalmente, para 0s processos
biotecnoldgicos que utilizam a lipase como biocatalisador e vem colaborar para o
avanco do estudo de lipases intracelulares, fornecendo conhecimento sobre a producéo
de lipases intracelulares de Yarrowia lipolytica, criando a possibilidade de realizacdo de
outras pesquisas para a sua aplicacdo industrial. Além disso, vale ressaltar que o estudo
da utilizacdo de um residuo, o 6leo de fritura residual, para a obtencdo desta enzima
pode contribuir para a redugdo nos custos de producdo e também para a minimizacao
dos impactos ambientais causados pelo seu acimulo, além de sugerir mais uma rota de
reutilizacdo deste residuo, a qual poderia trazer também beneficios sdcio-econémicos

por favorecer a logistica reversa de 6leos alimentares usados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lipases

2.1.1 Evolucéo historica da producgéo de enzimas

Desde os primérdios da humanidade as enzimas sdo utilizadas de forma natural
para a producdo de alimentos e bebidas. O estudo das enzimas comegou ha muitos anos
atras, através da observacdo de fendbmenos bioldgicos como a respiracao, digestdo e
fermentagdo. A primeira enzima descoberta foi a amilase em 1883, por Payen e Person,
em Paris. Em seguida, o fisiologista alemdo Theodor Schwann isolou uma substancia
presente no suco gastrico, responsavel pela degradacdo das proteinas e denominou-a
pepsina, a primeira enzima isolada a partir de tecido animal (PALMER & BONNER,
2007).

O nome enzima significa do grego énsimo, formado de én = em e simo =
fermento ou levedura e foi dado em uma época de muita controveérsia a respeito destas
biomoléculas. Alguns pesquisadores, entre eles Louis Pasteur, acreditavam que as
enzimas eram inseparaveis das células vivas. Porém, outros pesquisadores acreditavam
que a fermentacdo era apenas uma reacdo quimica. Em 1907, Eduard e Hans Biichner,
ganharam o Prémio Nobel de Quimica por provar que € possivel fermentacdo na
auséncia de células vivas. Os irmaos Buchner conseguiram demonstrar que o extrato de
leveduras podia converter glicose em etanol e dioxido de carbono, exatamente como as
leveduras vivas. A partir dai, estas fantasticas biomoléculas comecaram a ser
extensivamente estudadas, passaram a ser designadas pelo nome do primeiro substrato
em que sua acao foi observada, seguido do sufixo ase e diversos estudos forneceram
informac0es a respeito de sua especificidade, estrutura proteica e purificagdo (PALMER
& BONNER, 2007; WANDERLEY et al., 2011).

Enzimas participam de todas as reacfes essenciais & vida. Apresentam estrutura
majoritariamente proteica e sdo produzidas exclusivamente por seres vivos. Sao
catalisadores naturais e, portanto, apresentam a funcdo de viabilizar o metabolismo
celular (catabolico e anabolico) através da diminuicdo a energia de ativacdo requerida
para formar um complexo de transicdo ativado. Sem estas moléculas, as reacoes
bioldgicas seriam muito lentas, o que tornaria a vida impossivel (WANDERLEY et al.,
2011).



Enzimas sdo utilizadas em muitos processos biotecnologicos e apresentam varias
vantagens quando comparadas a catalisadores quimicos: trabalham em condicfes
brandas de temperatura e ampla faixa de pH, ndo causam danos ao meio ambiente, sdo
versateis e eficientes. Entre as caracteristicas mais marcantes no comportamento destas
moléculas encontram-se a enorme especificidade e a capacidade de aumentar a
velocidade das reaces na ordem de 10'° a 10%, em comparacdo com as mesmas
reacOes ndo catalisadas (VENTURA et al., 2008; OLIVEIRA & MANTOVANI, 2009).

Hoje, as enzimas continuam sendo alvo de inimeras pesquisas devido a sua
importancia para a vida humana seja na area médica, para o diagnostico, tratamento e
compreensdo de inUmeras doenc¢as ou na area industrial, sendo aplicadas em inimeros
processos (PALMER & BONNER, 2007).

2.1.2 Caracteristicas e aplicacdes de lipases

Lipases (triacilglicerol esteracilhidrolases E.C.3.1.1.3.) sdo enzimas
extremamente versateis que apresentam a peculiar caracteristica de serem estaveis em
meios organicos e aquosos (SHARMAN & KANWAR, 2014).

Sdo enzimas pertencentes ao grupo das esterases e catalisam a hidrolise de
ligagBes éster de triacilglicerdis de cadeias longas de acidos graxos, formando acidos
graxos livres, glicerol, diacilglicerol e monoacilglicerol. Essas enzimas também sdo
capazes, em condi¢cdes microaquosas, de catalisar a sintese de ésteres (Figura 2.1) bem
como a transesterificacdo e, desta forma, apresentam grande aplicacdo industrial,
catalisando diferentes reacbes (PAQUES & MACEDO, 2006; SHARMAN &
KANWAR, 2014).

As lipases estdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas
em plantas, animais e micro-organismos. Foram isoladas pela primeira vez em 1965, a
partir do suco pancreéatico estando relacionadas ao metabolismo lipidico. No entanto,
também € possivel encontra-las no plasma sanguineo, saliva e leite (SANGEETHA et
al.,, 2011; SHARMAN & KANWAR, 2014). As lipases de origem vegetal séo
provenientes de latex vegetais, sementes, folhas e caules, e estdo localizadas em
diferentes tecidos, relacionadas ao armazenamento de reservas energéticas (PAQUES &
MACEDO, 2006; RIBEIRO et al., 2011).



Hidrolise
RCOOR’+ H,0 ——> RCOOH + R’OH

Sintese
a) Esterificagao

RCOOH+ R’OH™> RCOOR’+ H,0

b) Interesterificagao

RCOOR’+R”COOR* ———> RCOOR* + R”COOR’
¢) Alcoolise

RCOOR’+R”OH ——> RCOOR”+ R’OH

d) Acidolise

RCOOR’+R”COOH——> R”COOR’+ RCOOH

Figura 2.1. Reagdes catalisadas por lipases (SHARMAN & KANWAR, 2014).

A principal fonte de obtencédo de lipases, para fim comercial, é a partir de micro-
organismos (bactérias, fungos filamentosos, leveduras) por meio de fermentacdo
submersa ou em estado solido. No caso especifico de leveduras, geralmente a producédo
é feita por fermentacdo em meio liquido, mas fermentacdo em estado sélido também
pode ser utilizada (TREICHEL et al., 2010; ANDUALEMA & GESSESSE, 2012).
Devido ao grande numero de organismos produtores, existem varios tipos de lipases
com diferentes especificidades quanto ao tipo de substrato e exigéncias de pH e
temperatura (RIBEIRO et al., 2011).

Lipases apresentam um enorme potencial biotecnol6gico por varias razfes: sdo
estaveis em solventes organicos, ndo necessitam de cofatores, atuam em ampla faixa de
pH e temperatura, apresentam elevada enantioseletividade, possuem alto grau de
especificidade e, por isso, suas reagdes raramente formam produtos laterais ou
secundarios (BORNSCHEUER, 2002; HOFFMAN, 2010; ANDUALEMA &
GESSESSE, 2012).

Na industria de alimentos, as lipases sdo utilizadas principalmente para a
obtencdo de &cidos graxos insaturados, os quais promovem aroma e sabor, sendo
aditivos com importante fungdo nas caracteristicas organolépticas do produto e na sua
digestibilidade. Séo utilizadas também na maturacdo de queijos e modificacdo de
manteigas, com diminuicdo do seu teor calorico. Na panificacdo, aumentam o tempo de

prateleira dos produtos. As lipases podem tambem ser usadas para melhorar o aroma de
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bebidas e na retirada de gorduras de produtos a base carne e peixe (SHARMA et al.,
2001; COELHO & SALGADO., 2008; SHARMAN & KANWAR, 2014).

Na industria de detergentes, as lipases sdo utilizadas, juntamente com proteases,
amilases e celulases, na formulacdo de produtos de limpeza, para a remocao de manchas
de gordura e sujeira de utensilios domésticos. A primeira lipase produzida para esse fim,
a LIPOLASE (Novo Nordisk®), foi lancada no mercado em 1988 e incorporada a
detergentes de diferentes marcas. Esta enzima foi produzida através de engenharia
genética e possui a capacidade de remover diferentes tipos de manchas (batom,
gorduras, manteiga, azeite, molhos, etc.) (COELHO & SALGADO, 2008; HASAN et
al., 2010).

A utilizacdo de lipases na industria farmacéutica deve-se principalmente a
enantiosseletividade exibida por estas enzimas. A resolucdo de misturas racémicas
permite a obtencdo de produtos opticamente puros, 0 que é extremamente vantajoso ja
que, em muitos casos, normalmente apenas um dos enantibmeros apresenta atividade
terapéutica (MANOEL et al., 2012). Como exemplo, pode-se citar o acido 2-fenil-
propandico, utilizado na sintese de drogas antiflamatdrias nédo esterdides (Ibuprofeno).
A forma (S)-lbuprofeno presente na mistura racémica do farmaco € 160 vezes mais
ativa que seu antipoda na inibicéo da sintese de prostaglandinas. Lipases sdo capazes de
realizar a reagdo de esterificagdo com enantiosseletividade para a forma (R)-ibuprofeno.
Desta forma, a enzima catalisa seletivamente a conversdo para (R)-éster, discriminando
0 (S)-ibuprofeno da mistura racémica, posteriormente, o &cido discriminado, (S)-
ibuprofeno, pode ser separado do meio de reacdo reagindo-o com uma base forte em
meio aquoso. A resolucdo racémica de derivados de mioinositol, importantes para o
tratamento de patologias psiquiatricas, Sindrome de Down e Alzheimer também é
realizada de forma muito eficiente por lipases de Pseudomonas sp. e pela lipase B de
Candida antarctica imobilizada, Novozym 435® (CARVALHO et al., 2005; MANOEL
etal., 2012; SHARMAN & KANWAR, 2014).

Na indudstria cosmética, estas enzimas sdo usadas na sintese de matérias-primas e
como ingredientes ativos nas formulagdes cosméticas. Um exemplo s&o os retindicos,
eles sdo importantes agentes anti-acne utilizados em cosméticos. Os derivados
hidrossoluveis da vitamina A podem ser obtidos através de catalise com lipases
imobilizadas. Também, as lipases, por realizarem hidrolise de triacilglicerdis, séo
utilizadas no tratamento da pele e cabelos oleosos, fazendo parte da formulagdo de
produtos como géis e xampus, assim como ativos que auxiliam no tratamento de
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celulite, através da lipdlise dos adipocitos (MAUGARD et al., 2002; SHARMAN &
KANWAR, 2014).

Na area ambiental, as lipases podem ser utilizadas no tratamento de efluentes
industriais e na remocdo de 6leos que poluem solos e 4gua. Além disso, também podem
ser (teis na remocdo de depdsitos de gorduras que se formam em sistemas de tubulagéo
de 4gua quente, bebidas e alimentos liquidos. A aplicagdo de micro-organismos
produtores de lipases na degradacdo de hidrocarbonetos derivados do petroleo é
sugerida como uma alternativa de biorremediacdo (HASAN et al., 2006);

As lipases apresentam uma enorme utilizacdo na industria oleoquimica. Quando
usadas como biocatalisadores proporcionam a diminui¢do dos gastos com energia e
menor degradagdo dos produtos. Estas enzimas também sdo utilizadas na modificacdo
de oleos e gorduras como, por exemplo, a sintese de acidos graxos insaturados para a
industria de alimentos. Além disso, podem promover a sintese de ésteres com 0 minimo
de reacdes secundarias, resultando na formacdo de menos subprodutos (COELHO &
SALGADO, 2008).

O biodiesel € um combustivel renovavel, produzido a partir de 6leo vegetal ou
gordura animal, que pode funcionar como um substituto para o diesel. O uso de 6leos
vegetais para a sua producdo traz varias vantagens, pois acarreta a substituicdo de
combustiveis fosseis por fontes alternativas e renovaveis de energia e nao contribui para
a emissdo de gases. A utilizacdo de lipase como biocatalisador para a producdo de
biodiesel é vantajosa, principalmente do ponto de vista ambiental e em relacdo as
condicBes operacionais, pois minimizam a necessidade de tratamento de agua residual,
facilitam o tratamento da glicerina formada e reduzem o consumo de energia no
processo. No entanto, o alto custo das lipases e os efeitos negativos para a enzima de
reagentes (metanol) e produtos (glicerol) da reacdo de transesterificacdo ainda mantém
essa tecnologia desvantajosa economicamente (MARCHETTI et al., 2007; SALUM,
2010). Além das areas mencionadas acima, as lipases também s&o utilizadas nas
industrias de couros, téxtil e de papel e celulose (COELHO & SALGADO, 2008).

Apesar da grande versatilidade dessas enzimas, seu uso industrial ainda é
limitado pelo seu elevado valor comercial, especialmente quando grande quantidade de
enzima € necessaria ou quando o produto final do processo tem baixo valor agregado
(RIBEIRO et al., 2011). Portanto, varias pesquisas tém sido feitas com o objetivo de
diminuir o custo destes biocatalisadores e, nos Ultimos anos, tém se destacado estudos
para a producgdo de lipases através de fermentagdo em estado solido, pesquisas para a
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utilizacdo da propria biomassa como biocatalisador e para a utilizacdo de residuos
agroindustriais na elaboracdo do meio de producdo (SHUHONG et al., 2010;
GALVAGNO etal., 2011; HASHEMIZADEH et al., 2011; MOFTAH et al., 2013).

Dependendo da fonte, as lipases podem apresentar atividade enzimética em pH
que varia de 4 a 9 e larga faixa de temperatura (27 a 70°C). Geralmente, lipases sdo
estaveis a temperatura ambiente e em solu¢Bes aquosas neutras, mas apresentam
atividade 6tima em temperatura entre 30 e 40°C e em pH em torno de 7 (FICKERS et
al., 2004).

A estrutura tridimensional da lipase Lip2p foi primeiramente estabelecida por
homologia de estruturas de raio-X de enzimas utilizadas como modelo, como as lipases
de Rhizomucor miehei, Rhizopus niveus, Thermomyces lanuginosa, e Aspergilus niger.
Bordes et al. (2010) demonstraram a resolucdo da estrutura cristalina de Lip2p e
confirmaram que esta enzima apresenta uma estrutura que possui um dobramento
caracteristico conhecido como dobra hidrolase o/f que também ¢ encontrado em
esterases e proteases. Lipases apresentam, em sua maioria, peso molecular variando
entre 19 e 60 kDa (FICKERS et al., 2011; ANDUALEMA & GESSESSE., 2012),
possuindo em torno de 258 e 544 residuos de aminoacidos, dos quais um grande nimero
é hidrofobico e responsavel pela interacdo entre a enzima e substratos insollveis em
agua . A estrutura da molécula ¢ composta por uma folha 3 central com até oito laminas
B (B1 - B8) conectadas por seis a hélices (A — F) e o sitio ativo é composto por uma
triade catalitica, sendo Serina-Asparagina-Histidina e Serina-Glutamina-Histidina as
mais frequentes (JAEGER & REETZ, 1998; RIBEIRO et al., 2011). A figura 2.2
mostra a estrutura tridimensional de lipase da levedura Y. lipolytica com a presenca da
triade catalitica .

Lipases sdo definidas a partir de suas caracteristicas cinéticas, utilizando como
critério a propriedade de ativagdo na presenca de substratos insolUveis em agua e
emulsionados, ou seja, na presenca de uma interface lipideo/agua. A atividade das
esterases é em fungdo da concentracdo do substrato de acordo com o modelo cléssico de
Michaelis e Menten, em meio homogéneo, ou seja, 0 substrato deve estar solvel no
meio reacional. Porém, a atividade lipasica aumenta quando ha formac&o de interfaces,
e este fendbmeno chama-se ativacao interfacial e, desta forma, a cinética de lipases néo
pode ser descrita pelas equacdes de Michaelis Menten (JAEGER & REETZ, 1998).



Lid
T88-L105

Loop
M101-H126

Figura 2.2. Representacdo da estrutura de Lip 2 de Yarrowia lipolytica: a tampa (T88-L105), as
alcas (D61-D67 e M101-H126) e a triade catalitica que compde o sitio ativo (S162-H289-D230) e
residuos de N-acetilglicosamina dos locais de glicosilagdo (N134-N113) (BORDES et al., 2010).

Muitas lipases apresentam seu sitio catalitico coberto por uma estrutura formada
por um ou mais loops-tampa lid ou aba flap. Esta regido é um elemento chave na
atividade e especificidade de lipases e é composta de uma a-hélice e dois segmentos em
dobradica em lipases fungicas. Na forma inativa, esta estrutura encontra-se fechada,
cobrindo o sitio catalitico da enzima (Figura 2.3). Na forma ativa, a tampa ¢é deslocada
para fora do sitio ativo, deixando-o totalmente acessivel ao substrato. Nesse movimento,
o lado hidrofébico fica totalmente exposto, expandindo consideravelmente a superficie
ndo polar do sitio ativo (COSTA & AMORIM, 1999; BORDES et al., 2010).

Figura 2.3. Esquema representativo das conformagdes 'fechada™ (a) e "aberta™ (b) da lipase Lip2
de Yarrowia lipolytica (BORDE et al., 2010).
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O mecanismo de ativacao interfacial pode variar significativamente de acordo
com a sua estrutura e origem da lipase (DEREWENDA, 1994; THUREN, 1988;
BORDES et al., 2010). Foram descritos dois mecanismos diferentes de ativagéo:

- Ativacdo interfacial envolvendo a mudanca conformacional por envolver
adsorcéo da enzima a interface do lipidio;

-Mecanismo de ativagdo em 2 passos: 0 primeiro envolve a adsor¢éo da enzima
na interface do lipidio e o segundo é a formacao de um complexo enzima/substrato;

Algumas lipases, apesar de possuirem a presenca da tampa, ndo apresentam a
sua atividade relacionada com a ativacdo interfacial, como, por exemplo, as lipases de
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e Candida antarctica, que apresentam
a tampa em suas estruturas, mas ndo sofrem ativacdo interfacial (FERRATO et al.,
1997). Existem também lipases que nao apresentam essa “tampa’”, como por exemplo, a
lipase de Bacillus subtilis (POUDEROYEN et al., 2001).

O mecanismo para a formac&o de ésteres e para a hidrdlise € 0 mesmo tanto para
esterases, quanto para lipases e ocorre em quatro etapas: O substrato é ligado a serina
ativa, obtendo-se um intermediario tetraédrico estabilizado pelos residuos de asparagina
e histidina. Em seguida, o alcool é libertado e um complexo acil/enzima é formado.
Entdo, ocorre o ataque de um nucledfilo (4gua, na hidrolise; alcool ou éster, na
transesterificacdo), formando novamente um intermediario tetraédrico, o qual libera o
produto (acido ou éster) e a enzima livre (BORNSCHEUER et al., 2002).

2.2. Producéo de lipases

As lipases podem ser produzidas por muitos micro-organismos e eucariontes
superiores, no entanto, a fonte microbiana € responsavel pelo fornecimento da maior
parte das lipases aplicadas industrialmente. Entre os micro-organismos produtores estdo
as leveduras, como por exemplo, Candida rugosa, C. antarctica e Y. lipolytica, as
bactérias, como P. aeruginosa e B. cepacia , e fungos filamentosos, como Geotrichum
sp.e Aspergillus niger (MESSIAS et al., 2011). A lipase de maior expressdo a nivel
industrial é a lipase tipo B de C. antarctica (CALB), ja extensivamente estudada

(BRIGIDA, 2010). Vale a pena ressaltar que também é possivel obter lipases de tecido

11



animal e de plantas, no entanto estas possuem uma aplicacdo menos expressiva, pois sdo

menos estaveis e apresentam maior dificuldade de obtencdo (MESSIAS et al., 2011).

2.2.1 Matéria-prima e Substrato

As lipases microbianas produzidas s&o principalmente extracelulares e sua
producdo sofre grande influéncia da composicdo do meio de cultura e de fatores fisico-
quimicos como temperatura, pH e oxigenacdo do meio. A producdo de lipases depende
da fonte de carbono e de nitrogénio e cada cepa produtora apresenta uma resposta
diferente a composi¢do dos meios de cultura. Meios contendo glicose, glicerol e fontes
inorganicas de nitrogénio ndo favorecem a producdo destas enzimas, por contribuirem
para o rapido crescimento das células. Muitos trabalhos relatam o glicerol como um
repressor da producéo de lipases e, aparentemente, a escassez de fontes de carbono e a
presenca de fontes de nitrogénio mais complexas favorecem a producéo destas enzimas
(FICKERS et al., 2011; SALIHU et al., 2012).

Peptona, extrato de lévedo, caseina e triptona tém sido relatadas como
excelentes fontes de nitrogénio para a producédo de lipases. Surfactantes como o Tween
80 geralmente podem ser usados para aumentar a liberacdo de lipases associadas a
parede celular e para algumas cepas também funciona como indutor da producdo de
lipases (DALMAU et al., 2000; BRIGIDA et al., 2014).

A producdo de lipases é intensa na presenca de substratos hidrofébicos, como
6leos, acidos graxos e metil ésteres (BRIGIDA et al., 2014). Acidos graxos de 16 a 22
carbonos, geralmente presentes em Oleos vegetais (oliva, soja, girassol, gergelim,
semente de algoddo, milho e amendoim) sdo excelentes indutores da producdo destas
enzimas. Esses Oleos possuem, em sua constituicdo, acido oleico e linoleico, que,
quando usados como fonte de carbono, resultam, geralmente, em altos niveis de
atividade lipasica (SHARMA et al., 2001; TAN et al., 2003; BURKERT et al., 2004).
Normalmente a atividade de lipases intra e extracelulares aumenta com o aumento da
concentracdo de lipideos fornecidos, porém niveis excessivos de lipideos podem ser
toxicos para as células (ZAREVUCKA, 2012). Os 6leos vegetais sdo consideradas
matérias-primas que permitem uma reducdo dos custos para a producdo de lipase em
escala industrial (ANDUALEMA et al., 2012). Os 6leos animais, ao contrario dos

vegetais, podem n&o favorecer a producdo de lipases (TAN et al., 2003).
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Somente uma pequena por¢do da fracdo total dos lipidios € constituida de
acidos graxos livres. A maior parte da fracdo lipidica dos Oleos vegetais se encontra

como ésteres do glicerol, ou seja, como triacilglicerois.

Azeite de Oliva como principal 6leo indutor da producdo de lipases
De acordo com a RDC (Resolugdo da Diretoria Colegiada) 270/2005 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005), azeite de oliva virgem é o

produto obtido do fruto da oliveira (Olea europaea L.), somente por processos
mecanicos ou outros meios fisicos, em condicdes térmicas, que ndo produzam alteracao
do azeite, e sem a utilizacdo de outros tratamentos além da lavagem, decantacéo,
centrifugacdo e filtracéo.

O azeite de oliva extra-virgem apresenta sabor e cheiro caracteristicos de
azeitonas de primeira qualidade, e sua acidez, expressa em &cido oléico, ndo pode ser
superior a 1g/100g (De ROSA, 2009). Cerca de 85 % do azeite de oliva é constituido
por triglicerideos, sendo o restante dos seus constituintes chamados de compostos
minoritarios e entre estes compostos estdo: hidrocarbonetos, vitamina E (a-tocoferol e
y-tocoferol), pré-vitamina A, fitosterdis, pigmentos e compostos fendlicos. Os
monoglicéridos, diglicéridos, fosfatideos, ceras e esteres de estergis também sdo
considerados compostos minoritarios (BOSKOU, 2011). A tabela 2.1. apresenta a
composicao de acidos graxos de diferentes 6leos vegetais.

Tabela 2.1. Composi¢do média percentual dos acidos graxos de diferentes 6leos vegetais (JORGE et
al., 2005; GARCIA, 2006).

Acidos Graxos Azeite de Oliva Soja Milho  Girassol
Palmitico 16:0 13,75 12,66 12 6
Estearico 18:0 2,75 3,96 2,9 4,32
Oléico 18:1 74 23,61 32,2 21,09
Linoleico 18:2 12,25 55,26 52,2 67,78
Linolénico 18:3 0,3 4,52 0,7 0,15

*Designacao de acidos graxos: 18:2, onde 18 € o numero de atomos de carbono e 2 refere-se ao nimero de insaturagoes na
cadeia carbonica.

O oleo de oliva contém cerca de 70% de &cido oléico C(18:1) e é comumente
utilizado como substrato padréo para determinacdo da atividade lipolitica. Montesinos
et al. (1996) e Pereira-Meirelles et al. (1997) confirmaram que o acido oléico, resultante

da hidrolise do 6leo de oliva, é o principal indutor da producéo de lipase.
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Os mecanismos que regulam a sintese de lipases por micro-organismos variam
dependendo de cada cepa. De acordo com Del Rio e colaboradores (1990), quando o
6leo de oliva é a unica fonte de carbono, Candida rugosa utiliza-o de modo sequencial.
O triglicerideo presente no 0leo é hidrolisado por uma pequena quantidade de lipases
provenientes do indculo do micro-organismo, gerando glicerol e &cidos graxos livres. O
glicerol € revertido em biomassa, sem produgdo de lipase e reprime o consumo de
acidos graxos. Finalmente, os acidos graxos livres sdo consumidos com a indugdo da
producdo de uma quantidade significativa de lipases.

Ferrer et al. (2001) confirmou os efeitos da glicose (repressor) e do &cido oleico
(indutor) sobre a producéo de lipases pela levedura C. rugosa. Os autores relataram que
genes codificadores de lipases podem ser agrupados em duas classes: 0S expressos
constitutivamente e os induziveis por acidos graxos. A glicose inibe a sintese de lipases
induziveis, enquanto que o 4&cido oleico parece impedir a sintese de lipases
constitutivas. Além disso, acido oleico parece favorecer o acUimulo de lipases
intracelulares e este acimulo parece estar relacionado a uma alta velocidade especifica
de crescimento celular. A adicdo de glicose ap6s o consumo de acido oleico parou a
sintese de lipases e favoreceu a liberacdo das lipases para o meio extracelular.

Pereira-Meirelles et al. (2000) propuseram um mecanismo para a producdo de
lipase por Y. lipolytica em meio contendo 6leo de oliva como indutor, relacionando o
consumo de &cido oleico, crescimento celular e a localizacdo da enzima. No inicio do
cultivo, existe uma minima gquantidade de lipase (lipase basal), provavelmente ligada a
superficie celular da levedura. O Oleo presente no meio extracelular comeca a ser
degradado pela lipase basal e, sdo liberados, &cidos graxos, 0s quais induzem a
producdo de lipases. A lipase produzida se acumula na parede celular, enquanto o
substrato é abundante. Com a continuacdo do cultivo, a disponibilidade de substrato
diminui e a liberacdo da enzima se torna necessaria para assimilacdo do substrato
remanescente. Portanto, obtém-se atividade lipasica extracelular maxima durante a fase
estacionaria do crescimento e, ap6s a exaustdo do substrato, as lipases ligadas a célula
voltam ao nivel basal (Figura 2.4).

Pereira-Meirelles et al. (1997) também compararam a utilizacdo de glicose e
oleo de oliva no meio de cultivo de Y. lipolytica, obtendo o dobro da atividade lipolitica
com a adicdo do 6leo. Além disso, foi possivel manter altos valores de atividade por um
maior periodo de tempo, o que foi atribuido pelo autor a niveis inferiores de proteases
encontrados no meio contendo 6leo de oliva. Em experimentos com a utilizacdo dos
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dois substratos concomitantemente, o pico de atividade foi deslocado para tempos
superiores (400 h), em relacdo ao meio com 6leo puro (150 h), sugerindo o consumo
preferencial de glicose nessas condi¢des. A maxima atividade lipolitica no cultivo de Y.

lipolytica foi obtida quando a concentracao inicial de 6leo foi igual a 1% (p/v).

Inicio do Cultivo
(100%; fonte de carbono)

-
Fase Exponencial f \
(93 a 50% fonte de carbono) o /
:

Transigio para Fase Diduxica®

oupara a Fase Estacionana** -

(30 a 0% fonte de carbono) ._/ O
o

o -
° i
2* faze Exponencial® ou o
Fase Estacionana™- ** °
o | o ©°

Final da Fase Estacionana ©

*meio com mais de um substrato (exemplo éleo de oliva: glicerol + acidos graxos)

**meio com apenas um substrato (exemplo glicose)
Figura 2.4. Mecanismo para a producdo de lipases por células de Y. lipolytica (PEREIRA-
MEIRELLES et al., 2000).

2.2.2 Lipases intracelulares

S&@o conhecidas trés fracdes de lipases produzidas por micro-organismos: a
intracelular, a ligada a membrana celular e a extracelular (PEREIRA-MEIRELLES,
1997) (Figura 2.5.).

As lipases extracelulares sdo as mais comumente estudadas e aplicadas, mas
apresentam na sua producéo as etapas de separagdo e purificagdo que encarecem a sua
utilizacdo (BAN et al., 2002). Desta forma, as lipases intracelulares vém despertando o
interesse pelo seu potencial de uso em biotecnologia, e, portanto, j& existem pesquisas
para a producdo de lipases intracelulares com alta atividade lipolitica e sua aplicagdo em
reacOes de esterificacdo e transesterificacdo (SILVA et al., 2009). Alguns trabalhos

descrevem a producdo de lipase intracelular ou ligada a célula a partir de leveduras
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como Y. lipolytica e Pichia pastoris (JIANG et al., 2007; OTA et al., 1982; PEREIRA-
MEIRELLES, 1997), de fungos filamentosos como Rhizopus chinensis, Rhizopus
oryzae (NAKASHIMA et al., 1999; MATSUMOTO et al., 2002; MONTEIRO et al.,
2010), Rhizopus oligosporusa (IFTIKHAR et al., 2008) e Mortierella alliacea e Mucor
circinelloides (JERMSUNTIEA et al., 2011; SZCZ¢-ESNA-ANTCZAK et al., 2006).
Alguns autores relatam que a viabilidade econémica do processo encontra-se na
imobilizacdo dessas células integras, ou seja, a imobilizacdo do micélio/células
contendo a lipase intracelular ou ligada em um suporte que seja estavel, inerte e que

possua boa aderéncia ao micro-organismo (SILVA et al., 2009).

Y —0

Figura 2.5. Esquema representando a localizacdo da lipase durante o cultivo de células de Y.
lipolytica: (1) lipase intracelular, (L) lipase ligada a célula e (E) lipase extracelular (PEREIRA-
MEIRELLES et al., 1997).

A localizacdo de lipases ligadas a célula foi analisada para a utilizacdo das
células integras em biocatalise e foram identificados dois tipos principais de lipase
ligada a superficie celular de R. oryzae, com massas moleculares de 34 e 31 KDa. A
lipase de 34 KDa (ROL 34) esta ligada a parede celular e a lipase de 31 KDa (ROL 31)
estd ligada a membrana celular (HAMA et al.,, 2006). ROL 34 é sintetizada e

transportada até a parede celular, de onde € secretada como mostra a Figura 2.6.

WATANABE et al. (1977) isolaram duas cepas de P. nitroreducens capazes de
produzir lipases extracelulares e lipases que permanecem ligadas a célula. Células de Y.
lipolytica também apresentam lipases extracelulares e outras duas ligadas a célula (OTA
et al., 1982). Estas moléeculas requerem ativadores que podem, inclusive, ser produzidos
pelo préprio micro-organismo. PEREIRA-MEIRELLES et al. (2000) estudaram a
localizacdo da lipase em células de Y. lipolytica e ndo detectaram lipase extracelular

durante as primeiras 24 horas de cultivo, sugerindo que nesta fase a lipase intracelular
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(FracOes L ligada a célula e I intracelular) comeca a ser liberada lentamente no meio de

cultura e atinge seu maximo somente no final da fase estacionaria de crescimento.

Secrecao

\\ ROL 34

Parede celular

Membrana celular

Clivagem do
sitio KR
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Clivagem da regiao
pro

=] E |
Pre pro ROL

Figura 2.6. Esquema representando a maturacdo e localizacdo de lipases ligadas as células de R.
oryzae (FUKUDA et al., 2008).

Considerando a economia da sintese de lipases, a utilizacdo das proprias células
ricas em lipases intracelulares, ap6s serem secas com acetona, foi estudada em reacdes
de esterificacdo (LEGIER & LOUIS, 1992), hidrolise de ésteres (DRUET et al., 1992) e
acidolise de 6leos (LONG et al., 1997). Teng & Shu (2008) relataram a utilizacdo lipase
de célula integra de Rhizopus chinensis como um eficiente biocatalisador, produzindo
ésteres de acidos graxos de cadeias curtas a partir de n-hexano.

Atualmente, uma forma alternativa de utilizacdo de lipases intracelulares que
tem ganhado destaque é a imobilizacdo passiva com particulas de suporte para biomassa
(ADAMCZAK & BEDNARSKI, 2004). Existem trabalhos que relatam a utilizacdo de
células, livres ou imobilizadas, ricas em lipases, em particulas de suporte para biomassa
(BSP’s) para a produgdo de biodiesel e os resultados sdao promissores. Células de R.
oryzae imobilizadas em BSP, utilizadas como biocatalisador em reacdes de
transesterificacdo de 6leo de soja, na presenca de metanol, produziram 90% de metil
ésteres ao final de 72 h de reacdo (BAN et al., 2002). Quando o micélio de R. chinensis,
ndo imobilizado, foi utilizado para a mesma reacgéo, por 72 h, o teor de metiléster obtido
foi 86% (QIN et al., 2008). Lipases intracelulares e ligadas a célula de S. cerevisiae
foram submetidas a reacdes de transesterificacdo, utilizando 6leo de soja como substrato
e metanol e foram obtidos, respectivamente, 71 e 78% de metil ésteres (MATSUMOTO
et al., 2001, 2002).
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2.3 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica é um micro-organismo estritamente aerdbio, eucaridtico, do
reino Fungi, pertencente ao filo Ascomycota, classe Saccharomycetes. Esta levedura,
que originalmente era chamada Candida lipolytica, € uma espécie das chamadas
leveduras ndo-convencionais e seu estudo tem atraido grande interesse, pois apresenta
uma vasta aplicacdo biotecnoldgica por sua capacidade de metabolizar lipideos e
hidrocarbonetos e de excretar diversos metabolitos em grande quantidade — &cidos
organicos e proteinas extracelulares — sendo muito usada para expressdo e secre¢do de
proteinas especificas (BARTH & GAILLARDIN, 1997). Na maioria das leveduras ndo-
convencionais, em contraste com S. cerevisiae, a respiracdo em presenca de oxigénio é
essencial para o uso de agUcares e sendo aerobio restrito, Y. lipolytica ndo tem sua taxa
de respiracdo, seu contetdo de citocromos ou propriedades mitocondriais afetados por
altas concentracdes de glicose (ANDREISCHEVAN et al., 1997; FLORES et al.,
2000).

Esta levedura ndo ¢é considerada patogénica (PEREZ-CAMPOS &
DOMINGUEZ, 2001) e, portanto, é utilizada em aplicacdes industriais como na
producdo de proteinas de micro-organismos unicelulares, aroma de péssego e acido
citrico, em processos considerados pela American Food and Drug Administration como
GRAS (Generally Regarded As Safe — Geralmente Reconhecido como Seguro)
(TSUGAWA et al., 1969). Além disso, esta levedura excreta véarias enzimas, como
proteases, lipases, esterases e fosfatases, todas de grande interesse biotecnoldgico
(NICAUD et al., 2002).

Algumas espécies de leveduras exibem dimorfismo, ou seja, a habilidade de
alternar, reversivelmente, entre duas formas morfoldgicas: células ovoides e hifas
bastante alongadas. O dimorfismo tem sido estudado como um fator importante para o
crescimento e proliferacdo das espécies que o apresentam (SZABO, 1999).

Yarrowia lipolytica tem como habitat, substratos ricos em lipidios e proteinas,
mas a grande maioria das cepas foi isolada do solo, de rede de tratamento de esgoto e de
ambientes contaminados com O6leos. Apresenta vigoroso crescimento em diferentes
valores de pH e apesar de ter crescimento 6timo a 30°C, também é capaz de crescer em
uma ampla faixa de temperatura entre 5 e 32°C (BARTH & GAILLARDIN, 1997).
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A seqliéncia total dos seis cromossomos de Y. lipolytica foi determinada
(DUJON et al., 2004), permitindo sua admissao nos estudos de genoma, transcriptoma e
proteoma. Existe ainda um campo que vem sendo explorado com as leveduras ndo
convencionais para pesquisa basica e também para aplicacdes biomédicas, que é a
producdo de proteinas heter6logas (MULLER et al. 1998).

A gama de substratos utilizados por Yarrowia lipolytica inclui alcanos, &cidos
graxos, acidos organicos, proteinas e alguns agucares (principalmente glicose). Apesar
de alguns trabalhos terem reportado a inclusdo de sacarose nessa gama de substratos
(NICAUD et al., 1989), algumas cepas ndo apresentam atividade invertasica detectavel
(PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997).

A levedura Y. lipolytica é geralmente isolada de meios contendo fonte de
carbono lipidica, tais como ambientes poluidos, como a Baia de Guanabara (HAEGLER
& MENDONCA-HAEGLER, 1981), laticinios, flora de queijos picantes (BARTH &
GAILLARDIN, 1997), produtos avicolas crus (ISMAIL et al., 2001). Essa variedade de
fonte demonstra uma grande adaptacao a substratos hidrofébicos.

Amaral et al. (2006) realizaram a caracterizacdo da superficie celular desta
levedura e observaram que Y. lipolytica IMUFRJ 50682 apresenta alta afinidade por
moléculas, liquidos e superficies hidrofobicas quando imersas em agua. A sua superficie
celular é anfifilica, apresentando alta atracdo por substratos hidrofébicos e a interacdo
entre as células e estes compostos é realizada por proteinas ou glicoproteinas presentes
na parede celular. Além disso, esta levedura secreta um surfactante que facilita a
interacdo superficie celular/superficie hidrofébica.

Também, Y. lipolytica é amplamente utilizada em processos de biorremediacéo,
devido as suas caracteristicas metabodlicas especificas e a sua superficie celular
hidrofilica, o que permite excelente degradacdo de compostos hidrofébicos (MOFTAH
etal., 2013).

Quando substratos hidrofébicos sdo utilizados, acredita-se que estes se
encontram dispersos no meio, sob a forma de gotas e 0s micro-organismos possuam
mecanismos para facilitar o acesso a ele (AMARAL et al., 2006). A assimilagcdo de
substratos hidrofobicos pode ocorrer através de adsorcdo direta das gotas hidrofobicas a
superficie celular ou pode ser mediada por um surfactante. O micro-organismo tem
acesso a maior parte do substrato através de contato (ERICKSON & NAKAHARA,
1975).
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Yarrowia lipolytica é capaz de produzir biosurfactante em diferentes fontes de
carbono (hexadecano, parafina, 6leo de soja, 6leo de oliva, 6leo de milho e dleo de
algodao), porém ndo produz em substratos soliveis como glicose, glicerol e &lcool
(CIRIGLIANO & CARMAM, 1984; ZINJARDE & PANT 2002). Amaral et al. (2007)
relataram a producdo de um bioemulsionante, chamado Yansan, pela levedura Y.
lipolytica IMUFRJ 50682 utilizando meio de cultivo contendo glicose como fonte de
carbono e PFC (perfluocarboneto). Yansan & um complexo lipidico-carboidrato-
proteico, possui alta atividade emulsionante e estabilidade em ampla faixa de pH (3-9).
Além disso, forma emulsbes com hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos e
perfluorocarbonetos.

Yarrowia lipolytica apresenta a capacidade de gerar produtos de alto valor como
lipases e acido citrico, inclusive quando cultivada em substratos residuais. Moftah et al.
(2013) relataram que os residuos do processamento de azeite de oliva fornecem os
nutrientes necessarios para o crescimento e a producdo de lipases por esta levedura, o

que leva a uma valorizacéo deste residuo.

2.3.1 Producdo de lipases por Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica é capaz de produzir lipases intracelulares, ligadas a célula e
extracelulares e sua producdo é muito influenciada por fatores nutricionais e fisico-
quimicos como temperatura, pH, fonte de nitrogénio e carbono, presenca de lipidios e
de biosurfactantes, sais inorganicos, agitacdo e concentracdo de oxigénio dissolvido
(PEREIRA-MEIRELLES, 1997; CORZO & REVAH, 1999; AMARAL, 2007).

Yarrowia lipolytica secreta vérias isoformas de lipases, com massa molecular
variando de 38,5 a 44 KDa. Estudos gendmicos sugerem que esta levedura apresenta 25
supostas lipases, produzidas por seis diferentes cromossomos (A-F) (FICKERS et al.,
2005a; LIU et al., 2010; NAJJAR et al., 2011; FICKERS et al., 2011; RIBEIRO et al.,
2011; KUMARI & GUPTA, 2012). Cada isoforma tem diferentes propriedades,
principalmente em relacdo as caracteristicas de especificidade e preferéncia por
substratos (RIBEIRO et al., 2011). A lipase Lip2 de Y. lipolytica é produzida em
grandes quantidades na presenca de acido oleico, que funciona como um fator chave
para a ativacao do gene lip2 e inducéo de sua producao.

A variavel mais estudada e que sempre impactou a producédo de lipases é a fonte
de carbono, uma vez que as lipases sao facilmente induzidas por lipidios, como éleo ou
qualquer outro indutor da mesma natureza. Porém, alguns autores vém apresentando em
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seus trabalhos, na auséncia de gorduras ou 6leos, expressiva sintese de lipases por esta
levedura (AMARAL et al 2006).

Lipases extra e intracelulares apresentam atividades diferentes. Ota et al. (1970)
relataram que a lipase extracelular precisa de um ativador para a hidrolise de
triglicerideos, enquanto que a lipase ligada a superficie celular ndo, exibindo, desta
forma, propriedades diferentes da extracelular. Ota et al. (1982), identificaram que a
levedura Saccharomycopsis lipolytica (hoje, chamada Y. lipolytica) é capaz de produzir
dois tipos diferentes de lipases ligada a célula: lipase I (39 KDa) e lipase 11 (44KDa), as
quais apresentaram propriedades muito similares e estas lipases foram até 3 vezes mais
ativas que a lipase extracelular produzida pela mesma levedura, nas mesmas condigoes.
Em 1986, Gomi e colaboradores concluiram que as lipases de Y. lipolytica necessitam
de um cofator produzido pela levedura e ions calcio para manter sua atividade catalitica.

A producdo das diferentes fracdes de lipase depende da fase de crescimento em
que as células se encontram. A fracdo de lipase extracelular ndo é detectada durante as
primeiras 24 horas de cultivo de células de Y. lipolytica (OTA et al., 1970; PEREIRA-
MEIRELLES, 1997). Através de analises por Western Blotting em membrana de
nitrocelulose, usando anticorpos policlonais anti-YLLIP2, a lipase Lip2 foi detectada na
superficie celular de Y. lipolytica durante a fase exponencial e é liberada para o0 meio de
cultura durante a fase estacionaria, quando a concentracdo de substrato diminui
(FICKERS et al., 2004).

Najjar et al. (2011) obtiveram resultado similar em cultivo com a mesma
levedura. Quando Y. lipolytica cresceu na presenca de azeite de oliva como sua Unica
fonte de carbono, a lip6lise de triglicerideos ocorreu rapidamente a partir do inicio do
cultivo. Nas primeiras 15 h de cultivo, a atividade lipolitica aumentou continuamente e
60 a 80% dessa atividade estava presente nas células (associada a superficie celular).
Neste periodo, os triglicerideos foram intensamente degradados, sugerindo que o
processo lipolitico ocorre principalmente na superficie celular. Apo6s 15 h, a atividade
lipolitica gradualmente aumentou no meio de cultivo e chegou ao méaximo em 30 h de
cultivo. Em 70-80 h de cultivo, nenhuma atividade foi encontrada no meio, mas uma
atividade lipasica residual pode ser detectada na célula.

Lipases intracelulares em Y. lipolytica apresentam diferentes fun¢des. Dulermo
et al., 2013 estudaram duas lipases codificadas pelos genes TGL3 e TGL4. Segundo 0s
autores, as lipases YITgl3 e YITgl4 atuam na mobilizacdo e na degradacdo de
triglicerideos e se localizam em corpusculos lipidicos.
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As lipases Lip7p e Lip8p diferem entre si e da lipase Lip2 por apresentarem
especificidade por substratos diferentes. Lip2p € a responsavel pela maior parte da
atividade extracelular detectada nos cultivos com Y. lipolytica e apresenta grande
afinidade por substratos com cadeias longas de carbono (PIGNEDE et al., 2000;
FICKERS et al., 2004). Lip7p e Lip8p estdo principalmente associadas ou retidas na
celula durante a fase exponencial e a fase estacionaria de crescimento e podem
corresponder as lipases descritas por Ota et al. (1982) (FICKERS et al., 2005a).
Apresentam maior termoestabilidade que a Lip2p e apresentam especificidade por
cadeias curtas (C6) e médias (C10), respectivamente (FICKERS et al., 2005a; LIU et
al., 2010). Kumari & Gupta (2012) relataram alta atividade de Lip8 também com
substratos oleosos ricos em acido oleico (C18).

Vaérios trabalhos realizaram o estudo de lip7 e lip8 através da sua ancoragem na
superficie celular de micro-organismos ou através de clonagem e expressao extracelular
destas lipases. Essas enzimas apresentam diferencas significativas em sua atividade e
caracteristicas de acordo com o tipo de célula em que sdo expressas ou com o sistema de

ancoragem utilizado (LIU et al., 2010).
2.4 Oleo de fritura residual

Com a velocidade da vida moderna, existe um grande aumento da procura de
alimentos rapidos e as frituras ganharam destaque, pois sdo praticas e conferem sabor,
odor e textura agradavel aos alimentos, sendo um processo culindrio de grande
aceitacdo em todas as idades e classes sociais. A disseminacdo do consumo de fritura
tem contribuido para o aumento do descarte de Gleos e gorduras (CASTELANELLI,
2008).

O oleo de fritura residual (OFR) é proveniente de frituras sucessivas do 6leo
vegetal que pode ser extraido de soja, milho, canola, algodao, girassol, amendoim,
buriti, coco, babagu, mamona e palma.

Os o6leos vegetais sdo constituidos, predominantemente, de triacilglicerois e
pequenas quantidades de mono e diacilglicerdis, acidos graxos livres, tocoferol,
proteinas, esterdis e vitaminas, possuem de 1 a 4 insaturacGes na cadeia carbonica,
sendo liquido a temperatura ambiente. A maioria dos &cidos graxos do 6leo comestivel

apresentam cadeias de 8 a 24 carbonos. Os &cidos graxos insaturados mais
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frequentemente encontrados sd@o 0 oléico, linoléico, a-linolénico, 0s quais Sséo
predominantes seguidos dos acidos araquidonico, elaidico e ertcico (MORETTO &
FETT, 1998; REDA & CARNEIRO, 2007; PEREIRA, 2008).

O oleo de soja comercial possui uma composi¢cdo média centrada em cinco
acidos graxos principais: palmitico, estearico, oléico, linoléico e a-linolénico (JUNIOR,
2011), conforme pode ser observado na Tabela 2.2. Esta é a composi¢do comum dos
6leos mais utilizados pela populagéo.

Tabela 2.2. Caracteristicas fisico-quimicas originais de 6leos de girassol, de milho e de soja
comerciais (JORGE et al., 2005).

Determinagoes Fisico-Quimicas* Soja Milho Girassol
Acidos Graxos Livres (% em acido oléico) 0,09 0,11 0,13
indice de peréxidos (meq/Kg) 3,21 1 0,99
indice de Refragdo (402C) 1,4671 1,4657  1,4679
Compostos polares totais (%) 5,09 3,2 3,1
Composi¢ao em acidos graxos (%)

Acido Palmitico 16:0 12,66 12 6
Acido Estedrico 18:0 3,96 2,9 4,32
Acido Oléico 18:1 23,61 32,2 21,09
Acido Linoleico 18:2 55,26 52,2 67,78
Acido Linolénico 18:3 4,52 0,7 0,15

*Valores obtidos da média de duas determinages

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja (85,656 milhdes de
toneladas) e, por isso, este é 0 6leo mais utilizado pela populacdo e representa a maior
parte do OFR gerado (CASTELANELLLI, 2008; JUNIOR, 2011). A producdo brasileira
de Gleo de soja na safra 2013/2014 atingiu 7,4 milhdes de toneladas, volume acima dos
6,8 milhdes de toneladas produzidas no periodo anterior, segundo a Associacdo
Brasileira das Indstrias de Oleos Vegetais (Abiove).

No Brasil, 0 consumo de 6leos vegetais por familia é de 7 Kg/ano, levando em
conta que temos em torno de 57.530.555 familias, é possivel estimar uma producdo de
residuos de 0Oleos vegetais de 329 t/ano, sem contabilizar a geracdo desses residuos em
industrias e restaurantes (ARAUJO et al., 2013; IBGE, 2010).

O mecanismo de degradacdo do Oleo vegetal durante a fritura € complexo e
depende de vérios fatores, como o tipo de 6leo, nimero de insaturacdes dos &acidos
graxos presentes, tempo de exposicao ao calor, etc. Além disso, o tipo de alimento que é
frito (de origem animal ou vegetal) também interfere na qualidade do 6leo residual. O
processo de fritura degrada o Oleo vegetal de trés formas: por reagdes de hidrdlise
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(provocada pela agua presente nos alimentos), por oxidacao (causada pelo oxigénio do
ar) e por alteracdo térmica, devido a exposi¢do a uma temperatura de aproximadamente
200 °C. Todas estas reacfes geram produtos diferentes como aldeidos, cetonas,
epoxidos e alteram caracteristicas como o teor de umidade e de lipideos totais destes
6leos (JORGE et al., 2005; TANAMATI et al., 2010; JUNIOR, 2011).

Tanamati et al. (2010) relataram que o teor de &cidos graxos livres aumenta com
0 numero de frituras e &cidos graxos trans sdo formados com a exposi¢do dos 6leos
vegetais ao calor. Os Gleos e gorduras submetidos repetidas vezes a fritura sofrem
também alteracbes organolépticas, se tornam mais escuros, Viscosos, apresentam
aumento de acidez e desenvolvem odor desagradavel, chamado de ranco. Portanto, nao
devem mais ser utilizados em alimentacdo por conferirem sabor e odor desagradaveis
aos alimentos e adquirirem caracteristicas quimicas nocivas a saude (MORETTO &
FETT, 1998; MENDONCA, 2008).

Haba et al. (2000) observaram que o teor de &cido oleico de azeite de oliva
residual, obtido ap6s processo de fritura, caiu de 84 para 55%, quando comparado com
0 azeite nativo. Alteracdo no teor de acido linoleico e aumento no teor de &cidos graxos
com menos de 12 atomos carbono também foram observadas. Alteracbes similares

foram observadas em residuo de 6leo de girassol.

- O problema ambiental
De acordo com o Programa de Gestdo Ambiental do Ministério Publico Federal
(PGA, 2012) um litro de dleo de cozinha utilizado pode contaminar um milh&o de litros
de agua. O descarte inadequado dos OFR’s na rede de esgoto leva a um aumento dos
gastos com a manutencdo destas redes e a obstrucdo do sistema. Ocorre um aumento
dos niveis de DBO (demanda bioguimica de oxigénio), DQO (demanda quimica de
oxigénio) e de SST (sélidos suspensos totais) nas aguas residuais a serem tratadas,
implicando em maior dificuldade para a limpeza destes ductos. Parte do 6leo adere as
paredes das tubulagBes e outras substancias se acumulam neste material, levando a
diminuicdo do didmetro dos ductos, provocando vazamentos e diminuindo também a
vida Gtil do sistema (MAURICIO, 2008).
Grande parte dos municipios brasileiros apresenta ligacdo de sua rede de esgoto
a rede pluvial e desta a rede fluvial e a lagos. O acumulo desses 6leos em corpos
d“aguas (rios, mares, lagos) impede a oxigenacéo e a entrada de luz, a temperatura pode
chegar a 60 °C, dificultando a proliferacdo de algas, matando diferentes tipos de animais
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e vegetais microscopicos e interferindo na cadeia alimentar de varios seres vivos. No
solo, o 6leo pode causar a proliferacdo indesejavel de micro-organismos, fermentacao e
danos ao sistema radicular de plantas (SABESP, 2008; MEI & LEITE, 2011).

O estudo realizado por Castelanelli (2008), na cidade de Santa Maria-RS,
mostrou que empresas com grande volume de fritura diaria geram enorme quantidade de
Oleo de fritura residual e 57 % deste residuo é descartado em lixo comum,
acondicionado em garrafas PET ou diretamente na pia. Quando a pesquisa foi realizada
em residéncias, 93% do residuo gerado foi descartado sem aproveitamento, diretamente
na pia ou no lixo. Estes dados mostram uma realidade preocupante e a necessidade

urgente de implementacédo de projetos de reaproveitamento dos OFR.

2.4.1 Reaproveitamento de residuos

De acordo com Reis et al. (2007), os 6leos vegetais e a gordura animal possuem
valor econdmico positivo, ou seja, podem ser reaproveitados em seu potencial méassico e
energético. Algumas rotas de reaproveitamento deste residuo ja estdo estabelecidas:
producdo de sabdo, formulacdo de tintas, producdo de massa de vidraceiro, formulacao
de farinha bésica para ragdo animal, queima em caldeira e producdo de biodiesel,
obtendo-se a glicerina como subproduto (ZUCATTO et al., 2013).

- Producao de Biodiesel

O biodiesel € um combustivel renovavel, produzido a partir de 6leo vegetal ou
gordura animal, que pode funcionar como um substituto para o diesel. O uso de 6leos
vegetais para a sua producdo traz vérias vantagens, pois acarreta a substituicdo de
combustiveis fosseis por fontes alternativas e renovaveis de energia e ndo contribui para
a emissao de gases. Os ésteres produzidos com OFR também promovem a reducdo de
emissdo de particulas em cerca de 40% e quando € utilizado 6leo de fritura residual
como matéria-prima, além dos beneficios ja mencionados, hd a valorizacdo deste
residuo cujo acimulo causa problemas ao meio ambiente (ALCANTARA et al., 2000;
AMORIM, 2009; ARAUJO et al., 2013).

Excelentes resultados ja foram obtidos utilizando 6leo de fritura residual para a
producdo deste biocombustivel e sua viabilidade tem sido comprovada (AMORIM
2009; OLIVEIRA, 2010). No entanto, é necessaria a realizacdo de algumas etapas
(decantacdo, filtragdo, neutralizacdo, secagem) para a limpeza do Oleo, antes de
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submeté-lo a reacdo de transesterificacao, devido a presenca de impurezas neste tipo de
residuo e elevado teor de agua (CASTELANELLI, 2008; AMORIM, 2009).

Inimeros projetos piloto para a producéo de biodiesel com OFR j& existem em
todo o pais e muitas cidades ja possuem campanhas de coleta seletiva e
reaproveitamento deste residuo, entre estes projetos estd o Projeto Brasil Biodiesel,
liderado pelas empresas Martin-Brower e McDonald’s, transformando os residuos do
6leo de cozinha em biocombustivel, utilizando-o em caminhdes de entrega as lojas da
empresa. Além desta iniciativa, o Departamento Municipal de Limpeza Urbana
(DMLU) em Porto Alegre — RS possui o Projeto de Reciclagem de Oleo de Fritura, com
postos distribuidos em toda a cidade. Em Sé&o Paulo, h4 o programa de Reciclagem de
Oleo de Fritura (PROL) da Companhia de Saneamento Basico do Estado de S&o Paulo
(SABESP). A COPPE e o McDonalds, no Rio de Janeiro, possuem em conjunto um
sistema de coleta em mais de 40 lanchonetes da rede para a producdo de biodiesel.
Ainda no Rio de Janeiro, o projeto PROVE — Programa de Aproveitamento de Oleos
Vegetais transforma o dleo de cozinha em biocombustivel através de parcerias com
cooperativas e secretaria de meio ambiente do Rio de Janeiro. Em Brasilia, a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) possui em parceria com Varias
empresas, o “Sistema Produtivo de Biodiesel a partir de Misturas de Oleos Virgens e
Usados”, projeto chamado “Biofrito” (CASTELANELLI, 2008, JUNIOR, 2011,
ZUCATTO et al., 2013).

- Utilizacdo de residuos como substrato para micro-organismos

Varios trabalhos relatam a utilizacdo de substratos alternativos para a producgéo
de meios de cultura e de produtos de médio ou alto valor como vantagem sobre os
processos tradicionais de producdo. A chamada “tecnologia limpa” busca na reciclagem
de materiais uma alternativa sustentavel para o desenvolvimento das atividades
humanas. Com base nisso, muitos autores estdo pesquisando a utilizacdo dos residuos
agroindustriais como substrato para a transformagdo microbiana. Vérios residuos
agricolas tém sido relatados como eficientes para a producao de lipases, s&o eles: farelos
(trigo, arroz, soja, cevada), tortas (soja, azeite, gergelim, babacu) e bagago (cana de
acucar) (SALIHU et al., 2012).

Borras do processo de obtencdo de oOleos de canola, milho e girassol foram
utilizadas por Santos (2012) como indutores da producéo de lipases fungicas através de
fermentagdo em estado solido. Foram encontrados valores significativos de atividade
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lipdsicas e com a borra de dleo de girassol obteve-se os melhores resultados,
provavelmente devido ao predominio de &cido oleico e linoleico na sua constituigéo.

Haba et al. (2000) pesquisaram a producdo de lipases por 47 cepas de bactérias e
leveduras, cultivadas em oleo de fritura residual e obtiveram bons resultados de
atividade lipasica com bactérias do género Pseudomonas, cultivadas em residuos do
processo de fritura de azeite de oliva e 6leo de girassol.

A produgdo de lipases também foi relatada com a levedura Geotrichum
candidum, quando cultivada na presenca de 6leo de canola, apds ser utilizado para fritar
batatas. Foi observado que a levedura apresentou capacidade de sintetizar tanto lipases
extracelulares quanto intracelulares e os valores de atividade lipolitica variaram somente
com a concentracdo de Gleo utilizado. No entanto, os melhores resultados de producédo
de lipases foram obtidos com 6leo de oliva, isso foi devido, provavelmente, a problemas
relacionados as condigdes de cultivo (RYWINSKA et al., 2008). Em outro trabalho,
Mladenoska & Dimitrovski (2013) demostraram que o residuo de 6leo de soja foi
eficiente fonte de carbono para a producdo de lipase por Geotrichum candidum
penicillatum em meio contendo extrato de Iévedo como fonte de nitrogénio.

Yarrowia lipolytica foi capaz de produzir lipases utilizando residuos do
processamento do 6leo de oliva. Aguas residuais e residuos solidos da extracdo do 6leo
de azeitona bruto forneceram os nutrientes necessarios para o crescimento da levedura e
a producdo da enzima em quantidades promissoras que motivaram, inclusive, estudos
com outras enzimas (MOFTAH et al., 2013).

Residuos da fritura de dleo de palma foram usados como Unica fonte de carbono
para a biossintese comercial dos biopolimeros poli (3-hidroxibutirato) e poli (3-
hidroxibutirato-co- 3-hidroxi-hexanoato) pela bactéria Cupriavidus necator. O residuo
de Oleo de palma se mostrou eficiente fonte de carbono para a producdo dos
biopolimeros, oferecendo a possibilidade de substituicdo da matéria-prima atualmente
utilizada e reducdo dos custos de producdo (KAMILAH et al., 2013).

Com base no exposto, considera-se importante e promissor o estudo de novas
rotas para a reutilizacéo dos 6leos residuais de fritura, os quais podem ser transformados
em matéria-prima industrial de grande valor. Desta forma, o 6leo de fritura residual de

soja foi testado como indutor da producéo de lipase no presente trabalho.

27



3. OBJETIVOS

O objetivo principal desta tese consistiu em produzir e caracterizar lipases
associadas as células de Yarrowia lipolytica utilizando como indutor o 6leo de soja

proveniente de processos de fritura.

Obijetivos especificos:

1. Avaliar a producéo de lipases extracelulares e associadas as células através do
emprego de diferentes fontes de carbono e indutores;

2. Quantificar a atividade das enzimas por metodologias padréo;

3. Verificar a influéncia dos métodos de separacdo das fracdes enzimaticas na
atividade da enzima;

4. Realizar a caracterizacdo bioguimica dos extratos obtidos (pH, temperatura,
afinidade por diferentes substratos);

5. ldentificar as lipases intracelulares através de técnicas de biologia molecular;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os componentes dos meios de cultivo utilizados foram: peptona bacterioldgica e
extrato de l1évedo (Oxoid - Hampshire, UK), glicose P.A. (Vetec-RJ, Brasil), agar-agar
(Vetec — RJ, Brasil). Antifoam 204 foi adquirido em Sigma-Aldrich CO (MO, USA)
com o proposito de controlar a formacéo de espuma no meio fermentativo. Azeite de
oliva (Gallo®) e 6leo de fritura residual (obtido do processo de fritura de éleo de soja
do restaurante do Museu Nacional/ UFRJ) foram utilizados como indutores. A matéria-
prima utilizada como fonte de glicerol foi gentilmente cedida pelo CENPES, sendo
proveniente de uma planta piloto de producéo de biodiesel a partir de 6leo de soja e
metanol via catélise basica. A glicerina foi submetida a uma etapa de neutralizacdo na
prépria planta piloto, apresentando pH neutro. A goma arabica utilizada nas reacdes de

hidrolise foi adquirida de Vetec - RJ, Brasil.

4.2_Equipamentos

Os equipamentos utilizados nos experimentos e nas analises foram:
1) Incubador com agitacéo (shaker) (Tecnal TE — 420);
2) Capela de fluxo laminar BioFlux Il 90A;
3) Centrifuga Eppendorf modelo Centrifuge 5804R;
4) Centrifuga Fanem modelo 204-NR;
5) Espectrofotdmetro Bel Photonic modelo SP2000-UV;
6) Espectrofotémetro Shimadzu modelo UV-1800;
7) Microscdpio 6tico Nikon Eclipse E200;
8) HPLC (High Pressure Liquid Chromatography), Waters 1525;
9) pHmetro de bancada digital Digimed, modelo DM-22;
10) Deionizador ORG 300 (IDEOXIMA);
11) Sonicador Ultrasonic Cleaner;
12) Fonte para eletroforese digital GSR, 300 STD;
13) Sistema de Eletroforese XCell surelock Mini cell system (Life Technologies);
14) Titulador automatico Metrohm 869.
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15) Ultra Turrax Digital IKA T25;

16) Vortex NOVA,;

17) Ultra Freezer CL 120 -80V Cold-Lab;

18) Liofilizador Terroni Enterprise I;

19) Termociclador MJ Mini Thermal Cycle (Bio Rad);

20) Sistema de documentacéo de géis Gel Doc™ EZ Imager (Bio Rad);
21) Ultrassom Analis VCX 130 PB;

4.3_Micro-organismo

O micro-organismo utilizado no presente trabalho é uma cepa selvagem de
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 (Figura 4.1) selecionada de um estuério no Rio de
Janeiro, Brasil (HAEGLER e MENDONCA-HAEGLER, 1981) e identificada pelo
Instituto de Microbiologia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do

Rio de Janeiro.

Figura 4.1. Imagem de microscopia oOtica da levedura Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em
aumento de 400x utilizando microscdpio 6tico Nikon Eclipse E200

4.3.1 Preservacao da cultura

As células foram conservadas por repiques regulares em tubo de ensaio com
meio YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) contendo (em p/v): extrato de 1évedo
1%, peptona 2%, glicose 2% e solidificado com agar 3%. Ap0s incubagdo a 28 °C
(BARTH e GAILLARDIN, 1997) por 48 horas na estufa, as culturas séo refrigeradas a
4°C.
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4.3.2 Obtencéao do indculo

A partir dos tubos contendo as células preservadas em meio sélido YPD
(descrito no item 4.3.1) inoculou-se, de forma estéril com uma alca de platina, em 200
mL de meio de cultivo YPD em erlenmeyers de 500 mL o qual foi incubado em um
agitador rotatorio a 28°C, 160 rpm de agitacdo por 72 h. Apds este periodo, a
absorvancia (570 nm) de uma amostra desse cultivo foi determinada e, em seguida, as
células foram centrifugadas de forma estéril a 1258 g por 5 minutos e ressuspensas,
servindo de in6culo dos experimentos que serdo descritos nos itens posteriores. O
volume centrifugado desse in6culo é suficiente para obter-se a concentracdo inicial de

células desejada em mg p.s.cel/mL nos meios de cultivo.

4.4 Esterilizacao de meios de cultura e instrumentos

Os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave a 0,5 atm por 20 minutos.
As pipetas, os tubos de centrifuga e outros instrumentos utilizados no manuseio do meio

de cultivo foram esterilizados em autoclave a 1 atm por 20 minutos.

45 Producao de lipases utilizando diferentes fontes de carbono e

indutores

4.5.1 Experimentos Preliminares

Com base no estudo realizado por Pereira-Meirelles et al. (1997), selecionou-se
azeite de oliva para realizar os testes iniciais de producdo de lipase intracelular
isoladamente ou associado a outras fontes de carbono como glicose e glicerina bruta
obtida por catalise basica. Posteriormente, outros ensaios foram realizados utilizando
6leo de fritura residual como substituto do azeite de oliva na inducdo da producédo de
lipases intracelulares por Yarrowia lipolytica. Os experimentos preliminares foram
realizados em shaker, utilizando os seguintes meios de cultura preparados com agua
destilada:

Meio YPD*, constituido por glicose P.A. 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de
Iévedo 10 g/L e antifoam 204 1g/L.
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Meio YPDO*, constituido por glicose P.A. 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de
lévedo 10 g/L, antifoam 204 1g/L e azeite de oliva 10g/L.

Meio YPG, constituido por glicerol P.A. 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de
Iévedo 10 g/L e antifoam 204 1g/L.

Meio YPGBO, constituido por glicerina bruta, com concentracdo ajustada para
20 g/L de glicerol; peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L; antifoam 204 1g/L e
azeite de oliva 10g/L.

Meio YPGBOF, constituido por glicerina bruta, com concentracéo ajustada para
20 g/L de glicerol; peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L; antifoam 204 1g/L e 6leo
de fritura residual 10g/L.

Meio OO, constituido por peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L, antifoam
204 1g/L e azeite de oliva 10g/L.

Meio OF, constituido por peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L, antifoam
204 1g/L e 6leo de fritura residual 10g/L.

Estes experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 1 litro contendo
500 mL de meio de cultivo, inoculados com células cultivadas em meio YPD, como
descrito no item 4.3.2, em quantidade suficiente para obter uma concentracdo celular
inicial de, aproximadamente, 1,0 mg de peso seco de células (p.s. cel)/ mL. Esses meios
de cultivo foram incubados em um agitador rotatorio (shaker) a 250 rpm, 28°C por até
100 horas com amostragens em 6, 15, 24, 30, 48, 72 e 96h.

De forma a identificar a influéncia das fontes de carbono e dos indutores na
producdo de lipase intracelular, as atividades enzimaticas (intracelular, extracelular e
associada a célula) foram monitoradas durante o processo através das metodologias
descritas no item 4.10.6.

Amostragem

Inicialmente, foram realizadas amostragens do meio de cultura para
determinacdo da atividade da lipase intracelular por ate 7 dias de -cultivo.
Posteriormente, foi estabelecida amostragem em 24 h. O procedimento consistiu em
retirar duas amostras do meio de producdo: uma para a obtencdo da concentracdo
celular e outra aliquota foi separada e centrifugada a 1258 g por 5 minutos, a 4°C e o
sobrenadante utilizado para determinacdo do pH e o restante congelado (-4°C) para
posterior analise da concentracdo do substrato e de atividade enzimatica da fracédo

extracelular. O centrifugado obtido foi utilizado no procedimento de isolamento das
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demais fracOes (intracelular e associada a célula). Estas fracfes foram congeladas para

posterior medida da atividade enzimatica.

4.6 Obtencao das fracoes intracelulares de lipase

4.6.1 Experimentos Preliminares em Erlenmeyers

Para determinar o melhor método para a obtencdo das fracfes de lipase em
cultivos em Erlenmeyers, foram utilizados os meios contendo somente os indutores
como fonte de carbono (meio OO e meio OF). Os cultivos foram realizados em shakers
a 250 rpm e 28°C e amostras foram coletadas em 24 h de cultivo e submetidas aos dois
métodos de extracdo avaliados (vortex e ultrassom).

4.6.2 Experimentos em microplacas
Para otimizar a avaliacdo dos efeitos do ultrassom e do vértex sobre a atividade
das fracbes, foram realizados cultivos em microplacas contendo 24 pocos, com

capacidade de 10 mL, com 2 mL de meio de producdo (Figura 4.2).

Figura 4.2. Imagens das microplacas utilizadas na cultura.

Meios especificos para cultivos em microplacas:
Emulsdo de azeite de oliva ou de cido oleico

Para adicionar estes componentes oleosos ao meio de cultura para o cultivo em
microplacas foi preparada uma emulsdo a 20 % (5 mL de azeite de oliva ou acido
oleico; 20 mL de agua destilada estéril e 125 pL de Tween 40 estéril). Esta emulsdo foi

submetida a vortex por 10 segundos e sonicada por 60 segundos a 80% de poténcia
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acustica, em sonicador com poténcia nominal maxima de 130 W. Em seguida,
diferentes volumes da emulséo foram adicionados ao meio de cultura para obter a
concentracédo desejada do indutor:

eMeio OOm, constituido por peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g¢g/L e
acrescido de emulsdo preparada previamente contendo 20 % de azeite de oliva como
indutor.

e Meio AO, constituido por peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L e acrescido
de emulséo preparada previamente contendo 20 % de acido oleico como indutor.

As celulas foram incubadas em agitador rotatorio a 250 rpm, 28 °C por 15 h. As
células foram lavadas e ressuspensas em 1 mL de tampdo MOPS e submetidas aos
métodos de separacdo das fracdes intracelulares.

Para a determinacao da concentracdo de células e consumo de acido oleico 0,5 mL
de meio foi adicionado a 0,5 mL de isopropanol para extrair todo o &cido oleico
presente nas células. As amostras foram submetidas a vortex por 30 segundos e
centrifugadas a 4 °C, 20627 g por 5 minutos e os sobrenadantes foram congelados para
determinar a concentracdo de &cido oleico. As células foram ressuspensas em agua

destilada para a leitura da absorbancia.

4.6.3 Padronizacado do método para a separacao das fracoes de lipase

Foram estudadas duas metodologias de separacdo das fragdes enzimaticas: (i) lise
celular mecanica com vértex e pérolas de vidro e (ii) ultrassom a baixa frequéncia (20
kHz), com o objetivo de determinar o0 método mais eficiente para a obtencao de fraces
de lipase intracelular com atividade enzimatica.

Nas duas metodologias estudadas, foi utilizado tampdo MOPS (&cido 3-N-
morfolino propanosulfénico) 0,1 M, pH 7,0 com 2,0 mM de EDTA e 5,0 mM de B-
Mercaptoetanol, para a extracdo e manutencdo das fracdes enzimaticas.

Extracao da Enzima por Acdo Mecénica (cultivos em Erlenmeyers)

O procedimento de lise celular com pérolas de vidro e vértex foi adaptado de
Pereira-Meirelles et al. (2000). Nesta metodologia, coleta-se uma aliquota do cultivo
correspondente a 100 mg p.s. de celulas em tubo falcon. Em seguida, centrifuga-se a
amostra a 4°C, 4630 g por 5 minutos. O sobrenadante (que corresponde a fragdo de

lipase extracelular - LE) é separado e congelado a -4 °C. A seguir, as células
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(sedimento obtido) sdo lavadas com agua destilada e depois com tampao MOPS pH 7,0
e centrifugadas nas mesmas condigoes.

Ao final da lavagem, as células sdo ressuspensas em 1 mL de tampdo MOPS e
adiciona-se 3 g de pérolas de vidro 425 - 600um - Sigma-Aldrich CO (MO, USA).
Segue-se 0 processo de rompimento celular com 3 ciclos de agitacdo em vortex, por 1
minuto, intercalados com banho de gelo por 1 minuto.

Ao final dos 3 ciclos de agitagdo, separa-se 0 extrato celular com pipeta
automatica em tubo eppendorff e realiza-se centrifugacdo a 12850 g por 5 minutos, a
4°C. Desta forma, obteve-se o sobrenadante (lipase liberada - LL) e ressuspendeu-se o
sedimento em 1 mL de tampdo MOPS pH 7,0 o qual corresponde a fragdo de lipase
chamada, neste trabalho, de lipase associada a célula (LA). As fracdes obtidas foram

congeladas (-4 °C) até a determinacéo da atividade da enzima.

Extracéo das fragdes enzimaticas por ultrassom (cultivos em Erlenmeyers)

A metodologia de extracdo da enzima utilizando ultrassom foi elaborada com
base nos resultados obtidos por Kapturowska et al. (2012).

Coleta-se 20 mL do cultivo em tubo falcon. Em seguida, centrifuga-se a amostra
a 4 °C, 4630 g por 5 minutos. O sobrenadante (que corresponde a fracdo de LE) é
separado e congelado. A seguir, as células (sedimento obtido) sdo lavadas com agua
destilada e depois com tampao MOPS pH 7,0 e centrifugadas nas mesmas condices.

Ao final da lavagem, as células sdo ressuspensas em 20 mL de tampdo MOPS e
levadas ao sonicador Unique (poténcia méaxima de 500 W, micro ponta de titanio de 4
mm) e, em banho de gelo, inicia-se o processo de sonicacdo das células nas seguintes
condicdes: 2 ciclos de extracdo, poténcia de 150 W, por 9 minutos.

Ao final dos 2 ciclos de sonicacao, realiza-se centrifugacdo a 4°C, 4630 g por 5
minutos. Desta forma, obtém-se o sobrenadante (LL) e ressuspende-se o sedimento em
20 mL de tampdo MOPS pH 7,0 o qual corresponde a fracdo de LA. As fragdes obtidas

sdo congeladas até a determinagéo da atividade da enzima.

Extracao das fracOes enzimaticas obtidas em cultivos em microplacas
O método de extracdo das fragdes enzimaticas foi modificado e adaptado para
reduzir os volumes de amostra e realizar os experimentos em microplacas. Desta forma,
1 mL do meio de cultura foi centrifugado a 4 °C, 20627 g por 5 minutos e 0
sobrenadante foi congelado para a determinacdo da atividade hidrolitica (fracdo LE). As
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células foram lavadas com agua destilada e depois com tampd&o MOPS pH 7.0 e
centrifugadas nas mesmas condicdes. As células foram suspensas em 1 mL de tampéo
MOPS e submetidas a um ciclo de extracdo com voértex sem pérolas de vidro e/ou
ultrassom, em sonicador com poténcia maxima de 130 W, em banho de gelo, com
diferentes poténcias e tempos de exposicdo. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 4 °C, 20627 g por 5 minutos. O sobrenadante (LL) foi separado e as
células foram ressuspensas em 1 mL de tampdo MOPS (LA). As fracdes foram

congeladas para posterior medida de atividade.

4.6.4 Viabilidade Celular

Para a determinacdo da viabilidade celular ap6s submeter as células ao
ultrassom, foram misturadas partes iguais da suspensdo de levedura (amostra),
adequadamente diluida, e da solucdo corante (azul de metileno 0,25 g/L). A
porcentagem ou o nimero de células viaveis foi determinado transferindo-se com uma
pipeta a amostra para a camara de Neubauer e a quantificacdo foi realizada em
microscopio optico. A fracdo de células viaveis € a razdo entre o nimero de células ndo

coradas e o numero total de células (PIERCE, 1970).

4.7 Producdo de lipases intracelulares em microplacas utilizando acido
oleico como indutor

Visto que o acido oleico é descrito na literatura como o melhor indutor para a
producdo de lipases e esta presente tanto no azeite de oliva quanto no 6leo de fritura
residual, este acido graxo foi usado como modelo para um melhor entendimento da

producdo das fragdes intracelulares de lipase por Yarrowia lipolytica.

4.7.1 Influéncia da fonte de nitrogénio na producdo de lipases

intracelulares

A melhor fonte de nitrogénio para a producéo de lipases intracelulares por Y.
lipolytica 50682 foi investigada. Os experimentos foram realizados em microplacas com
2 mL de meio de cultura (fonte de nitrogénio 2 g/L e acido oleico 1%). Um experimento

controle foi realizado sem qualquer fonte de nitrogénio (meio = emulsdo de acido
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oleico 1%0). As células foram adicionadas para obter DO de 0,1 em cada condicdo. As
microplacas foram incubadas em shaker a 250 rpm, 28°C e amostras foram obtidas em
15 h e 40 h de cultivo. As fragdes intracelulares foram obtidas através de ultrassom, em
banho de gelo, submetidas a um ciclo de exposicdo a 39 W de poténcia por 1 minuto.
As fontes de nitrogénio testadas foram: ureia, cloreto de amonio, sulfato de aménio,
casaminoacidos, peptona bacterioldgica, extrato de levedura, triptona de soja, triptona
N1 e triptona.

4.7.2 Influéncia da concentracao de acido oleico

A producdo de lipase intracelular por Y. lipolytica foi investigada em diferentes
concentragdes de acido oleico. Os experimentos foram realizados em microplacas com 2
mL de meio de producdo (peptona 0,64%; extrato de lévedo 1%) e diferentes
concentracdes de acido oleico (0,5-5%). As células foram adicionadas para obter DO de
0,1 em cada condicao. As microplacas foram incubadas em shaker 250 rpm, 28 °C for
40 h. As amostras foram obtidas em 15 e 40 h de cultivo. As fragdes de lipase foram
separadas através de um ciclo de ondas ultrassénicas em sonicador a 20 % de poténcia

por 1 minuto, em banho de gelo.

4.7.3 Cinética de producéo de lipases e consumo de substrato

A producdo de lipase intracelular por Y. lipolytica foi investigada em 3 % de acido
oleico por 96 h. Foram investigados a producao de biomassa, o0 consumo de acido oleico
e a de producéo das diferentes fracdes de lipase. Os experimentos foram realizados em
microplacas com 2 mL de meio de producdo (peptona 0,64%; extrato de Iévedo 1%). As
células foram adicionadas para obter OD de 0,1 em cada cultivo. As microplacas foram
incubadas em shaker 250 rpm, 28 °C por 15 h. As fracdes de lipase foram obtidas
através de um ciclo de ondas ultrassdnicas em sonicador a 20 % de poténcia por 1
minuto, em banho de gelo.

4.8 Producao de lipases intracelulares de Yarrowia lipolytica utilizando

0leos como indutores
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Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 1000 mL com 500
mL de meio OO ou meio OF, agitados em shaker a 250 rpm e 28 °C. As amostras (20
mL) foram coletadas entre 15 e 24 h de cultivo e submetidas ao protocolo de obtencdo
das fracGes intracelulares para posterior quantificacdo da atividade hidrolitica. Com a
finalidade de se confirmar a presenca da lipase nos diferentes extratos obtidos, foram
realizadas andlises de atividade lipolitica através do método titulométrico, utilizando o
6leo de oliva como fonte de substrato. Este método permite diferenciar as lipases das
demais esterases (JAEGER et al., 1999).

4.9 Caracterizacado dos extratos enzimaticos obtidos utilizando 6leos

como indutores

Amostras do meio de cultivo foram separadas e, ap6s 0 procedimento de extracao
das fracOes enzimaticas, foram obtidos dois tipos de amostras de lipase intracelular: a fracéo
de lipase liberada para o tampéo durante o procedimento de sonicagéo e a fragédo de lipase
que permanece associada a célula ap6s a sonicacdo, as quais foram chamadas, nesta parte
do trabalho, de extrato bruto liberado (EBL) e extrato bruto associado a célula (EBA). Os
dois tipos de biocatalisadores (EB’s) foram submetidos a diferentes reagdes hidroliticas e

foram adicionados diretamente ao meio reacional.

4.9.1 Especificidade em diferentes substratos

Para avaliar a afinidade dos extratos enzimaticos frente a diferentes substratos,
foram realizadas reacGes de hidrélise de p-nitofenil acetato, butirato, octanoato, laurato
e palmitato, em tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7, a 37 °C, na concentracdo de
560 uM.
4.9.2 Determinacgéo de parametros cineticos

Para determinar os parametros cinéticos Ky (constante de Michaelis-Menten) e
Vmax (velocidade maxima de reacdo) do biocatalisador obtido, foram realizadas reacoes
de hidrdlise de p-nitofenil laurato em pH 7, 37 °C, em concentra¢fes de substrato
variando entre 50 uM e 2000 puM. Os modelos de mecanismo de cinética para lipases
propostos em literatura foram aplicados, a fim de identificar o modelo de melhor ajuste,

utilizando o software Origin.
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4.9.3 Efeitos do pH e da temperatura na estabilidade operacional dos

extratos enzimaticos

A estabilidade operacional dos extratos obtidos foi avaliada em diferentes
sistemas tamponados: citrato 50 mM (pH 3-6), fosfato de sdédio 50mM (pH 7-8), fosfato
de potassio 50 mM (pH 7) e bicarbonato de sédio 50 mM (pH 9,2-10,7). Os PEB’s
foram incubados a 37 °C e o substrato da reacédo foi p- NFL (paranitrofenil laurato).

Para a determinacgdo da estabilidade operacional frente a diferentes temperaturas,
a atividade hidrolitica foi determinada pelo método espectrofotométrico utilizando
paranitrofenil palmitato como substrato e a reacdo foi testada nas seguintes
temperaturas: 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50, 55 e 60°C. Todos os ensaios foram realizados

em tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0.

4.9.4 Estabilidade a Estocagem

A andlise da estabilidade a estocagem dos preparados enzimaticos brutos foi
realizada da seguinte forma: as amostras foram estocadas as temperaturas de - 4°C, 4°C
e 30°C e atividade hidrolitica em p- NFL foi determinada em 0, 15, 30 dias e 60 dias de

estocagem.

4.10 Métodos Analiticos

4.10.1 Quantificagcdo da concentracao celular

A concentrac¢do celular foi acompanhada por medidas de densidade dptica a 570
nm e esses valores convertidos para mg p.s. cél/mL usando-se um fator de conversao
previamente determinado em curva de peso seco. A curva de peso seco foi obtida
através de uma suspensdo de células em solucdo salina (Agua destilada com 0,9% (p/v)
de NaCl). Desta suspenséo, retirou-se uma amostra (10 mL), que foi filtrada em papel
de filtro Millipore (0,45 um), seca em luz de infravermelho por 30 minutos e, em
seguida, pesada. Da mesma suspensdo foram feitas diferentes diluicbes de modo a se
obter concentragGes celulares distintas. Em seguida, mediu-se o valor de absorbancia
em espectrofotdmetro para cada concentracdo. Esses valores foram colocados em um

gréfico para obtencéo da curva de peso seco, conforme € apresentado na Figura 4.3.
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Figura 4.3. Curva de peso seco para quantificacdo da concentracdo celular de Yarrowia lipolytica
através de medidas de absorvancia em espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV-1800.

4.10.2 Quantificacdo da concentracao de glicose

A concentracdo de glicose presente do meio de cultivo foi medida pelo método
da glicose oxidase utilizando um kit enzimatico para medida colorimétrica de glicose
(HUMAN GmbH - Germany). Nesse método, a absorbancia da reacdo enzimatica é
medida em espectrofotdmetro a 500 nm, contra o branco de reacdo, que € composto
apenas pelo Reagente Enzimatico. Tomam-se aliquotas de 15 pL de amostra e
completa-se com 1500 pL de Reagente Enzimatico. Apds a homogeneizacgdo, incuba-se
por 10 min a temperatura ambiente, sendo a absorbancia da amostra e do padréo
mensuradas em no maximo 60 minutos.

O padrdo de glicose pertencente ao kit enzimatico possui uma concentracao de
100 mg.dL-1 e o Reagente Enzimatico contém: tampao fosfato (pH 7,5) 100 mmol.L-1;
4-aminofenazona 0,25 mmol.L-1; Fenol 0,75 mmol.L-1; Glicose oxidase 15000 U.L-1;
Peroxidase 1500 U.L-1; Mutarotase 2000 U.L-1.

O célculo de concentracdo de glicose € realizado através da equacdo 4.1:

« Aa
C =100 [ApJ (4.1)

onde:
Aa = Absorbancia da amostra;

Ap = absorbancia do padrao;
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C = concentragdo de glicose na amostra (mg.dL™)

4.10.3 Quantificacdo da concentracao de glicerol

A quantificacdo de glicerol foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (Waters®). Para realizacdo desta analise utilizou-se coluna Aminex® HPX-
87H, 300 x 7,8 mm (Bio-Rad Laboratories Ltd) acoplada a uma pré-coluna trocadora de
cations (Bio-Rad Laboratories Ltd), detector de indice de refracdo (Waters 2414),
bomba binaria (Waters 1525), forno e mddulo controlador de temperatura (Waters) e
software cromatografico Breeze. A fase movel utilizada foi H,SO, 5mM com vazéao de
0,8 mL/min, e a temperatura da coluna mantida a 60 °C. As amostras foram filtradas em
membrana (Waters) com diametro de 0,45 um e injetadas para a quantificacdo através
do uso da curva padréo (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Curva padréo para quantificacdo de glicerol em HPLC.

4.10.4 Quantificacdo da concentracéo de Proteina

O método de Bradford foi utilizado para a quantificacdo de proteinas. 250 pL do
reagente de Bradford pronto para uso e 5 pL de amostra foram usados na reagdo. A
reacdo ocorreu por 5 minutos em temperatura ambiente. Em pH &cido, o corante
Coomassie Blue forma um complexo com as proteinas presentes na amostra e este
complexo foi quantificado a 595 nm. A curva de calibragéo foi obtida com padrdo de
albumina bovina (Fermentas Life Science) (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Curva padréo para quantificacdo de proteinas em microplacas.

4.10.5 Determinacéo de pH
O pH das amostras livres de células dos experimentos foi determinado
utilizando-se um pHmetro da marca Digimed, modelo DM-22, previamente calibrado

com tampdes padrdo 7,0 e 4,0 na temperatura ambiente (25 °C).

4.10.6 Determinacao da atividade enzimatica

Atividade enzimatica pelo método espectrofotométrico

A atividade hidrolitica foi determinada mediante a variacao de absorbancia a 410
nm em espectrofotdmetro (Shimadzu modelo UV-1800) devido a oxidacdo do p-
nitrofenil laurato (p-NFL) a uma concentragdo de 560 pM, em tampédo fosfato de
potassio (50 mM), pH 7,0 (BRIGIDA, 2010).

O substrato (p-NFL) foi preparado solubilizando 0,018 g deste em 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) ou alcool isopropilico e, em seguida, diluido em tampéo
fosfato de potéssio (50 mM).

Para as fracOes intracelulares, duas metodologias foram utilizadas. Inicialmente,
19 mL da solugdo de p- NFL foram colocados em um bécker, sob agitagdo magnética e
temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 1 mL da fracdo enzimatica a ser
analisada e a reacgdo foi acompanhada através da leitura da absorbancia em intervalos de
1 minuto, por até 10 minutos (adaptado de Brigida, 2010). Para determinar as atividades
das 3 fracbes LE, LL e LA um tubo de ensaio contendo 1,97 mL do substrato
previamente preparado foi aclimatado a 37 °C por, aproximadamente, 15 minutos. Apds
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esse tempo, adiciona-se 0,03 mL da fracdo enzimatica a ser analisada e a absorbancia
foi acompanhada em espectrofotdmetro a 410 nm contra o branco de reagéo (0,2 mL do
tampdo fosfato de potéssio, adicionados a 1,8 mL do substrato), por 100 segundos
(AMARAL et al., 2006).

O célculo da atividade da fragdo extracelular foi realizado utilizando a equacéao
4.2:

A _ Aabs*D* f *V, 42)
At*Va

Onde:

A = atividade da enzima (U/L), onde 1 Unidade enzimatica (1U) € a quantidade
de enzima capaz de produzir 1 pumol de p-nitrofenol por 1 minuto nas condi¢des de
ensaio;

Aabs = variagdo de absorbancia no intervalo de tempo At (minuto) transcorrido
durante a fase de aumento linear da absorbéancia;

D =diluicdo da solucdo enzimatica;

Vg = volume (L) do meio reacional total;

Va = volume (L) da fragdo enzimatica utilizada;

f = o fator de conversdo dos valores de absorbancia para a concentracdo de p-
nitrofenol, cujo valor é de 189 pmol/L (para cubeta de acrilico) para o
espectrofotdmetro utilizado; o célculo da atividade para as fragcbes LL, LA e para a
celula integra, foi realizado utilizando a equacéo 4.3.

Ao Aabs*D* f *V,
At*ma

(4.3)

Onde:

A = atividade da enzima (U.g™), onde 1 Unidade enzimatica (1U) é a quantidade
de enzima capaz de produzir Immol de p-nitrofenol por 1 minuto nas condigdes de
ensaio;

Aabs = variagdo de absorbancia no intervalo de tempo At (minuto) transcorrido

durante a fase de aumento linear da absorbancia;
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D =diluicdo da solucdo enzimatica;
Vg = volume (L) do meio reacional total;
ma = massa (g) da fracdo enzimatica utilizada;

f = o fator de conversao dos valores de absorbancia para a concentragdo

Atividade hidrolitica em microplacas

O método de determinacdo da atividade hidrolitica foi também padronizado em
microplacas e o volume reacional foi ajustado. Para esta reacdo, foram usados 190 pL
de substrato (p-NFL 560uM /isopropanol/tampao fosfato de potassio 50 mM) e 5 L do
extrato enzimatico. A reagdo foi realizada em 5 minutos, a temperatura ambiente e seu
produto foi quantificado a 410 nm e a quantificacdo da atividade enzimética foi obtida

através de curva de calibragdo (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Curva padréo de p-nitrofenol em microplacas.

Atividade lipolitica pelo método titulométrico

A atividade lipolitica foi determinada pelo método de hidrolise do azeite de oliva
de acordo com o procedimento adaptado de Amaral et al. (2007), com algumas
modificagdes.

A metodologia foi realizada utilizando 10 mL de emuls&o de 0leo de oliva 20 %
(v/v) em goma arabica 5% (p/v) e 4 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0.
A formacdo da emulsdo ocorre através de agitagdo em turrax por 3 minutos. O ensaio
foi realizado em Erlenmeyers, sob agitacdo em shaker, a 230 rpm e 37 °C, sendo

iniciado pela adicdo de 6 mL da preparacdo enzimatica, previamente aquecida a
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temperatura de ensaio. Apds 15 minutos de incubacdo, a reacdo foi finalizada pela
adicdo de 20 mL de uma mistura etanol e acetona (1:1).

Os acidos graxos formados pela hidrolise dos triacilglicerdis presentes na
emulsdo foram quantificados pela titulagio com NaOH 0,04 N, utilizando titulador
automatico Methron 869. Os brancos de reacdo foram determinados para cada tipo de
amostra, em duplicata, nos quais, a enzima é inativada por adi¢do prévia da mistura
etanol-acetona ao meio reacional.

O caélculo da atividade da fracdo extracelular é realizado utilizando a equacao
4.4:

_ [(va—Vb)*M *D*1000.000]
t*Ve

A

(4.4)

Onde,

Onde,

A = atividade da enzima (U/L), onde 1 U é a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol de &cido graxo por minuto de reacéo.

Va = Volume de NaOH usado, em L, para titular o sistema reacional ap6s um
dado tempo de reacéo;

Vb = Volume de NaOH usado, em L, para titular o sistema reacional antes da
reacao - branco;

M = Concentracdo molar de NaOH usado, mol/L;

D = Fator de diluicdo da amostra;

t = tempo de reacdo, em minutos;

Ve = Volume de enzima utilizada, em L;

Para as fragbes LL e LA, calculo da atividade foi realizado utilizando a equacédo
4.5.

(Va —Vb)* M * D *1000]
t*me

a-l (4.5)

Onde,

me = massa de célula utilizada, em g;
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4.10.7 Analise do teor de acidos graxos do 6leo de fritura residual

A composicéo dos acidos graxos no 6leo de fritura residual foi determinada por
cromatografia em fase gasosa a partir dos ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG)
obtidos apos transesterificacdo acida (LEPAGE & ROY, 1986) no Laboratério de
Bioquimica Nutricional e de Alimentos do Instituto de Quimica. A analise dos EMAG é
realizada em triplicata, em cromatégrafo GC-14B (Shimatzu, Japao), equipado com
injetor do tipo split/splitless e com detector de ionizag&o por chama (FID). Programa-se
a temperatura da coluna da seguinte forma: 160 °C por 2 min., aumentando até 190 °C
(2,5 °C/min). Apds 5 min, eleva-se a temperatura até 220 °C (3,5 °C/min) e mantém-se
a temperatura constante por 15 min. O injetor e detector sdo operados nas temperaturas
de 260 °C e 280 °C, respectivamente. A identificacdo dos picos correspondentes aos
acidos graxos nas amostras é obtida através de compara¢cdo com os tempos de retencdo
de mistura comercial de padrdes de EMAG (FAME mix 37; Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil). A quantificacdo é realizada por normalizacdo interna e o conteddo de acidos
graxos nas amostras expresso em g/100 g de acidos graxos totais. Essas analises foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica Nutricional e de Alimentos do Instituto de
Quimica, sob a responsabilidade do Prof. Alexandre Torres, realizadas pela aluna de

doutorado Vanessa Naciuk.

4.10.8 Quantificacdo de acido oleico

A quantificacdo de &cido oleico foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, em equipamento HP Agilent 1100 series (Agilent Technologies, Massy,
France) e coluna Lichrospher C18 (300 mm, 7,8 mm, 5 um) a 40 °C, com solucdo de
acetonotrila/agua/acido acético (98:2:0,5, v/v) como fase movel, em fluxo de 0.5
mL/min e detector UV 205nm. A curva de calibracdo para a quantificacdo de acido

oleico pode ser observada na figura 4.7.
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Figura 4.7. Curva padrao de &cido oleico em HPLC.

4.11 ldentificacdo das lipases intracelulares em Yarrowia lipolytica

4.11.1 Eletroforese de proteinas

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Apds a extracdo das diferentes fracdes de enzima, as amostras para a eletroforese
foram liofilizadas e a concentracéo de proteina foi determinada, com o objetivo de obter
de 1 a5 mg de proteinas para a realizacdo da eletroforese em gel de poliacrilamida.

No procedimento de liofilizacdo, separou-se 5mL de cada fracdo enzimatica e
manteve-se as amostras em ultrafreezer por 20 minutos. Em seguida as amostras foram
colocadas no liofilizador e mantidas por 24 h. Para a realizacdo da eletroforese, as
amostras foram ressuspenssas em 500 pL de dgua Mili Q.

Amostras de extrato rico em lipases, apds serem liofilizadas para a concentracdo
da enzima, foram ressuspenssas em agua Mili Q. Em seguida, a 100 uL desta suspensao
foram adicionados 100 pL de tampao de amostra (glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%,
SDS 2,3%, Tris-HCI pH 6,8 0,0625 M) e a mistura foi submetida a fervura por cinco
minutos para posterior aplicagdo em gel. Os géis de 10 % de SDS-poliacrilamida com
0,75 mm de espessura foram submetidos a uma corrente de 30 mA, com voltagem
constante, segundo metodologia adaptada de Da Silva (2012). Ap6s a corrida, 0s géis
foram corados com Coomassie de acordo com protocolo descrito na literatura
(OAKLEY et al., 1980). Marcadores de proteina de baixo peso molecular (14.400 a

47



97.000 Da) foram utilizados como padrdo. A seguir, o gel foi digitalizado em Ettan™

DIGE Imager (GE Healthcare) para observagdo das bandas formadas.

Eletroforese em gel Bis-Tris 12%

Eletroforese em gel Bis-Tris [Bis (2-hydroxietil) imino-tris (hidroximetil)
metano-HCI] foi realizada no sistema NUPAGE® gel Bis-Tris 12% (Novex Life
Technologies), o qual proporciona melhor separacdo e resolucdo de pequenas e médias
proteinas através da utilizacdo de um ambiente de pH neutro, que minimiza as
modificacdes proteicas. A corrida foi realizada em um XCell surelock Mini cell system.
Nesse protocolo, as amostras (10pL) foram misturadas ao tampdo de amostra
NUPAGE® LDS (dodecil sulfato de litio, pH 8,4) e agua destilada até um volume final
de reacdo de 20 pL, e aplicadas diretamente no gel apos serem expostas a 70°C por 10
minutos, sem qualquer tratamento prévio de purificacdo ou concentracdo. O tampéo de
corrida utilizado neste sistema foi MOPS SDS (dodecil sulfato de sédio). Os géis foram
submetidos a uma corrente de 100 - 125 mA, com voltagem constante, por 50 minutos.
Marcadores de proteina Bench Marck™ (Invitrogen) (10.000 a 220.000 Da) foram
utilizados como padrdo. Os géis foram corados por Colloidal Blue Satining Kit e
digitalizados em sistema de fotodocumentacdo de geis Gel DocTM EZ Imager (Bio
Rad).

4.11.2 Extracéo do DNA genémico (DNAQ)

As células foram cultivadas em 30 mL de meio YPD até a fase exponencial. Em
seguida as células foram centrifugadas e ressuspensas em 0,5 mL de agua estéril. Esta
amostra foi transferida para um tubo eppendorff, centrifugada e o sobrenadante foi
descartado. 0,2 mL do tampdo de lise, 0,2 mL fenol/CHCI; e 0,3g de pérolas de vidro
foram adicionadas. Esta mistura foi submetida a vortex por 5 minutos. A fase aquosa foi
transferida para outro eppendorf e foi adicionado 1 mL de etanol. Em seguida, a amostra
foi centrifugada e o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70%. The etanol foi
descartado e o pellet foi submetido a secagem a 37 ou 55 °C por 15 minutos. 200 pL de
agua mili Q foram adicionados ao DNA e a mistura foi deixada em repouso por 10
minutos para dissolver todo o DNA e entdo foi submetida a vortex. Este DNA foi usado

para a reacdo em cadeia de polimerase. O mesmo protocolo foi utilizado para obter o

48



DNAg de Yarrowia lipolytica Polg. O DNAg obtido foi analisado através de

eletroforese em gel de agarose 0,75 % corada com brometo de etideo.

4.11.3 Eletroforese de DNA

A separacdo dos fragmentos de DNA em funcdo do seu tamanho realizou-se
mediante electroforese em geis de agarose 0,75 %. Foram utilizados 5 pL de amostra e
2 pL de padrdo de tamanho moleculares GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo
Scientific). A migracdo realizou-se a corrente constante (84 V). O tampéo de corrida
utilizado foi TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM). Apos a corrida, os géis foram
colocados em solucdo de brometo de etidio e TAE durante 10-20 minutos com
posterior lavagem com &gua. Os géis foram iluminados com luz ultravioleta e
digitalizados em sistema de fotodocumentacdo de géis Gel DocTM EZ Imager (Bio
Rad).

4.11.4 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

Todos os componentes reacionais foram mantidos em gelo e as reagGes foram
rapidamente transferidas para um termociclador previamente aquecido na temperatura
de desnaturacdo (98°C). Os reagentes foram misturados e centrifugados antes do uso.
Os primers para Lip 7 e Lip 8 foram desenhados com base nos resultados de Fickers et
al. (2005a) e séo descritos abaixo:

L7P1: AGGGGCTACTTGACTAGTTATGAAACG (5'— 3")

L7T1: GTGTTGCTTCTCCCCTGCCTTACACTTT (5'— 3")

L8P1: AACAAGCAGCCGTTGCCGGG (5'— 3%)

L8T1: AACCTCTTCGTGCCCAACAGTCCTCC (5'— 3")

Padronizacdo das condicGes de amplificacédo

Visando ajustar as condi¢Ges de PCR para a amplificacdo dos genes de interesse,
dois sistemas de reagdo foram testados. Utilizou-se como molde da reacdo o DNAg
obtido de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 e Y. lipolytica Polg, obtidos através do método
descrito no iten 4.11.2. Os produtos obtidos foram analisados por eletroforese em gel de

agarose e corados com brometo de etideo.

Condicdo de PCR 1:
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Amostras de DNAg sem tratamento com RNAse.

Componentes reacionais: Parimetros de amplificacio:
-Tag DNA polimerase 0.2 ul, 1- 98°C por 3 minutos
-Phusion Buffer 5x 4 ul, 2- 98°Cpor 10 segundos
-dNTPs 10 mM 0.4 ul, 3- 69°C por 30 segundos
Primer F 10 uM 1 ul, 4- 72°C por 1 minuto
-Primer R 10 yM 1 ul, 3-Etapas 2a 4 por 35 vezes
-Agua Mili Q 12 ul, 6- 72°C por 10 minutos
-DNAg 1 ul, 7- 25°C

Condicdo PCR 2:

Nesta condicdo foram realizadas 8 reacbes: 4 para Lip 7 and 4 para Lip 8. As

reacOes foram realizadas com DNAg tratado e ndo tratado com RNAse.

Tratamento com RNAse:
A 10 pL de DNAg foram adicionados 0,2 pL de DNAse e a reagdo enzimética
ocorreu a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, a reacao foi paralisada pela desativacdo da

enzima a 70 °C por 20 minutos.

Componentes reacionais: Pard s de anplificacio:
-Tag DNA polimerass 0,3 pL

-10x Tag Buffer NH4 ou KC1 5 pL
-dNTPs 10 mM 1 pL

1- 34°Cpor 5 mimitos
M Cpor 20 semundos

Primer F 10 uM 1 uL 3- 48°Cpor 20 segundos

Primer R 10 pM 1 pL 4 72*Cpor 2 mimitos e 30 sequndos
_Agua MiliQ 302 uL 5- Repeticivdaetapa ? a4 por 35 vezes
-DNAg 0,5 uL 6 T2Cpor 10 mimios

MgCla2 ul 7 259C

4.11.5 Purificacéo dos produtos da PCR

O isolamento e a purificagdo dos fragmentos amplificados de DNA foram
realizados cortando a banda de agarose que continha o fragmento de interesse. Os
fragmentos foram depois submetidos a um tratamento com GeneJET Gel Extraction Kit
(Thermo Scientific) seguindo as instru¢des do fabricante. O gel de agarose contendo o
fragmento de DNA foi colocado em um eppendorff e solubilizado em um tampéo de
ligagéo e aplicado a uma coluna de membrana de silica. O DNA purificado é eluido em

tampéo, em condi¢Oes controladas.
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4.11.6 Clonagem e transformacéao

Clonagem no vetor pJET1.2/blunt

Os produtos da amplificacdo foram clonados com o CloneJET PCR cloning Kit
(Thermo Scientific), que utiliza o vetor pJET1.2/blunt. Este vetor contém um gene letal
que € rompido com a insercdo de DNA no sitio de clonagem e, como resultado, somente
células com plasmideos recombinantes sdo capazes de se propagar. O vetor aceita
insertos de 6 bp a 10 kb e os produtos do PCR s&o ligados diretamente ao vetor em 5
minutos atrav’s de 2 etapas:

- blunting reaction: a reacdo apresenta um volume final de 18 pL. Foram
testadas 2 condigOes reacionais, contendo 10 pL de tampéo de reagdo, 1 pL de DNA
blunting enzyme e 4 uL do produto do PCR e 3 uL de agua ou 7 pL do produto do PCR
na auséncia de agua, a reacdo € preparada em gelo. As misturas reacionais foram
submetidas a vortex e centrifugadas por 5 segundos. Em seguida, a reagdo foi incubada
a 70 °C, por 5 minutos e colocadas novamente no gelo.

- reacdo de ligacdo: sdo misturados 1 pL do vetor pJET1.2/blunt (50 ng/pL) e 1
uL da enzima T4 DNA ligase, a reacdo é preparada em gelo. A reacdo foi submetida a
vortex e centrifugada por 5 segundos. Em seguida, a reacdo foi incubada a 22 °C, por 5

minutos e a temperatura ambiente, por 5 minutos.

Transformacao de células competentes por choque térmico

A técnica conhecida como transformacdo de bactérias permite a introducao de
um plasmideo na célula bacteriana. Este DNA exdgeno passa a fazer parte do material
genético bacteriano que sera herdado pelas novas células a medida que a bactéria se
multiplica. A transformacdo foi realizada com as células competentes de Escherichia
coli DH50™, usando células pUC19 (100 pg/ul) como controle de DNA. As células (no
gelo) foram aliquotadas em 50 ul de para cada transformacdo em tubos de 1,5ml. 2e5
ul (1-10 ng) de DNA foram adicionados as células e misturados gentilmente. Para o
controle pUC19, foram adicionados 2.5 ul (250 pg) de DNA. Os tubos foram incubados
em gelo por 30 minutos. Em seguida, as células foram colocadas por 20 segundos a
42°C e 0s tubos foram colocados novamente em gelo por mais 2 minutos. Entdo, foram
adicionados 500 pl de meio Luria-Bertani (LB) sem ampicilina pré-aquecido a cada
tudo. Os tubos foram incubados a 37 °C por 1 h a 225 rpm. Em seguida, 200 ul de cada
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transformacéo foram inoculadas em placas contendo meio, em triplicata. Para o controle
pUC19, foram inoculados 200 pl em cada placa LBag contendo 100 pg/ml de
ampicillina. O restante do produto obtido com a transformacao foi estocado a 4°C. As
placas foram incubadas overnight a 37 °C. Somente coldnias portadoras do inserto sao
capazes de crescer no meio com ampicilina.

-Meios de cultura utilizados na transformagéo:

LB liquido (triptona bacterioldgica 1 g, extrato de lévedo 0,5 g, NaCl 0,5 g, qsp
100 mL). LBagar (triptona bacteriologica 9 g, extrato de lévedo 4,5 g, NaCl 4,5 g, agar
13,5 g, gsp 900 mL). O pH dos meios foi ajustado para 7,0 com solugdo de NaOH.

Os meios foram autoclavados e a ampicilina foi adicionada quando a

temperatura dos meios era inferior a 55 °C, a partir de uma solucgéo estoque 50 mg/mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimentos preliminares

Azeite de oliva e oleo de fritura residual foram avaliados como indutores da
producéo de lipase de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em meios contendo glicose
ou glicerina bruta (da producéo de biodiesel) como fonte de carbono ou na auséncia dos
mesmos. A producdo de lipase por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 utilizando azeite de
oliva e glicose ja foi avaliada em estudos anteriores (PEREIRA-MEIRELLES et al.,
1997; AMARAL, 2003). Galvagno et. al (2011) utilizaram glicerol derivado da
producdo de biodiesel e azeite de oliva para obter biomassa e lipase utilizando uma cepa
desta espécie modificada geneticamente. No entanto, o0 comportamento de Y. lipolytica

frente ao residuo de 6leo de fritura ainda ndo havia sido estudado.

5.1.1 Efeito da fonte de carbono sobre o crescimento celular

O cultivo de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 em meio YPD* que contém, como
fonte de carbono, 2 % (p/v) de glicose e em meio YPDO*, contendo adicionalmente 1%
(p/v) de azeite de oliva foi realizado sob agitacdo de 250 rpm e monitorado por 100 h.
Pereira-Meirelles (1997) estudou a producéo de lipases em diferentes concentracfes
iniciais de azeite de oliva e observou maxima atividade lipolitica e baixa producdo de
proteases, quando utilizou azeite de oliva na concentracdo de 1%. Os resultados sao
apresentados na Figura 5.1.

Na presenca apenas de glicose, nota-se uma fase lag muito discreta para o
crescimento celular de Y. lipolytica e uma fase exponencial que transcorre até, pelo
menos, 30 horas de cultivo. A fase exponencial é seguida por uma fase de desaceleracao
do crescimento até, aproximadamente, 48 horas, quando a concentra¢do de substrato
mostra-se inferior a 25 % da concentracéo inicial (Figura 5.1). Segue-se, entéo, a fase

estacionaria, quando a concentracdo de glicose ja esta se exaurindo no meio.
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Figura 5.1. Cinética de crescimento celular e de consumo de glicose de Yarrowia lipolytica 50682 a
250rpm, 28°C em meio de cultura YPD* (glicose P.A. 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10
g/L e antifoam 204 1g/L) ou YPDO* (YPD* acrescido de 1% de azeite de oliva). As curvas
representam os perfis de crescimento obtidos com pelo menos 3 cinéticas de crescimento celular.

Quando a combinacdo glicose/azeite de oliva foi utilizada (meio YPDO%*), é
possivel notar perfis de consumo de glicose e de crescimento celular muito similares ao
do meio YPD*. Isso também é evidenciado pela comparacdo das taxas especificas de
crescimento, apresentadas na Tabela 5.1. Porém, ap6s 48 h de cultivo, ainda é possivel
observar um aumento da concentracdo de células em meio com azeite de oliva (Figura
5.1). O mesmo perfil de consumo de glicose na presenca ou auséncia do azeite de oliva
mostra a preferéncia da utilizacdo deste carboidrato como fonte de carbono por esta
levedura. A partir de 48 h de cultivo, com a escassez de glicose no meio, as células,
provavelmente, estdo utilizando glicerol e acidos graxos, obtidos a partir do azeite de
oliva para o crescimento celular, pois ao final de 96 h, a biomassa formada é maior que
aquela obtida somente na presenca de glicose (Tabela 5.1). Yarrowia lipolytica € capaz
de utilizar triglicerideos como fonte de carbono e a primeira etapa deste metabolismo
envolve a hidrolise deste substrato através de lipases, produzindo &acidos graxos e
glicerol (FICKERS et al., 2005a).

Kamzolova et al. (2011) realizaram cultivos com Y. lipolytica em meio contendo
glicose e acido oleico (principal acido graxo que comp®e os triacilglicerdis no azeite de

oliva). O consumo de &cido oleico s6 comegou a ocorrer quando a glicose tornou-se
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escassa no meio de cultivo. Além disso, estes autores relataram que as enzimas
lipoliticas foram produzidas desde as primeiras horas de cultivo, enquanto que as
enzimas do metabolismo de acidos graxos tiveram seus niveis rapidamente aumentados
(niveis até 10 vezes maiores) apds a exaustdo de glicose no meio. Esses resultados
corroboram com a hipotese do presente trabalho de que os produtos da hidrolise do
azeite de oliva (glicerol e &cido oleico) estdo sendo consumidos apds a exaustdo da

glicose.

Tabela 5.1. Taxa especifica de crescimento celular (n) e variagio de biomassa (Ax) de Y. lipolytica,
em 24h de crescimento na presenca de diferentes fontes de carbono e indutores obtida através da
média de pelo menos trés cinéticas de crescimento para cada formulagdo de meio de cultura.

Meio de Cultivo u(h™ Ax Zflh
(mg p.s. cél./mL)

YPD* 0,235 10,3
YPDO* 0,220 9,79
YPG 0,180 8,65
YPGB 0,206 1,77
YPGBO 0,170 7,32
YPGBOF 0,182 6,6
6]0) 0,310 11,95
OF 0,228 11,42

YPD* (glicose P.A. 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L e antifoam 204 1g/L); YPDO*
(YPD* acrescido de 1% de azeite de oliva); YPG (glicerol P.A. 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo
10 g/L e antifoam 204 1g/L), YPGB (glicerina bruta 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e
antifoam 204 1g/L), YPGBO (YPGB acrescido de 1 % de azeite de oliva) e YPGBOF (YPGB acrescido
de 1 % de 6leo de fritura residual); OO (peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L, antifoam 204 1g/L e
azeite de oliva 10g/L); OF (peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L, antifoam 204 1g/L e dleo de fritura
residual 10g/L).

O cultivo de Y. lipolytica foi realizado em meio contendo apenas azeite de oliva
(Meio OO) de forma a compreender melhor o consumo desse composto como fonte de
carbono, como mostra a Figura 5.2. E possivel notar uma fase exponencial logo no
inicio do cultivo e que, provavelmente, se deve ao consumo de acidos graxos de cadeia
longa (principalmente C18) frutos da hidrolise enzimética dos triglicerideos presentes
nesse Oleo, como proposto por Pereira-Meirelles et al. (2000). A partir de 15 h de
cultivo, é possivel observar uma fase estacionadria seguida de um aumento do
crescimento celular a partir de 30 h. E possivel que este aumento seja devido a
utilizacdo do glicerol disponibilizado no meio pela hidrdlise dos triglicerideos. Portanto,
nos meios de cultura contendo o azeite de oliva, foi observado um perfil de crescimento
que permite supor que a hidrdlise dos triglicerideos fornece substratos que sdo

consumidos de forma sequencial por esta levedura.
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A Figura 5.2 também apresenta o crescimento celular de Y. lipolytica em meio
OF, contendo 6leo de fritura como fonte de carbono, para permitir a comparacdo com
meio OO.

100 -

10 ~

Concentragdo celular (g/L)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
tempo (h)
A Meio OO OMeio OF
Figura 5.2 Cinética de crescimento celular de Yarrowia lipolytica a 250rpm, 28°C em meio de
cultura OO (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L, antifoam 204 1g/L e azeite de oliva 10g/L) ou
OF (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L, antifoam 204 1g/L e éleo de fritura residual 10g/L).

As curvas representam o perfil de crescimento obtido com pelo menos 3 cinéticas de crescimento
celular.

Observa-se na Figura 5.2 um crescimento diauxico para 0 meio contendo dleo de
fritura residual, similar ao apresentado para o azeite de oliva. Ha uma fase exponencial
no inicio do cultivo seguida por uma desaceleracéo e inicio de fase estacionaria a partir
de 15 h de cultivo. Entre 24 h e 70 h de cultivo nota-se um novo aumento da
concentracdo celular, demonstrando um consumo de fonte de carbono de forma
sequencial. A diferenca para o azeite de oliva € que para o Gleo de fritura residual, apds
a primeira fase exponencial a concentracédo celular se estabiliza em um valor (cerca de 8
mg p.s cel/mL) correspondente a metade do valor obtido em azeite de oliva (cerca de 16
mg p.s cel/mL). Entretanto, como a segunda fase exponencial em OF € mais longa do
que em OO, a concentracdo de células final é similar (em torno de 18 mg p.s cel/mL).
Isso provavelmente se deve as diferencas na composicdo de &cidos graxos dos dois

Oleos.
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Kamzolova et al. (2011) realizaram um estudo do crescimento de Y. lipolytica
em 6leo de canola, no qual ndo relataram diauxia. Na presenca da associacao de glicerol
e &cido oleico, as células foram capazes de consumir os dois substratos desde o inicio
do cultivo simultaneamente, apesar do glicerol ter sido consumido em maior taxa. As
enzimas glicerol quinase, isocitrato liase e malato sintase, enzimas chave do
metabolismo de glicerol e de acidos graxos, foram detectadas em altos niveis de
atividade até a exaustdo destes substratos no meio de cultivo. Glicerol e acidos graxos
ndo inibem o metabolismo um do outro.

O oleo de fritura utilizado nesse trabalho foi obtido através do processamento
térmico do Oleo de soja comercial. De acordo com intmeros trabalhos na literatura
(JORGE et al., 2005; SILVA & GIOELLI, 2006) o 6leo de soja apresenta na sua
composicdo triglicerideos com cerca de 80% de acido graxos insaturados sendo,
aproximadamente, 55% de acido linoleico (C18:2) e 23% de acido oleico (C18:1). Para
a confirmacdo da presenca dos acidos oleico e linoleico no residuo de 6leo de soja foi
realizada a determinacédo do teor de acidos graxos, por cromatografia gasosa, como pode ser

observado na tabela 5.2.

Tabela 5.2. Teor de &cidos graxos dos 6leos de oliva e soja (obtidos na literatura) e concentracao
relativa (%) dos acidos graxos do 6leo de fritura residual analisado através de cromatografia
gasosa, sendo o teor obtido da média de trés analises.

Oleo de Fritura

Acidos Graxos Azeite de Oliva*  Oleo de Soja* Residual
Palmitico 16:0 13,7 12,7 13,2
Estearico 18:0 2,7 4,0 3,9
Oléico 18:1 74,0 23,6 26,2
Linoleico 18:2 12,2 55,3 46,4
Linolénico 18:3 0,3 4,5 5,2

*valores obtidos na literatura

Trabalhos anteriores de utilizagdo de residuos oleosos como matéria-prima para
micro-organismos mostram que bactérias e leveduras sdo capazes de suportar as
alteracdes resultantes do processamento dos oOleos vegetais (HABA et al., 2000;
RYWINSKA et al., 2008; KAMILAH et al., 2013; MOFTAH et al., 2013). Quando 0s
residuos do processo de fritura sdo comparados com seus respectivos 6leos vegetais in
natura, apresentam reducdo do teor de acidos graxos. Haba et al. (2000) observaram
diferencas no teor de acidos graxos de cadeia curta e uma perda significativa no teor de

acido oleico, apos o processo de fritura de azeite de oliva. Porém, essas alteracées nédo
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impediram o crescimento celular e o 6leo residual foi uma eficiente fonte de carbono
para diferentes géneros de micro-organismos, como Pseudomonas, Candida,
Acinetobacte e Staphylococcus.

A composicdo do 0leo de fritura residual utilizado neste trabalho € bastante
similar a do 6leo de soja comercial in natura (Tabela 5.2). Portanto, ndo ocorreram
alteracOes significativas no teor de acidos graxos do 6leo de soja apds o processo de
fritura e o residuo manteve o perfil de composicdo de &cidos graxos do 6leo original.
Ocorreu um discreto aumento no teor de &cido oleico, porém as propor¢des entre este
acido graxo e o linoleico se mantiveram.

Apesar do processo de fritura degradar o 6leo vegetal por reacdes de hidrolise,
oxidacdo e alteracdo térmica, estas reacdes parecem nao ter gerado produtos tdxicos
para as células da levedura. Desta forma, analisando a curva de crescimento celular
(Figura 5.2), sugere-se que Y lipolytica também utilizou, de forma sequencial, os acidos
graxos e o glicerol obtido da hidrolise dos triglicerideos presentes neste residuo.

O crescimento de Y. lipolytica também foi avaliado utilizando como fonte de
carbono glicerol P.A. (meio YPG) e glicerina bruta proveniente da producdo de
biodiesel a partir de 6leo de soja e metanol via catdlise basica (meio YPGB). Os
indutores: azeite de oliva e 6leo de fritura residual também foram testados com glicerina
bruta, com os meios YPGBO e YPGBOF, respectivamente. As cinéticas de crescimento
celular e consumo de substrato, apresentadas nas Figuras 5.3 e 5.4, mostram que 0 meio
contendo somente o glicerol, sem a adi¢do de indutores, apresentou crescimento celular
similar aos apresentados na presenca de glicerol associado a azeite de oliva ou 6leo de
fritura residual. Além disso, é possivel observar que o glicerol é consumido da mesma
forma na presenca e na auséncia dos indutores e, aparentemente, a degradacao dos 6leos
ndo esta acontecendo.

Portanto, nos meios onde ha associacdo entre glicerol e 6leos vegetais, houve o
consumo preferencial do glicerol pela levedura e em até 96 h de cultivo ndo se observou
0 consumo sequencial dos componentes do meio, como ocorre normalmente na
presenca de 6leos (observado na Figura 5.2). Provavelmente a produgéo de lipases esta
inibida na presenca do glicerol. Observando a figura 5.4 é possivel notar que o glicerol é
totalmente consumido em 70 h de cultivo, talvez ap0s este tempo, a levedura passe a
consumir os 0Oleos e a produzir lipases. Comportamento similar foi observado por Corzo
& Revah (1999) que néo detectaram lipase extracelular em 36 h de cultivo de Y.
lipolytica, quando utilizaram esta fonte de carbono. Isso provavelmente ocorreu pelo
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fato do glicerol ser um produto da reacdo de hidrélise dos triglicerideos e quando ele
esta disponivel desde o inicio do cultivo, ndo ha a necessidade de producdo imediata de
lipases pela célula. Esta idéia difere dos relatos de Papanikolau et al. (2003) e
Kamzolova et al. (2011). Segundo estes autores, quando o glicerol € utilizado associado
a acido oleico, estes dois componentes ndo apresentam seu metabolismo suprimido e

s&o consumidos ao mesmo tempo, porém, o glicerol é consumido mais rapidamente que

o acido oleico.
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Figura 5.3. Cinética de crescimento celular de Yarrowia lipolytica em agitador automatico a
250rpm, 28°C em meio de cultura YPG (glicerol P.A. 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10
g/L e antifoam 204 1g/L), YPGB (glicerina bruta 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L e
antifoam 204 1g/L), YPGBO (YPGB acrescido de 1 % de azeite de oliva) e YPGBOF (YPGB
acrescido de 1 % de 6leo de fritura residual). A curva representa o perfil de crescimento obtido
com pelo menos 3 cinéticas de crescimento celular.

As taxas especificas de crescimento celular (u), calculadas na fase exponencial
de crescimento para as cinéticas realizadas na presenca das diferentes fontes de carbono
testadas e dos indutores estudados, sdo apresentadas na Tabela 5.1. E possivel observar
que os cultivos que apresentaram maior g foram os que continham azeite de oliva e 6leo
de fritura residual sem a adicéo de qualquer fonte de carbono adicional. Comparando os
resultados, observa-se que o glicerol ndo favoreceu o crescimento da levedura, mesmo
guando foi utilizado associado a qualquer dos indutores testados, 0 que, mais uma vez,
reforca a idéia de que os Oleos ndo estdo sendo utilizados pela levedura na presenca de

glicerol. O dleo de fritura residual parece ndo possuir compostos de acéao inibidora sobre
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o crescimento celular desta cepa, apresentando p ¢ produgdo de biomassa (Ax) muito

proximas das observadas na presenca do azeite.
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Figura 5.4. Cinética de consumo de substrato por Yarrowia lipolytica em agitador automatico a
250rpm, 28°C em meio de cultura YPG (glicerol P.A. 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10
g/L e antifoam 204 1g/L), YPGB (glicerina bruta 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e
antifoam 204 1g/L), YPGBO (YPGB acrescido de 1 % de azeite de oliva) e YPGBOF (YPGB
acrescido de 1 % de dleo de fritura residual). A curva representa o perfil de crescimento obtido
com pelo menos 3 cinéticas de crescimento celular.

Para avaliar a influéncia do 6leo de fritura residual no crescimento da levedura,
foram realizadas medidas de pH no inicio e ao final de 24 h de cultivo na presenga dos
indutores. O pH do meio de cultura é um dos fatores que pode alterar a producéo de lipases
e 0 crescimento da biomassa (CORZO & REVAH, 1999). O pH mais adequado para a
producéo de lipases por leveduras é proximo a neutralidade ou levemente acido (5,5 a 7,0).
Os valores de pH observados nos meios contendo azeite de oliva e o 6leo residual foram
muito similares (Tabela 5.3), 0 que mostra que as condi¢cdes de cultivo eram muito
préximas nos dois meios, corroborando com o crescimento similar (taxa especifica de
crescimento e variacdo de biomassa) apresentado pela levedura na presenga dos dois

indutores.

Tabela 5.3. Medidas de pH dos meios de cultura contendo azeite de oliva (meio OO) e éleo de
fritura residual (meio OF) no inicio do cultivo e ap6s 24h de experimento.

Tempo (h) Azeite de Oliva Oleo de Fritura
0 6,67 £0,28 6,76 £ 0,07
24 6,57 +0,17 6,34+0,18

+: desvio padrio (baseado emtrés experimentos — triplicatas)
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5.1.2 Padronizacao do protocolo de obtencao das fragdes de lipase para

o cultivo em Erlenmeyers
Como o objetivo do presente trabalho foi estudar as lipases intracelulares de Y.

lipolytica, foi necessario primeiramente padronizar o protocolo de obtencdo das fragGes
de lipase produzidas pela levedura. Para esse estudo as células foram cultivadas em
meio OO e OF por 24 h. A técnica de extracdo das lipases através do rompimento
celular com a adicdo de pérolas de vidro e agitacdo com vortex foi primeiramente
testada. Esta técnica € bem conhecida e ja foi descrita em diversos trabalhos para a
obtencdo de enzimas intracelulares (PEREIRA-MEIRELLES et al, 1997;
MATSUMOTO et al., 2002; HERNANDEZ-MONTANEZ et al., 2006;
JERMSUNTIEA et al., 2011). Porém, o procedimento de separacdo das fracdes
intracelular e associada a célula mostrou-se um pouco mais complexo, pois as células
ndo eram separadas facilmente do meio de cultura e vérios problemas foram
identificados nos experimentos iniciais:

- Durante o cultivo com 6leos, houve a formacéo de intensa espuma durante a
agitacdo em shaker e as células estavam se concentrando na espuma, na superficie do
meio de cultura. Isso dificultava o contato entre células e substrato e prejudicava o
crescimento das mesmas.

- Em torno de 6 h de experimento, 0 meio de cultura tornava-se totalmente
emulsionado e esta emulsdo permanecia até 24 h de experimento.

A superficie celular da levedura Y. lipolytica IMUFRJ 50682 apresenta alta
afinidade por substratos hidrofobicos. Além da adsorcdo direta da levedura a estes
substratos, pode ocorrer a interacdo através de um surfactante. Amaral et al. (2006)
detectou a producdo de agentes emulsionantes no cultivo de Y. lipolytica IMUFRJ
50682, na presenca de glicose. Este bioemulsionante, denominado Yansan, € produzido
durante a fase exponencial de crescimento e foi capaz de estabilizar emulsdes do tipo
agua em oOleo. Possivelmente, a emulsificacdo do meio de cultura observada neste
estudo ocorreu pela producdo de um biossurfactante. Fontes et al. (2008) relataram que
apesar da glicose ser uma fonte de carbono que favorece a producéo de biossurfactante
por esta levedura, os substratos hidrofobicos sdo mais eficientes e a agitacdo também
influencia a sua producdo, pois facilita a transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a
fase aquosa.

Portanto, quando se realizou a extracdo das frages de lipase por rompimento

celular, foram obtidas atividade hidroliticas em p-nitrofenil laurato muito baixas. Com o
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objetivo de tentar melhorar a obtencdo da lipase intracelular, outro método foi utilizado
para a separacdo das fracdes enzimaticas: o uso de ondas ultrassonicas.

Ap0s a realizacdo da separagdo das fragdes enzimaéticas, utilizando agitacdo em
vortex com perolas de vidro (3 ciclos de 1 minuto) e ultrassom (2 ciclos de 9 minutos
cada), parte das células ainda se apresentava integra. Esses resultados podem ser
visualizados nas figuras 5.5 e 5.6, onde sdo comparadas imagens de microscopia 6ptica
das células antes dos procedimentos de separacdo e apds a utilizacdo do vortex e do

ultrassom, separadamente.

Figura 5.5. Imagens obtidas a partir de microscopio 6tico de amostras contendo Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682 (aumento de 400x). Em (A) observa-se as células na presenca de azeite de oliva
antes do procedimento de extracdo, em (B) sdo visualizadas células ap6s o procedimento com
pérolas de vidro e virtex e em (C) as células apds a exposi¢éo ao ultrassom.

A Figura 5.5 mostra que além de integras as células de Y. lipolitica apresentaram
dimorfismo no meio com azeite de oliva, com elevada quantidade de hifas em 24 h de
cultivo. E possivel notar que as células de Y. lipolytica que se apresentavam na forma de
hifas sd0 mais sensiveis aos dois processos de extracio utilizados. E possivel perceber
(Figura 5.6) que o interior das hifas encontra-se aparentemente vazio, possivelmente o
conteddo das mesmas permeou pelos poros formados pela acdo do ultrassom.
Resultados similares foram observados por Kapturowska e colaboradores (2012), que
realizaram experimentos com ultrassom e relataram que as células ovais foram mais

resistentes as ondas acusticas.
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Figura 5.6. Imagens obtidas a partir de microscopio 6tico de amostras contendo Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682 (aumento de 400x). Em (A) observa-se as células na presenca de azeite de oliva apés
o0 procedimento com pérolas de vidro e vartex e em (B) as células ap0s a exposicdo ao ultrassom.

A medida da atividade hidrolitica de cada fracdo foi realizada para determinar a
eficiéncia de cada método. A tabela 5.4 mostra os resultados de atividade hidrolitica das
lipases intracelulares produzidas em experimentos com azeite de oliva e com o 6leo de

fritura residual.

Tabela 5.4. Atividade hidrolitica da lipase liberada e da lipase que permanece associada as células
de Y. lipolytica obtida em azeite de oliva e em 6leo de fritura residual, determinada através do
método espectrofotométrico, utilizando como substrato paranitrofenillaurato, apos extragdo com
vlrtex e com ultrassom em 24h de cultivo.

Metodo~de Indutor Atividade
Extracao Liberada (Ulg)  Associada (U/g)
Vértex Azeite de Oliva 155+0,3 197+04
Oleo de Fritura 1,33+0,2 1,3+0,2

Azeite de Oliva 9,92+0,9 12,14+1,0

| .
Ultrassom Oleo de Fritura 451+0,3 12,19£0,9

As ondas ultrassnicas produzem efeitos térmicos ao atingir as células e
interagem mecanicamente com a membrana celular (implosdo de bolhas de gas), sem
destrui-la, induzindo um aumento de sua permeabilidade, facilitando as trocas entre
meio intracelular e extracelular (MAWSON et al., 2011). Portanto, as células nédo
precisam ser rompidas para que a lipase intracelular seja extraida para o sobrenadante.
O método de extragdo através de ultrassom promove a formagdo de “poros” na

membrana celular, através dos quais a lipase intracelular é extraida. Desta forma, o
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ultrassom ndo promove o rompimento das células, mas diferente do processo mecanico
com vortex, favorece a extracdo da enzima e apresenta maior eficiéncia, como é
mostrado na Tabela 5.4. A atividade hidrolitica apresentou um aumento significante
tanto na fracdo liberada para o sobrenadante (Lipase Liberada - LL), quanto na fracéo
associada (Lipase Associada- LA) e, este resultado, foi observado nas amostras obtidas
na presenca dos dois indutores estudados.

O incremento da atividade hidrolitica, apds a utilizagdo do ultrassom pode estar
ocorrendo por dois mecanismos. O aumento da atividade no sobrenadante (LL) deve-se
a uma maior eficiéncia da extracdo da enzima, porém, também foi observado aumento
significativo da fracdo associada (LA) a célula. Considerando que a maior parte das
celulas manteve-se integra, o aumento da atividade da LA também pode ocorrer por
uma maior interacdo entre substrato e enzima, uma vez que ocorre a alteracdo da
permeabilidade da parede celular, o substrato da reacdo de hidrolise tem sua entrada
facilitada na célula. De acordo com Balasundaram & Harrison (2006), o ultrassom
promove um fenémeno chamado cavitacdo, que é causado por alteracbes quimicas e
fisicas, gerando um grande niimero de pequenos “poros” na parede celular da levedura,
0s quais promovem a alteracdo da permeabilidade celular, porém as células ndo sdo
rompidas.

O efeito do ultrassom sobre as células foi estudado através da determinacdo da
viabilidade celular utilizando o corante azul de metileno antes e apds do processo de
extracdo (Figura 5.7). O ensaio de azul de metileno envolve a mistura do corante com
uma amostra de levedura e as células vivas (com potencial redox ativo) podem exclui-lo
ou reduzi-lo, de modo a que apenas as células mortas (sem atividade metabdlica) séo
coradas de azul (SAMI et al., 1994; BOYD et al., 2003). Em torno de 93% das células
mantiveram-se fisiologicamente ativas ap0s a extracdo com ultrassom. Kapturowska et
al. (2012) mostraram que as células permanecem integras ou parcialmente integras
mesmo apls o tratamento com ultrassom. Portanto, nas condi¢fes estudadas, a

exposicao a ondas ultrassénicas ndo afetou significativamente a viabilidade das células.
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Figura 5.7. Viabilidade celular de células de Y. lipolytica determinada ap6s o procedimento de
extracdo com ultrassom com azul de metileno.

Como as células apds o tratamento com ultrassom mostraram-se viaveis pelo
método do azul de metileno, é necessario investigar como a atividade da lipase é maior
nas fracdes LA e LL apds esse método de extracdo (Tabela 5.4). Najjar et al. (2011)
sugeriram um mecanismo de degradacao de lipideos por Y. lipolytica. Segundo esses
autores, como, no inicio do cultivo, grande parte da atividade da lipase esta ligada a
parede da célula, sdo observadas pequenas saliéncias na superficie das mesmas quando
cultivadas na presenca de 6leos e estas saliéncias sdo importantes na absorcdo de
lipideos pela célula. Quanto maior o nimero de saliéncias, maior o numero de lipideos
ligados a célula, sugerindo que os lipideos sdo absorvidos através destas saliéncias.
Porém o mecanismo de ligacdo das lipases a parede celular ainda é desconhecido, mas a
lipase pode ser facilmente extraida das células através da agdo de tensoativos e

determinados métodos fisicos.

5.1.3 Efeito da fonte de carbono e indutores sobre a atividade

hidrolitica de lipases intracelulares de Y. lipolytica
Devido ao aumento da atividade hidrolitica obtido com o método com ondas

ultrassonicas, dentro dos limites estabelecidos na literatura para a manutencdo da

atividade da enzima, este método foi considerado o mais adequado para a obtencdo das
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fraches liberada e associada de lipases de Y. lipolytica. A atividade detectada nas
fragdes intracelulares representa mais de 80 % da atividade presente no cultivo em 24 h
(Figura 5.8).

Inicialmente, para a deteccdo da producdo de lipases nas diferentes composicdes
de meio de cultivo, foi utilizado o método espectrofotométrico com o substrato sintético
p-nitrofenil laurato (cadeia média - C12) para avaliar a capacidade hidrolitica das
fracOes obtidas. Este método ndo diferencia lipases de outras esterases, as quais também
hidrolisam os ésteres de p-nitrofenol. Apesar de nao ser especifica para lipases, esta
metodologia apresenta facilidade de execucdo e rapida obtencdo de resultados
(PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997; AMARAL et al., 2007).
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Figura 5.8. Porcentagem de atividade hidrolitica detectada nas fragbes extracelular e intracelular
utilizando os indutores azeite de oliva e éleo de fritura residual (OFR), em 24 h de cultivo.

Comparando os valores de atividade hidrolitica das fracbes obtidas em 24 h de
cultivo, mostrados na Tabela 5.5, observa-se que os meios contendo os indutores, na
auséncia de glicose e de glicerol, foram os que apresentaram os melhores resultados
para a producdo de lipase intracelular e associada a célula. O 6leo de fritura residual

mostrou-se eficiente na inducéo da producédo de lipases intracelulares. Com base nestes

66



resultados os dois indutores foram utilizados para estudar o perfil de producdo de

lipases intracelulares por Y. lipolytica.

Os resultados apresentados na tabela 5.5 corroboram com os diversos relatos na
literatura a respeito da funcdo do glicerol na inducdo da sintese de lipases. Alguns
autores relatam que o glicerol é substrato repressor da sintese de lipases, ja que ele € um
produto da hidrolise de triglicerideos (PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997;
FABISZEWSKA et al., 2014). Porém, no mesmo trabalho, Fabiszewska e
colaboradores, através do uso de superficie de resposta, observaram que é possivel
formular um meio que favoreca a producéo de lipases extracelulares com glicerol, desde
que este componente seja usado, concomitantemente, com azeite de oliva. Alguns
autores relatam ainda que Y. lipolytica pode produzir lipases extracelulares utilizando
glicerol como fonte de carbono desde que mais de 95 % do glicerol ja tenha sido
consumido, no final da fase estacionaria de crescimento (MAKRI et al, 2010;
GALVAGNO et al., 2011). Amaral et al. (2007) precisaram utilizar aeracdo muito
intensa ou carreadores de oxigénio para produzir lipase com glicose como fonte de

carbono e na auséncia de um indutor.

Tabela 5.5. Atividade hidrolitica das lipases liberada para o sobrenadante e associada & célula de Y.
lipolytica cultivada em diferentes fontes de carbono e indutores, depois de submetidas ao
tratamento com ultrassom, em 24 h de cultivo.

Fonte de carbono/Indutor Atividade Hidrolitica

Liberada (U/g) Associada (U/g)
YPD* 0 0
YPG 2,78 0,00
YPGB 0 0
YPGBO 0,46 0,28
YPGBOF 0,71 0,32
0]0) 11,84 12,10
OFR 4,34 13,59

YPD* (glicose P.A. 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L e antifoam 204 1g/L; YPG (glicerol
P.A. 20 g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e antifoam 204 1g/L), YPGB (glicerina bruta 20
g/L; peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e antifoam 204 1g/L), YPGBO (YPGB acrescido de 1 %
de azeite de oliva) e YPGBOF (YPGB acrescido de 1 % de 6leo de fritura residual); OO (peptona 6,4 g/L;
extrato de lévedo 10 g/L, antifoam 204 1g/L e azeite de oliva 10g/L); OF (peptona 6,4 g/L; extrato de
Iévedo 10 g/L, antifoam 204 1g/L e 6leo de fritura residual 10g/L).

Apesar de ter sido detectada atividade hidrolitica intracelular na presenca de
glicerol, essa fonte de carbono, ndo foi boa indutora. Os dados de atividade hidrolitica
(Tabela 5.5) confirmam o observado durante o crescimento das células (Figuras 5.3 e

5.4), em que se nota o consumo de glicerol, porém ndo houve diferencas significativas
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na formacdo de biomassa nos cultivos que continham os oOleos indutores e nem foi
liberacdo de glicerol no meio de cultivo pela hidrélise do 6leo indutor. Portanto, neste
caso, a combinagdo das 2 fontes de carbono ndo favoreceu a producdo de lipases

intracelulares.

Muitos trabalhos na literatura relatam o importante papel dos acidos graxos na
inducdo de producéo de lipases por leveduras. O &cido oleico é o principal acido graxo
envolvido nesta inducdo, porém os acidos elaidico e linoleico também podem realizar a
inducdo quando utilizados como fonte de carbono (HADEBALL, 1991; WANG et al.,
2008).

Os Oleos vegetais (oliva, soja, girassol, milho, amendoim, etc.), sdo capazes de
produzir altos niveis de atividade lipasica, quando utilizados como fonte de carbono
(SHARMA et al., 2001). Corzo & Revah (1999) estudaram a induc¢do da producdo de
lipase extracelular por diferentes tipos de 6leo e relataram que o azeite de oliva, o0 6leo
de milho e o éleo de soja foram capazes de induzir a producéo de lipase, porém o azeite
de oliva teve 0 melhor desempenho. Nos experimentos preliminares, o 6leo de fritura
residual foi capaz induzir a producdo das diferentes fracbes de lipase por Y. lipolytica,

apresentando valores que se aproximam dos obtidos com o azeite de oliva.

5.2 Extracao das Lipases Intracelulares

Para um melhor entendimento de como as ondas ultrassonicas podem alterar a
atividade das fragdes de lipase intracelular (LL e LA), experimentos em microplacas
foram realizados variando-se as poténcias e o tempo de exposicao a sonicacao.

5.2.1 Influéncia do ultrassom sobre a atividade hidrolitica das lipases

intracelulares
Os experimentos foram realizados em microplacas, utilizando meio OO (azeite

de oliva 1 %). As células obtidas por amostragem do cultivo foram ressuspensas em
tamp@o MOPS e submetidas ao procedimento de 1 ciclo de extracdo em sonicador de
baixa frequéncia (20 kHz), poténcia maxima de 130 W, em banho de gelo, com
diferentes poténcias acusticas por 30 segundos, 1 e 2 minutos.

Quando a exposicdo as ondas acusticas foi de 30 segundos, 0 aumento da
poténcia aplicada aumentou a atividade hidrolitica no tampdo (LL) (Figura 5.9). Nessa
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condicdo, a atividade hidrolitica associada (LA) a célula foi bem elevada para todas as
poténcias estudadas. Wu et al. (2007) relataram que a agdo do ultrassom pode promover
a formacdo de poros na estrutura da parede da célula, que podem aumentar a permeagéo
através da membrana ou podem danifica-la de forma letal. Portanto, como a atividade
da lipase associada a células se mantém para todas as poténcias estudadas, é possivel
que a exposicdo de 30 segundos as ondas ultrassonicas esteja promovendo a liberagdo
da lipase presente no citoplasma celular.
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Figura 5.9 Atividade hidrolitica obtida em cultivo de Y. lipolytica realizado em microplaca, em meio
OOm (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulsdo contendo 20 % de azeite de oliva).
Células foram submetidas a diferentes poténcias acusticas por 30 segundos em sonicador, a 20kHz
de frequéncia, com poténcia ultrassdnica méxima de 130 W.

Para a exposicdo por 1 minuto, observa-se na Figura 5.10 que também houve
aumento de lipase liberada para o tampdo com o aumento da poténcia até 65 W. No
entanto, como houve reducdo da atividade da lipase associada a célula, é possivel que
com o maior tempo de exposi¢do ao ultrassom, os poros formados na parede celular

tenham promovido ndo apenas a liberacdo da lipase intracelular como também a lipase
associada a célula.
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Para essa condicdo (exposic¢do por 1 minuto), aumentou-se a poténcia e, a partir
de 78 W, houve redugdo da atividade liberada, o que pode ser atribuido ao efeito

negativo das ondas ultrassonicas na estrutura da enzima.
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Figura 5.10. Atividade hidrolitica obtida em cultivo de Y. lipolytica realizado em microplaca, em
meio OOm (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulsdo contendo 20 % de azeite de oliva).
Células foram submetidas a diferentes poténcias acUsticas por 1 minuto em sonicador, a 20kHz de
frequéncia, com poténcia ultrassénica maxima de 130 W.

A cavitacdo € a formacdo de bolhas no meio liquido, contendo quantidades
variaveis de gas. Este fenbmeno acontece em 3 etapas: formagdo de nulcleos de
cavitacdo préximos as superficies das particulas suspensas no liquido, crescimento das
microbolhas e violenta implosdo. O colapso e a implosdo de milhdes de bolhas libera
energia que pode romper as ligacdes moleculares, aparecendo radicais livres H+ e OH-,
causando as alteragdes quimicas (PEDRO, 2008).

O ultrassom pode causar a ativagdo ou a inativagdo de enzimas dependendo da
intensidade aplicada e também do tipo de enzima (MAWSON et al., 2011). Sabe-se que
as reacgOes bioquimicas ocorrem em estreitas faixas de temperatura. A aplicagdo de
ondas acusticas realizada no presente trabalho, utilizando poténcias superiores 65 W,
mesmo em banho de gelo, pode estar elevando a temperatura dentro do sistema,
afetando a atividade das enzimas. Balasundaram & Harrison (2005) relataram que o

namero de cavidades gerado aumenta com a intensidade das ondas sonoras. Além disso,
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alguns trabalhos mencionam que os radicais livres gerados durante a sonicagdo podem
contribuir para a inativacdo de enzimas, como ocorre com a fumarase (BARTERI et al.,
2004). Portanto, apesar do aumento da poténcia ter mostrado um aumento de atividade,
a formacdo de radicais livres e 0 aumento da temperatura sdo fatores limitantes que
afetam a atividade da enzima.

Quando a exposi¢do foi de 2 minutos (Figura 5.11), observa-se que com baixa
poténcia (20 W) a lipase liberada j& apresenta atividade proxima da atividade da lipase
associada e com o aumento da poténcia ha uma reducdo na atividade da lipase
associada. Além do aumento da temperatura, o ultrassom pode causar cisalhamento e
sob estas condi¢des extremas, a sonicacao causa modificacBes das estruturas secundaria
e terciaria das proteinas e a atividade bioldgica das enzimas pode ser perdida
(MAWSON et al., 2011).
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Figura 5.11. Atividade hidrolitica obtida em cultivo de Y. lipolytica realizado em microplaca, em
meio OOm (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulsdo contendo 20 % de azeite de oliva).
Células foram submetidas a diferentes poténcias acusticas por 2 minutos em sonicador, a 20kHz de
frequéncia, com poténcia ultrassdnica maxima de 130 W.

O tempo de exposicdo tem um efeito negativo sobre a atividade da lipase
associada, como pode ser observado na Figura 5.12, em poténcias maiores que 26 W.

Esse efeito estd ligado possivelmente a liberacdo da lipase para o tampdo, o que é
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confirmado na Figura 5.13. Observa-se que 0 aumento do tempo de exposi¢do ao

ultrassom foi benéfico para a LL até 52 W de poténcia aplicada.
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Figura 5.12. Atividade hidrolitica nas células (LA) apds sonicacdo, em cultivo de Y. lipolytica
realizado em microplaca, em meio OOm (peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L e emulséo
contendo 20 % de azeite de oliva). Células foram submetidas a diferentes poténcias acusticas por 30
segundos, 1 e 2 minutos em sonicador, a 20kHz de frequéncia, com poténcia ultrassénica maxima
de 130 W.

Sinisterra (1992) relatou que baixa intensidade ondas ultrassdnicas podem
modificar ou melhorar a transferéncia de massa dos reagentes e produtos através da
parede celular e da membrana. Para enzimas, ocorre um aumento da transferéncia de
massa que facilita o acesso do substrato ao sitio ativo. Porém, outros fatores fisicos séo
desencadeados pelo ultrassom: aumento da temperatura e cavitacdo. Além dos efeitos
fisicos, as ondas ultrassnicas podem causar quimicos efeitos, como a formacdo de
radicais livres nas células (LIDA et al., 2008).

Neste trabalho, a melhor condicdo para separar as os extratos intracelulares e

preservar a atividade das enzimas foi de 26 W de poténcia, durante 1 minuto.
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Figura 5.13. Atividade hidrolitica liberada (LL) ap6s sonicacdo, em cultivo de Y. lipolytica realizado
em microplaca, em meio OOm (peptona 6,4 g/L; extrato de Iévedo 10 g/L e emulsdo contendo 20 %
de azeite de oliva). Células foram submetidas a diferentes poténcias acusticas por 30 segundos, 1 e 2
minutos em sonicador, a 20kHz de frequéncia, com poténcia ultrassénica maxima de 130 W.

5.2.2 Influéncia da agitacdo em vortex e do ultrassom sobre a atividade

hidrolitica das lipases intracelulares
Os resultados apresentados até agora mostram que o ultrassom promove a

liberacdo das enzimas presentes na célula e a utilizacdo do tratamento com ultrassom
permite a obtencdo de dois extratos intracelulares, um com lipases em tampéo e outro
com lipases associadas a célula. Porém, pensando em obter um biocatalisador com
lipase associada a célula, é necessario que a enzima ndo seja liberada para 0 meio
reacional durante sua aplicacdo. Portanto, para verificar se as lipases intracelulares de Y.
lipolytica seriam liberadas facilmente avaliou-se o efeito da agitagdo das células em
vortex. Os experimentos foram realizados em Erlenmeyer com 50 mL de meio de
producdo (Meio AO, contendo 3 % de &cido oleico) e incubados em agitador rotatorio a
250 rpm, 28 °C. Apds 15 h de cultivo, 1 mL de meio foi separado para extragdo e
medicéo da atividade hidrolitica.

Antes da agitagdo em vortex ndo foi detectada atividade hidrolitica ou proteinas
no sobrenadante (tampdo MOPS) (Tabela 5.6). Ap6s 1 e 3 minutos de agitagdo em

vortex, ndo se detecta proteinas no tampdo, mas sim uma baixa atividade hidrolitica. O
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aumento do tempo de agitacdo com vortex (1 a 3 minutos) ndo influenciou na atividade
enzimaética extraida para o tampao.

ApOs a agitacdo com vortex, as células foram submetidas a tratamento com
ultrassom a 30 % de poténcia, durante 1 minuto. Foi observado aumento da atividade
hidrolitica e da quantidade de proteinas no tampao depois das células serem submetidas
ao ultrassom. Portanto, o ultrassom foi um método mais eficaz que o vortex para a
liberagdo das proteinas das celulas.

Nas células, antes do tratamento com vortex, foi detectada atividade hidrolitica
(Tabela 5.6). Ap6s vortex, durante 1 e 3 minutos observou-se um pequeno aumento da
atividade associada as células. Apds o tratamento com vortex, as células foram
submetidas ao ultrassom, a poténcia de 30 %, durante 1 minuto. A atividade hidrolitica
foi ligeiramente mais baixa nas células, ap6s o ultrassom. Foi possivel observar que o
ultrassom é mais eficiente na extracdo das enzimas das células. A atividade hidrolitica
inferior observada nas células apds o tratamento com ultrassom é consistente com a
elevada atividade detectada no tampdo apds a exposicdo das células a ondas
ultrassonicas.

Tabela 5.6. Atividade hidrolitica e concentragdo de proteinas no tampédo em relagdo ao tempo de
agitacdo com vortex para células integras e apds o tratamento com ultrassom a 20kHz de
frequéncia, com poténcia 39 W, durante 1 minuto. As células de Y. lipolytica foram cultivadas por

15 h, em Erlenmeyer, em meio AOm (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulséo contendo
20 % de &cido oleico).

Atividade Hidrolitica (U/g) Proteinas (mg/ mL)
(Tni::;m de vortex Antes vortex Apos vortex Apos ultrassom \'/Ag:ii \2'?; i ul t’? aps(:)m
No tampé&o de extragdo
1 0 8,53+0,6 116,2+ 4,6 0 0 0,38+0,01
3 0 10,93+ 1,72 127,57 + 8,04 0 0 0,36 £0,01

Nas células

1 262,24+120  293,74%+215 266,11+ 2,9
3 233,20+ 9,2 325,02+12,1 268,55 + 21,3

Em um segundo experimento variando o tempo de vortex, foi observado que
maiores tempos de vortex promovem maior extracdo de lipase (uma maior atividade no
sobrenadante) (Figura 5.14). Contudo, mesmo em tempos maiores de extragdo em
vortex, o ultrassom foi mais eficiente do que o vortex para extrair a lipase, confirmando

0s resultados anteriores.
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Figura 5.14. Atividade hidrolitica nas células e no tampao em diferentes tempos de agitagdo com
vértex e ap6s o tratamento com ultrassom a 20 kHz de frequéncia, com poténcia 39 W, durante 1
minuto. As células de Y. lipolytica foram cultivadas por 15 h, em Erlenmeyer, em meio AOm
(peptona 6,4 g/L; extrato de I1évedo 10 g/L e emulséo contendo 20 % de acido oleico).

Apesar do tratamento com vortex ter sido menos eficiente, € importante
reassaltar que nos experiemntos com microplacas ndo foram utilizadas pérolas de vidro,
devido aos pequenos volumes utilizados. O uso das pérolas de vidro poderia contribuir
para a extracdo da ezimas, como foi observado nos experimentos preliminares em
erlenmeyers, porém , mesmo no método utilizando pérolas de vidro, o ultrassom
promoveu amior atividade enzimatica tanto no sobrenadante quanto nas células. Outro
fator que poderia contribuir para a otimizagdo da extracdo com vortex seria 0 aumento
do diametro das pérolas de vidro. Medeiros et al. (2008) observou em células de
Kluyveromyces marxianus que gquanto maior a a relacdo carga de pérolas-volume de
suspensdo celular, maior é a detecgdo da atividade enzimatica.

Porém, o ultrassom parece promover a atividade da enzima associada as células,
porque apos a utilizagdo de ultrassom, a atividade foi significativamente maior do que
guando usado apenas o vortex. Sabe-se que o ultrassom pode promeover a
desorganizacdo da parede celular e aumento de sua permeabilidade, e desta forma,
estaria promovendo o contato enzima associada/substrato. Aparentemente, a maior parte

da lipase esta aderida a superficie da célula, porque com a exposicdo de células por
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muito tempo ao vortex, processo de extracdo menos eficiente do que a sonicagdo, mais
lipase é libertada apds vortex e, menos lipase € liberada quando o ultrassom é aplicado.
Para estudar o efeito de diferentes tempos de sonicagdo, um terceiro teste foi
realizado com as células ressuspendidas em tampdo de MOPS. O tempo de vortex foi
mantido constante (3 minutos) e o tempo de sonicacdo foi alterado (0,5; 1; 2; 4
minutos). A atividade hidrolitica foi ligeiramente aumentada nas células apos
submetidas a exposi¢do ao ultrassom por 1 minuto (Figura 5.15). Quando o tempo de
exposicao foi de 2 minutos, a atividade enzimatica foi reduzida, e esta reducdo foi maior

quando aplicado 4 minutos de sonicacéo.
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Figura 5.15. Atividade hidrolitica nas células (LA) apés serem submetidas a 3 minutos de virtex e a
ultrassom a 20 kHz de frequéncia, com poténcia 39 W, por 0,5, 1, 2 e 4 minutos. As células de Y.
lipolytica foram cultivadas por 15 h, em Erlenmeyer, em meio AO (peptona 6,4 g/L; extrato de
lévedo 10 g/L e emulsdo contendo 20 % de &cido oleico).

Antes do tratamento com vortex, baixa atividade enzimatica foi detectada no
sobrenadante (tampdo MOPS) (Figura 5.16). A quantidade de proteina foi quantificada
no sobrenadante, e antes do tratamento com vértex, ndo foram detectadas proteinas no
sobrenadante. Ap6s 3 minutos de vortex, foi observado um aumento da atividade da
enzima no tampéo, mas nao foram detectadas proteinas. Apds vortex, as celulas foram
submetidas ao tratamento com ultrassom. A atividade enzimética foi aumentada no
tampdo, depois do ultrassom. A quantidade de proteina também foi aumentada no

tampdo depois da aplicacdo do ultrassom e parece ser dependente do tempo de
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exposicdo. Apods 2 e 4 minutos de exposicao ao ultrassom observa-se queda da atividade
enzimatica, provavelmente devido aos efeitos desnaturantes das ondas ultrassonicas ou

da elevacao da temperatura gerada durante a sonicagéo.
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Figura 5.16. Atividade hidrolitica e concentra¢do de proteina no tampao (LL) antes e ap6s o
tratamento com vortex durante 3 minutos e ultrassom a 20 kHz de frequéncia, com poténcia 39 W,
durante 0,5, 1, 2 e 4 minutos. As células de Y. lipolytica foram cultivadas por 15 h, em Erlenmeyer,
em meio AO (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulsédo contendo 20 % de acido oleico).

Liu et al. (2013) mencionam o ultrassom como um método extensivamente
usado para a obtencdo de proteinas de células microbianas. Os resultados apresentados
aqui mostram a sua eficiéncia para a obtencdo de proteinas quando comparados com o
protocolo usando vortex. Para células de Sacharomyces cerevisiae, Liu e colaboradores
relataram que a liberacdo de proteinas estd diretamente relacionada com o aumento da
poténcia do ultrassom. Porém, estes autores advertem que tempos prolongados de
exposicdo a ondas acusticas pode levar a degradacdo das proteinas e perda de sua
atividade devido ao aumento de temperatura no sistema. E possivel observar, na figura
5.16, nos tempos de exposicdo 0,5 e 4 minutos, que existe uma realagédo inversa entre
conteddo proteico e atividade enzimatica, a qual pode ser explicada devido a dificuldade

de controle de temperatura em maiores tempos de exposicéo.
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A influéncia do ultrassom na extracdo de proteinas também foi avaliada através
de eletroforese de proteinas (Figuras 5.17 e 5.18) e foi possivel observar que a
intensidade das bandas de proteina aumentou apds as células serem submetidas a
maiores tempos de sonicacdo. E, nestas imagens € possivel visualizar a diferenca de

eficiéncia dos dois métodos estudados.
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Figura 5.17. Eletroforese de proteinas em gel de Bis-Tris a 12% das células e do sobrenadante
(tampdo MOPS) antes e apés o tratamento com vortex durante 3 minutos e tratamento com
ultrassom 20 kHz de frequéncia e a 39 W de poténcia, durante 30 segundos e 1 minuto. As células
de Y. lipolytica foram cultivadas por 15 h, em Erlenmeyer, em meio AO (peptona 6,4 g/L; extrato de
Iévedo 10 g/L e emulséo contendo 20 % de &cido oleico).

Considerando o0s resultados apresentados, observa-se que as lipases
intracelulares de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 nédo sdo facilmente liberadas da
célula por agitacdo. O estudo dos metodos de extragdo mostrou que o ultrassom é um
método eficiente para a extracdo das lipases associadas a superficie celular e, em
condicBes controladas, permite a manutencdo da atividade enzimética nos estratos
obtidos. Portanto, o ultrassom é um método adequado para a obtencdo dos extratos
intracelulares estudados no presente trabalho.
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Figura 5.18. Eletroforese de proteinas em gel de Bis-Tris a 12% do sobrenadante (tampao MOPS)
antes e ap0s o tratamento com vortex durante 3 minutos e tratamento com ultrassom 20 kHz de
frequéncia e a 39 W de poténcia, durante 1 e 4 minutos. As células de Y. lipolytica foram cultivadas
por 15 h, em Erlenmeyer, em meio AOm (peptona 6,4 g/L; extrato de lévedo 10 g/L e emulsdo
contendo 20 % de &cido oleico).

5.3 Estudo comparativo da producdo de lipases intracelulares
utilizando acido oleico, azeite de oliva e 6leo de fritura residual como
indutores

5.3.1 Cinética da producédo de lipases intracelulares utilizando &cido
oleico como indutor
Considerando que o &cido oleico esta descrito na literatura como o melhor

indutor para a producdo de lipases e esta presente tanto no 6leo de oliva como no éleo
de fritura residual, este acido graxo foi usado como um modelo para o estudo inicial da
cinética de producdo de lipases intracelulares pela cepa Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682 cultivada em microplacas.

Para a deteccdo de producdo de lipase, na presencga de acido oleico, 0 método
espectrofotométrico foi usado com o substrato p-nitrofenil laurato para avaliar a
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atividade hidrolitica das fracdes obtidas. As Figuras 5.19 e 5.20 mostram os perfis de
consumo de 4&cido oleico, de crescimento celular e de producdo de lipases.
Adicionalmente, observa-se uma fase lag de, aproximadamente, 5 horas e uma fase
exponencial até cerca de 30 h de cultivo. Em 40 h de cultivo a concentracdo de acido
oleico no meio de cultura € minima e o crescimento da levedura se apresenta em fase
estacionéria (Figura 5.19).

Em relagdo a producgdo de lipases, em 15 horas de cultivo, h4& o méaximo de
atividade para as fracdes intracelular (Figura 5.20). Neste momento, metade do acido
oleico ja havia sido consumido (Figura 5.19) e a levedura esta no final da fase
exponencial de crescimento (Figura 5.20). Além disso, existem dois picos de atividade
extracelular: um em 15 de cultivo, na fase de desaceleracdo do crescimento e outro em
40 h de cultivo, quando o acido oleico estava completamente exaurido do meio de
cultivo.

Amaral (2003) estudou a producéo de lipases pela mesma cepa em meio YPD e
observou também dois picos de atividade extracelular, o primeiro em 15 h de cultivo e 0
segundo em 20 h, na fase de desaceleracéo do crescimento celular. Fickers et al. (2004)
também observaram duas fases de secrecdo de lipases extracelulares em meio com &cido
oleico, apesar da eficiente inducdo de Lip2. Estas fases sugerem que a produgéo de
lipases pode ser regulada ao nivel de sua secrecao.

A cinética observada na presenca de acido oleico (Figura 5.20) é similar aquela
descrita por Pereira-Meirelles et al. (2000) para a producdo de lipase por Y. lipolytica
em meio contendo 6leo de oliva como indutor. Segundo estes autores, as lipases basais
presentes na célula séo suficientes para iniciar a hidrdlise do éleo e liberar os acidos
graxos, os quais induzem a producdo de lipases. A lipase produzida se acumula na
célula, enquanto o substrato é abundante. Quando a disponibilidade de substrato
diminui, a enzima é liberada para assimilacdo do substrato remanescente. Portanto,
detecta-se a presenca de atividade extracelular maxima durante a fase estacionaria do
crescimento. E possivel observar que no inicio do cultivo, existe atividade hidrolitica
basal na célula e, inclusive, parte dela é liberada para 0 meio de cultura. O acido oleico
é consumido desde o inicio do cultivo e induz a produgdo de lipases (Figura 5.19 e
5.20).
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Figura 5.19. Cinética de crescimento celular e consumo de substrato para Y. lipolytica em meio com
3% de indutor (meio AO). Os cultivos foram realizados em microplacas com 2 mL de meio de
cultura, 250 rpm e 28 °C.

Segundo Kohlwein & Paltauf (1983), os &cidos laurico e oleico possuem livre
difusdo através da membrana em concentracdes acima de 10 uM. As lipases produzidas
tém seu maximo de atividade (1863 U/g para a LA e 1363 U/g para a LL) quando
metade do acido oleico presente no meio ja foi consumido, no inicio da fase de
desaceleracdo do crescimento celular. Bigey et al. (2003) relataram resultado
semelhante para a atividade obtida com a levedura C. deformans, onde 75 % de toda a
atividade detectada no cultivo, na fase exponencial de crescimento, estava associada as
células. Portanto, no inicio do cultivo, quando &cido oleico é abundante no meio,
detecta-se maior atividade associada as células, pois em alta concentracdo, o acido
oleico se difunde facilmente para o interior da célula e é suficiente para suprir o
crescimento celular. Desta forma, as lipases se acumulam na célula e séo liberadas para

0 meio extracelular apenas quando a concentracdo de &cido oleico diminui.
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Figura 5.20. Cinetica de crescimento celular e producdo de lipases de Y. lipolytica, cultivada em
meio com 3% de &cido oleico, em microplacas a 250 rpm e 28 °C. LE (lipase extracelular), LA
(lipase associada) e LL (lipase liberada).

Esse perfil de atividade corrobora os relatos de Fickers et al. (2004) sobre a
producdo de lipases. Os autores realizaram um estudo da localizacdo de lip2 durante o
crescimento de Y. lipolytica em meio contendo triptona N1 e cido oleico e observaram
que em 10 h de crescimento, a lipase esta principalmente localizada na membrana

celular e em 18 h de cultivo a lipase esta no citosol e no sobrenadante do cultivo.

5.3.2 Efeito da fonte de nitrogénio sobre a producdo de lipases
intracelulares
Investigou-se diferentes fontes de nitrogénio para a producdo de lipases

intracelulares por Y. lipolytica IMUFRJ 50682. Os experimentos foram realizados com
2 g/L da fonte de nitrogénio, em microplacas, e a fonte de carbono utilizada foi o acido
oleico a 1 %, adicionado ao meio na forma de emulsdo (&cido oleico/agua
destilada/Tween 40). Um experimento controle somente com a emulsdo de &cido oleico
também foi realizado. Amostras foram obtidas em 15 h (lipases intracelulares) e 40 h de
cultivo (lipase extracelular).

A Tabela 5.7 mostra a producdo de lipases por fonte de nitrogénio testada. A
composicdo de meio que favoreceu a producéo de biomassa foi a associa¢do de peptona

bacteriolégica e extrato de lévedo (PEP+EL), que ao final de 40 h chegou a 13,89 g/L.
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A associacdo PEP+EL também foi muito eficiente para a obtencdo de atividade
hidrolitica das fra¢fes intracelulares (LL + LA). Em 15 h de cultivo, a biomassa
produzida foi de 9,02 g/L e as atividades hidroliticas para as fragdes LL e LA foram,
respectivamente, 1217 U/g e 2978 U/g.

Tabela 5.7. Concentracéo celular e atividade hidrolitica das lipases de Y. lipolytica 50682 em meio
de cultura com 1 % de acido oleico e diferentes fontes de nitrogénio e em meio contendo somente a

emulsdo de &cido oleico, cultivadas em microplacas, a 250 rpm/ 28°C, por até 40h. LE (lipase
extracelular), LA (lipase associada) e LL (lipase liberada).

Xish Xaon

Fonte de Nitrogénio (9/L) (/L) LL (U/g) LA (U/g) LE 40n (U/L)
Extrato de Lévedo 3,44 7,14 381+18 1542 + 142 87+9
Uréia 0,45 1,39 0 89 + 47 796 + 128
Triptona de soja 3,03 4,24 494 £ 19 987 + 89 375
Cloreto de Amdnio 0,24 0,41 0 154 + 59 1430 £ 199
Triptona 1,64 1,36 1386 + 188 971+ 214 1457 £ 142
Triptona N1 11 14 970,74 £ 215 122 + 26 1682 £ 104
Acido Oleico 0,05 0,05 0 201 +19 1316 + 180
Casaminoacidos 0,64 1,49 325+ 74 273 +7 1480 + 218
Peptona bacteriol6gica 0,36 0,07 0 233+ 39 1124 + 118
Sulfato de Aménio 0,77 0,96 0 104+ 6 718 + 142
Peptona bact./Extrato de l1évedo 9,02 13,89 1217 + 20 2978 £+ 85 1840 £ 114

Pereira-Meirelles et al. (1997) relataram que o melhor meio para a producao de
lipases utilizando azeite de oliva, foi aquele que contendo extrato de Iévedo e peptona
concomitantemente, obtendo-se uma atividade méxima de 2700 U/L.

E possivel observar na Tabela 5.7 que, quando somente o extrato de lévedo foi
utilizado como fonte de nitrogénio, excelentes resultados de atividade (LA) e producéo
de biomasa foram obtidos. Neste caso, 0 extrato de lévedo associado ao &cido oleico foi
eficiente para a inducdo da producédo de lipases associadas a célula (1542 U/g em 15h de
cultivo e 3,44 g/L de biomassa). Galvagno et al. (2011) relataram aumento significativo
de producéo de biomassa e de atividade de lipases extracelulares com extrato de Iévedo
ou peptona. Segundo a literatura, o extrato de Iévedo tem efeito positivo sobre produgéo
de lipases e induz o crescimento de biomassa, pois ndo é apenas uma fonte de
nitrogénio, mas também de vitaminas (LI et al., 2004).

Quando peptona bacteriologica foi utilizada como unica fonte de nitrogénio, ndo
se obteve expressiva producdo de biomassa e tambeém ndo foi detectada atividade
enzimatica. Resultados obtidos por Corzo e Revah (1999), com a cepa Y. lipolytica 681,
mostraram que peptona favoreceu a producéo de biomassa por esta cepa, porem néo foi

uma boa fonte de nitrogénio para a producao de lipases.
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Pereira-Meirelles et al. (1997) e Fickers et al. (2004) correlacionam a producao
de biomassa e a atividade da enzima extracelular. Esta correlagdo pode ser evidenciada
nesse trabalho também para lipases intracelulares. As fontes de nitrogénio que
favoreceram a producdo de biomassa sdo também aquelas onde se detectou maior
atividade hidrolitica intracelular. Corzo e Revah (1999) mostraram que o coeficiente de
correlagéo de 0,77 foi estatisticamente significativo entre lipase extracelular e biomassa.

Uréia, emulsdo de acido oleico sem outro componente no meio e
casaminodcidos ndo produziram quantidades relevantes de biomassa e também néo
foram eficientes para a producdo de lipases intracelulares. Os resultados obtidos
confirmam as observacdes de Pereira-Meirelles et al. (1997) que encontram baixos
valores de atividade lipolitica extracelular quando empregaram uréia no meio de cultivo
em comparacdo com a utilizacdo de peptona. A utilizacdo de triptona e triptona de soja
como fontes de nitrogénio produziu resultados menos expressivos de atividade
hidrolitica para as fragdes intracelulares. No entanto, para uma cepa de Y. lipolytica
mutante superprodutor de lipase, triptona N1 foi a melhor fonte de nitrogénio para a
producdo extracelular (FICKERS et al., 2004).

As fontes de nitrogénio de origem inorganica ndo foram eficientes para a
inducgéo de lipases intracelulares. Esses dados corroboram com relatos da literatura de
que os micro-organismos fornecem altos rendimentos de lipase extracelular quando se
utiliza como fonte de nitrogénio um composto organico (SHARMA et al., 2001;
FICKERS et al., 2004; GALVAGNO et al., 2011). Muitos trabalhos reportam o efeito
repressor do sulfato de aménio sobre o crescimento de algumas cepas de Y. lipolytica e
baixa atividade lipolitica sdo encontradas quando este composto é utilizado como fonte
de nitrogénio (PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997; NOVOTNY et al., 1988 e CORZO
e REVAH, 1999). Entretanto, esta foi a melhor fonte de nitrogénio inorganico para a
producdo de lipase de Candida sp. (TAN et al., 2003).

Portanto, cada cepa apresenta uma resposta especifica frente a composicdo do
meio de cultura. Os resultados confirmam a relagdo entre a producdo de biomassa e

atividade de lipase e mostram que 0 mesmo ocorre para as fragdes intracelulares.

5.3.3 Efeito da concentracao inicial do indutor
A producdo de lipase extracelular e intracelular por Y. lipolytica foi investigada

em diferentes concentragdes de azeite de oliva. O experimento foi realizado em

microplacas com 2 mL de meio de producdo (Meio OO: peptona 0,64%; extrato de
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levedura 1%) e 1, 3, 5 e 10 % de azeite. As fracbes de lipase foram separadas com
células obtidas em 15 h de cultivo e sonicadas, em banho de gelo, em um ciclo de
extragcdo com 26 W de poténcia, durante 1 minuto.

O crescimento celular ndo apresentou diferenca significativa nas concentracdes
entre 1 e 10 % de azeite de oliva (Tabela 5.8).

Tabela 5.8. Atividade hidrolitica e concentragéo celular de Y. lipolytica, cultivada em meio com 1, 3,
5 e 10 % de azeite de oliva, em microplacas a 250 rpm e 28 °C. LE (lipase extracelular), LA (lipase
associada) e LL (lipase liberada).

15h
Azeite de Oliva (%)  Xpmaxsh (/L)
LL (U/g) LA (U/g) LE (U/g)
1 13,7 1449 + 255 1811,9 +63,1 541,0 + 34,7
3 16,3 1369,2 + 2335 2172,3+170,4 438,3+121,7
5 17,0 955,1+96,9 1147,9+1149 650,0 £ 51,6
10 13,9 560,3 + 43,9 759,0+62,7 1321,1+107,3

Observando a Tabela 5.8 é possivel perceber que 1 e 3% de azeite de oliva
foram as melhores concentracdes para a producdo de lipase intracelular, confirmando
relatos anteriores da literatura (PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997). As fracOes
presentes nas células representam a maior parte da atividade de lipase presente no meio
de cultura. Para as lipases extracelulares, maior atividade foi observada com o aumento
da concentracdo de indutor.

O cultivo e producéo de lipase também foram avaliados com &cido oleico como
indutor e as amostras foram obtidas a 15 e 40 h de cultivo. Em 15 h a producdo de
células foi similar para todas as concentracdes testadas (Tabela 5.9), assim como nos

resultados obtidos com azeite de oliva.

Tabela 5.9. Atividade hidrolitica e concentracao celular de Y. lipolytica, cultivada em meio com 0,5,
1, 3 e 5 % de acido oleico, em microplacas a 250 rpm e 28 °C. LE (lipase extracelular), LA (lipase
associada) e LL (lipase liberada).

Acido Oleico  Xmixisn  Xmax o 15h 40 h
(%) (g/L) (g/L) LL (U/g) LA (U/g) LE (U/L) LE (U/L)
0,5 6,7 7.9 1226 +14 3860 +43 789 + 24 413 + 99
1 9,0 13,9 1217+20 2978 +9  1840+114 3720+ 142
3 8,0 20,7 234+4  450+0,6 2740+152 5722 +550
5 11,5 32,3 110+18  137+10 1733+323 1272 +289

Altas atividades de lipases intracelulares foram detectadas com 0,5 e 1 % de

acido oleico. Foi observada uma baixa producéo de lipase intracelular nas concentragdes
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de 3 e 5% em 15 h de cultura. Em microplacas, o volume final do meio é de 2 ml, uma
concentracdo elevada de azeite de oliva (5 %) pode dificultar a transferéncia de
oxigénio e isto pode influenciar na producdo de lipases. Sendo Y. lipolytica uma
levedura estritamente aerdbia, a concentracdo de oxigénio dissolvido e a transferéncia
de oxigénio sdo parametros que alteram fortemente seu metabolismo (Amaral et al.,
2006).

Diferentes concentracfes de acido oleico também foram testadas na producédo
de lipase extracelular por Fickers et al. (2004). Foi observado que a secrecao de lipases
para 0 meio de cultivo ocorre pricipalmente no inicio do cultivo para 0,5 % de acido
oleico e em uma etapa posterior para 1 e 3 % de &cido oleico. Isso provavelmente se
deve a disponibilidade da fonte de carbono no meio, pois a secre¢do da lipase s6 vai
ocorrer quando esta fonte esta escassa. Como maiores concentracdes levam mais tempo
para serem consumidas, a deteccdo da lipase extracelular, nessa condigdo, sO se da em
uma etapa posterior. Seguindo esse raciocinio, a lipase intracelular teria seu apice no
inicio do cultivo.

Atividade extracelular também foi detectada em 15 h de cultivo, sendo que na
concentracdo de 3 % foi observada a maior atividade. Em 40 h de cultivo em diferentes
concentragcOes de acido oleico, foi observado um aumento progressivo na atividade de
lipase extracelular (Tabela 5.9), o que mostra o efeito indutor dessa fonte de carbono.
Além disso, confirma que a lipase extracelular comeca a ser secretada em uma etapa
posterior. Com 5% de &cido oleico todas as fracdes de lipase apresentaram baixa
atividade. Esse fato pode ser relacionado a uma inibicdo por alta concentracdo de
substrato hidrofobico (ZARECKUVA, 2012) ou porgue, com maior concentracdo, em
40 h, ainda ndo se atingiu a concentracdo de exaustdo do acido oleico para permitir a
secrecdo de lipase. No entanto, para as lipases intracelulares, percebe-se que ha uma
inibicdo mesmo, pois desde o inicio do cultivo observa-se baixa atividade para essas
fracOes. Portanto, com os dados da Tabela 5.9, é possivel concluir que as baixas

concentragOes de &cido oleico favorecem a producdo lipases intracelulares.

5.3.4 Producéo de lipases intracelulares utilizando azeite de oliva e 6leo

de fritura residual como indutores

Com o objetivo de estudar a inducédo das lipases intracelulares na presenca dos

6leos e verificar o potencial de inducdo do 6leo de fritura residual, foram realizados
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experimentos em shaker, em Meio OO (peptona 0,64 % e extrato de Iévedo 1 %) com a
adicdo de 1 % do indutor (azeite de oliva ou dleo de fritura residual). Os extratos foram
obtidos através de ultrassom, em banho de gelo, poténcia de 150 W em sonicador 20
Hz, com méaxima poténcia de 500 W, em dois ciclos de extracdo de 9 minutos e as
atividades hidroliticas foram quantificadas utilizando p-nitrofenil laurato como

substrato.

A figura 5.21 mostra o perfil de producdo de lipases produzidas em azeite de
oliva. E possivel observar maxima atividade associada a célula em 6 h de cultivo e
maxima atividade de lipases intracelulares liberadas apos a sonicagdo das células em 15
h. Em 6 h de cultivo também é observada atividade extracelular em torno de 100 U/L.
Esse perfil € condizente com os relatos da literatura sobre a primeira etapa de
degradacao dos triglicerideos (TAG’s) (FICKERS et al, 2005b; HARZEVILI, 2014).

E importante lembrar que foi utilizado como indutor azeite de oliva extra virgem
“in natura”, portanto, com alto teor de triglicerideos (TAG’s). Considerando que os
triglicerideos do meio de cultura sdo utilizados desde o inicio do cultivo para o
crescimento das células e, a primeira fase deste metabolismo se da pela hidrélise dessas
moléculas em &cidos graxos e glicerol, as lipases basais presentes na célula exercem a
fun¢@o de iniciar o consumo dos TAG’s. Portanto, em 6h de cultivo se observa uma alta
atividade de lipase na célula, as quais, provavelmente, sdo responsaveis pela hidrolise
inicial de TAG’s (entre 0 e 6 h de cultivo). A alta atividade intracelular em 15 h ¢

devido a inducdo da producdo destas enzimas pela entrada de &cidos graxos nas células.

Estudos anteriores mostraram que quando o azeite de oliva é a Unica fonte de
carbono, os niveis de triglicerideos diminuem rapidamente nas primeiras 10 h de
cultivo. Em 10 h de cultivo ndo se encontra mais triglicerideos no meio, porém se
observa 0 maximo de concentracdo de acidos graxos livres, 0s quais ndo sdo mais
detectados em 30 h (NAJJAR et al., 2011).

O perfil apresentado na figura 5.21 é bastante similar ao perfil de lipases
intracelulares apresentado na mesma figura para a indu¢do somente com acido oleico
(Figura 5.20). Porém, na presenca do &cido graxo, ndo se observa alta atividade de
lipases associadas antes de 15 h de cultivo. Neste caso, o acido graxo ja esta disponivel
no meio de cultura desde o inicio e tem difusdo livre pela parede celular. Portanto, os

maximos de atividade extracelular e intracelular ocorrem ao mesmo tempo (15 h).
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Nesse caso, tanto a fracdo intracelular quanto a fracdo associada a superficie celular
apresentam o mesmo perfil e a inducédo é eficiente. O que se observa € o acumulo de
lipases no interior e na superficie celular e liberacdo de lipases para o meio de cultura

em duas etapas, a qual esta relaciona a diminui¢do da concentracéo do substrato.
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Figura 5.21. Atividade hidrolitica das lipases de Y. lipolytica 50682 em meio OO com 1 % de azeite
de oliva, cultivadas em Erlenmeyers, a 250 rpm/ 28°C, por 168 h. As linhas entre os pontos sdo
somente para facilitar a visualizacéo e ndo representam dado experimental.

Najjar et al. (2011) sugeriram um mecanismo de degradacdo de lipideos por Y.
lipolytica. No inicio do cultivo, grande parte da atividade da lipase esta ligada a parede
da célula e sdo observadas pequenas saliéncias na superficie celular quando cultivadas
na presenca de Oleos. Essas saliéncias sdo importantes na absorcdo de lipideos pela
célula (Figura 5.22). Quanto maior o numero de saliéncias, maior o namero de lipideos
ligados a célula, sugerindo que os lipideos sdo absorvidos através destas saliéncias.
Apesar do processo de lipdlise ocorrer principalmente na parede celular e ser decorrente
do contato das gotas de 6leo com as leveduras, o mecanismo de ligacdo das lipases a

parede celular ainda é desconhecido.
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Figura 5.22. Representacdo esquematica do mecanismo de lipdlise e captacdo de &cidos graxos em
cultivos com Y. lipolytica (NAJJAR et al., 2011).

Em relacdo a atividade extracelular, os perfis de producdo com azeite de oliva
(Figura 5.21) e acido oleico (Figura 5.20) sdo bem diferentes. Na indugdo com o azeite
de oliva ndo foi observada a formag#o dos dois picos de atividade. E importante lembrar
que o azeite de oliva fornece duas fontes de carbono diferentes: o glicerol e os acidos
graxos. E trabalhos anteriores mostraram que a lipase extracelular sé é secretada quando
a concentracdo de glicerol € minima no meio de cultivo (GALVAGNO et al., 2011).
Portanto, é possivel que a presenca de um Unico pico de atividade extracelular, seja
devido & presenca de glicerol no meio de cultivo. O méximo de atividade extracelular
(48h) ocorre em fungdo da provavel diminuicdo do consumo de substrato (TAG’s).
Portanto, a secrecdo de lipases parece estar diretamente relacionada a concentracao de

triglicerideos como foi relatado anteriormente por Pereira-Meirelles et al. (2000).

Ainda na figura 5.25, € possivel observar que no méaximo de atividade
extracelular as atividades intracelulares sdo minimas. Ou seja, nesta fase o ¢éleo
provavelmente ja foi quase todo consumido e a expressdo de lipases intracelulares

diminui e a lipase extracelular foi liberada para a degradagdo do substrato remanescente.

Portanto, este perfil corrobora com os relatos da literatura de que, nas primeiras
horas de cultivo, as lipases associadas a célula sdo capazes de prover o crescimento
celular e a entrada de acido oleico (FICKERS et al., 2004). Najjar et al.(2011), através

de técnicas de biologia molecular, observaram que a maior parte da atividade lipolitica
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permaneceu associadas as células nas primeiras horas de cultivo. Os TAG’s do azeite de

oliva foram degradados enquanto a lipase ainda estava ligada a parede celular.

E importante ressaltar que neste trabalho somente foram comparados os perfis de
atividade, visto que os valores de atividade obtidos em microplacas e em Erlenmeyers
sdo completamente diferentes. Isto se deve ao fato de que varias condicGes de cultivo e

andlises foram alteradas ao longo do trabalho.

Na figura 5.23 observa-se o perfil de producdo de lipases na presenca do 6éleo de
fritura residual (OFR). Os valores maximos de atividade para as fracGes intracelulares
foram detectados em 15 h de cultivo e o perfil de atividade destas fracdes foi bastante
similar ao obtido com é&cido oleico. Baixa atividade extracelular foi detectada nos
cultivos com OFR como indutor.
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Figura 5.23. Atividade hidrolitica das lipases de Y. lipolytica 50682 em meio de cultura com 1 % de
oleo de fritura residual, cultivadas em Erlenmeyers, a 250 rpm/ 28°C, por 168 h. As linhas entre os
pontos séo somente para facilitar a visualizacdo e néo representam dado experimental.

Ao comparar os perfis obtidos com acido oleico e com o 0leo de fritura residual,
nota-se que sdo bastante similares em relacdo a producdo de lipases intracelulares.
Apesar da composi¢do de acidos graxos do OFR ser parecida com a composi¢éo do 6leo
de soja “in natura” (dados apresentado na tabela 5.1), o residuo de 6leo de fritura sofreu

alteracdes termoxidativas e hidroliticas na sua composicéo de triglicerideos.
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Segundo Cella et al. (2002), éleos aquecidos por longos periodos a elevadas
temperaturas apresentam mais de 50 % de compostos polares, que séo provenientes da
degradagdo dos TAG’s, como 4cidos graxos livres, 4cidos graxos oxidados,
diacilglicerideos, polimeros. Portanto, o alto teor de acidos graxos livres, provavelmente
presente neste residuo, foi capaz de induzir um perfil de producdo de lipases
intracelulares similar ao observado na presenca unicamente de acido oleico. N&o ha a
necessidade de disponibilizacdo de lipases extracelulares no inicio do cultivo para a
degradag¢do dos TAG’s. De acordo com Jorge et al. (2005), a quantidade de acidos

graxos livres nos 0leos vegetais aumenta com o tempo de exposicéo a fritura.

Segundo Desfougeres et al.(2010) existem dois sistemas separados de controle
genético das vias de hidrélise de TAG’s (genes SOA) e de oxidagdo de acidos graxos
livres (genes POX2). Portanto, as diferencas de perfis de lipases intracelulares
observadas nas inducdo com azeite de oliva, com OFR e com &cido oleico sugerem que
a hidrdlise de triglicerideos é necessaria no inicio do cultivo na presenca de azeite de
oliva, mas ndo é uma via metabdlica importante para o consumo de &cidos graxos na

presenca do residuo.

Os perfis de producdo de lipases intracelulares também foram estudados por
Najjar e colaboradores (2011). Nesse trabalho, foram utilizados azeite de oliva e
tributirina como fontes de carbono e nos dois cultivos os maximos de atividade

associada as células também foram as 15 h de cultivo.

Muitos trabalhos na literatura relatam o importante papel dos acidos graxos na
inducdo da producdo de lipases por leveduras (THEVENIEAU et al., 2010). Como ja
mencionado, o &cido oleico é o principal acido graxo envolvido nesta indugdo, porém os
acidos eladico e linoleico também podem realizar a inducdo quando utilizados como
fonte de carbono (HADEBALL, 1991; WANG et al., 2008).

Os 6leos vegetais (oliva, soja, girassol, milho, amendoim, etc.), sdo capazes de
produzir altos niveis de atividade lipasica, quando utilizados como fonte de carbono
(SHARMA et al., 2001). Corzo & Revah (1999) estudaram a indugédo da producéo de
lipase extracelular por diferentes tipos de dleo e relataram que o azeite de oliva, o0 6leo
de milho e o 6leo de soja foram capazes de induzir a producéo de lipase, porém o azeite

de oliva teve o melhor desempenho.
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Nesse trabalho, o Oleo de fritura residual induziu a producdo das fragdes
intracelulares de lipase por Y. lipolytica, porém apresentou valores menores de
atividades hidroliticas maximas que os obtidos com o azeite de oliva. Esse fato pode ser
atribuido ao menor teor de acido oleico presente no OFR (26 % de acido oleico e 46 %
de 4&cido linoleico). Sugiura et al. (1975) realizaram um estudo comparativo da
producdo de lipases com diferentes tipos de &cidos graxos e observaram que os &cidos
oleico e linoleico foram eficientes na inducdo da producdo das fracGes associadas as
células. Porém, o acido oleico foi quase 4 vezes mais eficiente que o linoleico. Além
disso, na presenca de OFR, houve baixa deteccdo de atividade extracelular, o que pode
ser devido a presenca de componentes no OFR que possam inibir a producdo da lipase

extracelular.

Com a finalidade de confirmar a presenca da lipase nos diferentes extratos
obtidos com os dois indutores, foram realizadas analises de atividade lipolitica em 6, 15
e 24 h de cultivo, tempos em que se detecta maior atividade hidrolitica intracelular. O
método utilizado foi o titulométrico, o qual permite diferenciar as lipases (subclasse de
esterases capazes de catalisar a hidrolise de acilglicerdis de cadeia longa, com mais de
10 atomos de carbono) das demais esterases (enzimas que hidrolisam triglicerideos de
cadeia curta) (JAEGER et al., 1999). Os resultados obtidos podem ser visualizados nas
Figuras 5.24 e 5.25.

Observando a figura 5.24, nota-se que houve maxima inducdo da producdo de
lipases intracelulares na presenca de azeite de oliva em 24 h de cultivo. A inducédo
ocorreu de forma mais lenta do que com OFR (Figura 5.25) e no inicio do cultivo (6h),
a atividade lipolitica foi maior na lipase associada a célula, reafirmando a idéia de que
as LA sdo as responsaveis pela hidrolise de triglicerideos no inicio do cultivo.

Observando a figura 5.25, nota-se que a inducdo mais rapida da producdo de
lipases na presenca de OFR, provavelmente por este residuo apresentar maior
quantidade de 4cidos graxos livres que o azeite de oliva “in natura”. O OFR apresenta,
em sua composicdo, acidos graxos e triglicerideos em quantidade suficiente para induzir
a producdo de lipases intracelulares (méaximo de atividade lipolitica 400 U/g), porém ele
se mostrou menos eficiente que o azeite de oliva (maximo de atividade lipolitica 600
U/g). Porém, com 0 uso do residuo, obteve-se uma produtividade de 26,7 Ug*h™,
enquanto que na inducdo com o azeite de oliva foi de 25 Ug-1.h"!, portanto, os dois

indutores apresentaram produtividades bem préximas. Considerando que a producgéo de
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lipases intracelulares em OFR ocorreu em tempo menor, este indutor, entdo, seria 0

mais adequado para a producao.
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Figura 5.24. Atividades hidrolitica e lipolitica das fragoes intracelulares produzidas por Y. lipolytica
50682, em meio OO em cultivos em erlenmeyers, 250 rpm, 28 °C.
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Figura 5.25. Atividades hidrolitica e lipolitica das fragoes intracelulares produzidas por Y. lipolytica
50682, em meio OF em cultivos em erlenmeyers, 250 rpm, 28 °C.
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5.4 Caracterizacao dos extratos enzimaticos obtidos utilizando 6leos
como indutores

A caracterizacdo dos extratos intracelulares obtidos é de fundamental importancia e
base para estudos futuros de investigacdo das suas possiveis aplicacdes e para a delimitacao
das condicoes ideais de trabalho. Para se obter os extratos enzimaticos as células do meio de
cultura foram separadas em 15 h de cultivo e, ap6s o procedimento de extragdo das fragdes
enzimaticas, foram obtidos dois tipos de extratos para cada indutor utilizado. A fracdo
enzimatica obtida no sobrenadante apds o procedimento em ultrassom aplicado as células
sera chamada, nesse trabalho, de extrato bruto liberado (EBL), enquanto que a fragdo obtida
nos pellets celulares apds 0 mesmo procedimento sera chamado de extrato bruto associado a
célula (EBA). E importante destacar que os resultados referentes a essa caracterizagio dos
extratos sdo inerentes a um efeito sinergistico de todos os componentes presentes, que
podem ser isoformas de lipases (Lip2, Lip7 ou Lip8), proteases, compostos intracelulares,

etc.
Especificidade em relagdo ao substrato

As Figuras 5.26 e 5.27 mostram as atividades hidroliticas dos extratos de lipases
intracelulares de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 obtidos frente a diferentes p-nitrofenil
ésteres de cadeias curtas (C2 e C4), médias (C8 e C12) e longa (C16). Comparando 0s
extratos produzidos com azeite de oliva como indutor (Figura 5.26), o extrato bruto
associado mostrou elevada atividade percentual tanto para os substratos de cadeias
médias, quanto para o de cadeia longa, enquanto que o extrato bruto liberado apresentou

afinidade similare para cadeia curta, média ou longa.

Fickers et al. (2005a) realizaram a caracterizacao de lipases Lip7p e Lip8p de
Yarrowia lipolytica e observaram que Lip7 apresentou maior afinidade por substratos
com cadeias curtas (C6), enquanto que Lip8 apresentou maior atividade em ésteres de
cadeias médias (C10). Outros trabalhos na literatura também relatam este perfil de
especificidade para estas duas lipases (SONG et al., 2006; LIU et al., 2010). Kumari &
Gupta (2012), através de caracterizagdo de Lip8 expressa em Escherichia coli,
mostraram que esta lipase apresentou maior atividade sobre 6leos vegetais, em seguida
em TAG’s puros e paranitrofenil ésteres, sugerindo que Lip 8 € uma lipase verdadeira.

Com base nestes dados, supde-se que as diferencas de perfis de especificidade entre
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EBL e EBA obtidos com azeite de oliva estejam relacionadas as diferengas quantitativas
destas isoformas de lipases nesses extratos. Possivelmente o EBA apresenta maior
percentual de Lip8.
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Figura 5.26. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y. lipolytica 50682,
em meio OO. Foram utilizados substratos de diferentes tamanhos de cadeia carbdnica, as reagdes
ocorreram a 37 °C, em tampdao fosfato de potéssio 50 mM, pH 7. EBL (extrato bruto liberado)
apresentou atividade maxima de 16,2 U/g e EBA (extrato bruto associado) apresentou atividade
maxima de 169,0 U/g.

Os EB’s associado e liberado induzidos pelo OFR apresentam alta percentagem
de atividade quando foram utilizados substrato de cadeia longa (C16) (Figura 5.27).
Aparentemente, estes extratos sdo eficientes para a hidrolise de substratos gordurosos.
Esse resultado mostra um perfil de especificidade diferente entre os extratos obtidos
com azeite de oliva e 0 OFR. O residuo parece ser um indutor mais eficiente que o

azeite para a obtencdo de um extrato com caracteristicas de lipase verdadeira.

Os extratos obtidos com o OFR apresentaram especificidade similar ao extrato
extracelular produzido por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 que foi caracterizado por
Brigida et al. (2007) e apresentou grande afinidade por substratos de cadeia longa (C16)

e baixa atividade para substrato com cadeia curta (C4).
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Figura 5.27. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y. lipolytica 50682,
em meio OF. Foram utilizados substratos de diferentes tamanhos de cadeia carbdnica, as reacdes
ocorreram a 37 °C, em tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7. EBL (extrato bruto liberado)
apresentou atividade maxima de 59,4 U/g e EBA (extrato bruto associado) apresentou atividade
maxima de 223,4 U/g.

5.4.1 Efeito da concentracdo de substrato na hidrolise de para-
nitrofenil laurato

As velocidades de reacdo de hidrdlise variaram na faixa estudada de acordo com a
concentragdo de substrato. A determinacao dos valores de K, e Vmay foi realizada por ajuste
ndo linear do modelo de Michaelis-Menten aos dados experimentais. A constante de
Michaelis-Menten (Kr,) e a velocidade méaxima (V) calculada para cada extrato bruto
obtido sdo apresentadas na tabela 5.10.

O EBL obtido com azeite de oliva apresentou 0 menor K, ou seja, maior afinidade
pelo substrato, o p-nitrofenil laurato. Isso pode ser justificado pela especificidade mista
apresentada por este extrato pelos diferentes tamanhos de cadeias de ésteres (Figura 5.26).
O EBA obtido em azeite apresentou 0 maior K,,, o que confere uma menor afinidade pelo
substrato com cadeia média (C12). Esse fato confirma os resultados de elevada
especificidade deste extrato por cadeias longas (C16) (Figura 5.26).
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Tabela 5.10. Parédmetros cinéticos dos extratos brutos das lipases liberadas para o sobrenadante
(EBL) e associadas a célula (EBA) de Y. lipolytica cultivada na presenca de azeite de oliva ou dleo de
fritura residual como indutores.

Extrato Bruto K (LM) Vinax (Lmol.min™.g™?) R’
EBL Azeite 181,5 +159,9 13,9+2,8 0,42
EBL OFR 395,5+99,2 342+2,7 0,93
EBA Azeite 621,8 +£237,2 307,4 £ 49,2 0,91
EBA OFR 307,5+83,6 252,3+83,6 0,69

Os extratos obtidos com o OFR apresentaram Ky, muito préximos entre si. O
EBL mostrou K, maior do que EBA, logo este apresenta menor afinidade pelo p-
nitrofenil laurato (C12).

Observando as Figuras 5.28 e 5.29, é possivel notar varias oscilagdes na
atividade do EBL obtido em azeite de oliva, as quais impediram um bom ajuste do
modelo (baixo R?, Tabela 5.10). Para o EBL obtido a partir de azeite de oliva, assim
como para 0 EBA obtido a partir do OFR, observa-se uma reducdo da taxa de reacdo
com o0 aumento da concentracdo do substrato. Isso sugere que ha inibicdo da enzima

pelo substrato.

8 EBL Oleo de fritura residual n EBL Azeite de diva
— Michaelis Menten —— Michaelis Menten

Taxa de reacao (pumol/min)
Taxa de reagdo (pumol/min)

7 00 7000 0 500 1000 50 2000
pNF laurato (uM) pNF laurato (uM)

Figura 5.28. Influéncia da concentracéo de substrato na velocidade inicial da reagdo de hidrolise de
paranitrofenil laurato, em pH 7, a 37 °C, catalisada pelo extrato de lipases de Y. lipolytica liberadas
apos sonicacao .
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Figura 5.29. Influéncia da concentragdo de substrato na velocidade inicial da reacéo de hidroélise de
paranitrofenil laurato, em pH 7, a 37 °C, catalisada pelo extrato de lipases de Y. lipolytica
associadas as células, apos sonicacéo .

5.4.2 Efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade dos extratos
enzimaticos

A figura 5.30 mostra o efeito do pH sobre a atividade dos extratos obtidos com
OFR como indutor. EBA e EBL mostraram méaxima atividade em pH 7. Porém observa-
se uma grande diferenca de atividade no mesmo valor de pH, quando utilizou-se tampé&o
fosfato de sddio e fosfato de potéssio. Diferentes eletrdlitos podem interferir na
distribuicdo de cargas na superficie da enzima, no produto e no substrato, o que altera a
atividade da mesma (BRIGIDA, 2010). A atividade das lipases associadas a célula é
favorecida por ions sodio e, além disso, estas lipases sdo levemente ativas em pH 3 e 9.
Ja as lipases que foram removidas das células (EBL) sdo mais ativas na presenca de ion
potassio e ndo apresentaram atividade em pH 3 ou 9. Essa pequena diferenca de
atividade entre extrato associado e liberado frente a pH’s 4cido (3) e alcalino (9) pode
ser explicada devido a protecdo que o envelope celular confere a enzima. De certa
forma, a enzima encontra-se imobilizada na parede/membrana da célula, as quais agem
como um material de revestimento e protegem as enzimas (PHAM-HOANG et al.,
2013).

Virios relatos na literatura mostram que Lip7 e Lip 8 apresentam pH’s 6timos
entre 7 e 9,5 (ZAHO et al.,, 2011; KUMARI & GUPTA, 2012 e KANOUM et al.,
2015). Porém, estes valores de pH variam de acordo com as condi¢cdes de reacéo e

substrato utilizado.
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Quando foram testados os extratos brutos associado e liberado obtidos com azeite
de oliva, observou-se o mesmo perfil de atividade (Figura 5.31). Os méximos de
atividade para os dois extratos foram em pH 7,0. Além disso, foi observado o mesmo
efeito positivo do ion potassio sobre a atividade hidrolitica de extrato bruto liberado
obtido tanto em azeite quanto em OFR. Portanto, em relacéo as atividades dos EBL e
EBA frente a diferentes pH’s, ndo ha diferenga entre os extratos obtidos com azeite de

oliva e com OFR.
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Figura 5.30. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y. lipolytica 50682,
em meio OF. Foi utilizado paranitrofenil laurato como substrato, as rea¢des ocorreram a 37 °C, em
tampdes de diferentes pH (3, 7 € 9).

A influéncia da temperatura sobre a atividade hidrolitica dos extratos foi
avaliada de 25 a 60 °C, em pH 7 (Fig 5.32 e 5.33). O aumento da temperatura reacional
pode levar a um aumento da velocidade de reacdo ou causar a desativagdo térmica da
enzima. A atividade dos extratos obtidos em azeite de oliva e em OFR aumentou com o
incremento da temperatura até 37 °C e acima desta temperatura observou-se queda na

atividade dos mesmos.
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Figura 5.31. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y. lipolytica 50682,
em meio OO. Foi utilizado paranitrofenil laurato como substrato, as rea¢gdes ocorreram a 37 °C, em
tampdes de diferentes pH (3, 7 e 9).

A lipase extracelular de Y. lipolytica j& foi bem caracterizada e sua temperatura
Otima é de 37 °C (CORZO & REVAH, 1999; Brigida et al., 2007). Porém, Pereira-
Meirelles et al. (1999) caracterizaram um extrato extracelular obtido com a cepa Y.
lipolytica IMUFRJ 50682 com méxima atividade a 55 °C. Essas diferencas de
temperatura 6tima de atividade podem ser atribuidas a presenca de diferentes isoformas
de lipase no extrato enzimatico. E interessante observar que os EBA’s apresentaram os
menores valores de atividade a 60 °C e foram mais sensiveis ao aumento de temperatura
que os EBL’s. Liu et al (2010), Zhao et al. (2011) e Kumari et al. (2012) caracterizaram
as lipases Lip7 e Lip8 de Yarrowia lipolytica, expressas em diferentes micro-
organismos, e observaram que seus maximos de atividade foram a 40 °C. Porém,
existem alguns relatos de que Lip8 também apresentou maximo de atividade em 45 °C
(SONG et al., 2006; LIU et al., 2010). O extrato bruto liberado de azeite de oliva é bem
estavel e manteve sua atividade a 60 °C. Song et al. (2006) relataram que Lip7 e Lip8
apresentam alta estabilidade a 60 °C e mantiveram 85 % de sua atividade inicial apos
trés horas de incubacdo, em pH 7,0. Portanto, o EBL obtido com azeite de oliva parece

conter quantidades significativas e Lip8.
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Figura 5.32. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y. lipolytica 50682,
em meio OF. Foi utilizado paranitrofenil palmitato como substrato, as reacdes ocorreram em pH
7,0, diferentes temperaturas (25 a 60 °C).
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Figura 5.33. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y. lipolytica 50682,
em meio OO. Foi utilizado paranitrofenil palmitato como substrato, as rea¢des ocorreram em pH
7,0, diferentes temperaturas (25 a 60 °C).

5.4.3 Estabilidade a estocagem

A estabilidade dos extratos obtidos foi avaliada (Figura 5.34). Os extratos brutos
estocados a 4 e - 4 °C apresentaram maior estabilidade a estocagem do que os extratos
mantidos a 30°C. E importante ressaltar que ndo houve uma manutencio ideal de

temperatura durante todo o periodo de estocagem nos estudos a 4 e - 4 °C e, por isso,
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existem algumas oscilagbes incoerentes de atividade ao longo do tempo. Porém, é

| avaliar que a 30 °C, os extratos obtidos com azeite de oliva tiveram a sua

s

possive

EBL e EBA obtidos com o OFR

foram mais estaveis por 15 dias a 30 °C, porém em 30 dias ja tinham perdido quase que

atividade afetada em 15 dias de armazenamento.

a totalidade da atividade inicial. Extratos extracelulares produzidos por Y. lipolytica
IMUFRJ 50682 sdo estaveis a baixas temperaturas. Pereira-Meirelles et al. (1997)
observaram 100 % da atividade inicial foi mantida apds 370 dias a 5 °C. Brigida et al.
(2007) relataram o extrato bruto de lipases extracelulares manteve sua atividade inicial
por 7 meses a — 10 °C. Apesar das temperaturas de armazenamento ndo terem sido

| observar que a -4 e 4 °C, apds

s

é possive

adequadamente mantidas ao longo dos 60 dias,

de suas atividades iniciais.

2 meses de estocagem, os extratos mantiveram mais de 70 %

Portanto, os EB’s obtidos no presente trabalho também apresentam certa estabilidade a

baixas temperaturas.

{%) Ienpisay eonYjOIPIH 2pEPIARY

Tempo (dias)

Tempo (dias)
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EBL Oleo de fritura residual

EBL Azeite de oliva
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B EBA Azeite de oliva

Figura 5.34. Atividades hidroliticas dos extratos intracelulares produzidos por Y. lipolytica 50682,
em meio OO e meio OF, armazenados a 30, 4 e -4 °C, por até 60 dias. Foi utilizado paranitrofenil

dopH 7.

37 °C, em tamp

, as rea(;(”)es ocorreram a

palmitato como substrato
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5.5 ldentificacdo das lipases nos extratos brutos obtidos

Pesquisas recentes do Geénolevures consortium (http://www.genolevures.org/)
determinaram o sequenciamento completo do genoma de Y. lipolytica E150 (CLIB99) e
descreveram genes para a producdo de 16 isoformas de lipases as quais tém sido
identificadas nas fragdes intracelular, ligada a célula e extracelular e s&o eles: LIP2
(YALIOA20350g), LIP4 (YALIOE08492g), LIP5 (YALIOE02640g), LIP7
(YALIOD19184g), LIPS (YALIOB09361g), LIP9 (YALIOE34507g), LIP10
(YALIOF11429¢g), LIP11 (YALIOD09064g), LIP12 (YALIOD15906g), LIP13
(YALIOEO0286g), LIP14 (YALIOB11858g), LIP15 (YALIOE11561g), LIP16
(YALIOD18480g), LIP17 (YALIOF32131g), LIP18 (YALIOB20350g) e LIP19
(YALIOA10439g). Além disso, foram descritos genes que codificam quatro esterases:
LIP1(YALIOE10659g), LIP3 (YALIOB08030g), LIP6 (YALIOC00231g) e LIP20
(YALIOEO05995q) (FICKERS et al., 2011).

Ota et al., 1980 caracterizaram duas lipases ligadas a parede celular de Y.
lipolytica, Lip 1 (39 kDa) e Lip Il (44 kDa). Lip 7 e Lip 8 sdo associadas a célula, porém
sdo facilmente liberadas com a lavagem das células com tampéo fosfato (FICKERS et
al, 2005a). As lipases Lip2 (38 kDa), Lip 9, Lip 11 (51 kDa), Lip 12 (48 kDa), Lip 14 e
Lip18 sdo extracelulares (KUMARI et al., 2012; ZAOH et al., 2011; NAJJAR et al.,
2011; KUMARI & GUPTA, 2012).

Com o objetivo de conhecer o perfil das enzimas nos extratos obtidos, foram
iniciadas analises para a determinacdo do perfil eletroforético das proteinas
intracelulares. Também foram utilizadas técnicas de biologia molecular para iniciar os
protocolos necessarios a identificacdo de lipases nos extratos obtidos utilizando
anticorpos especificos que serdo aplicados em métodos imunoldgicos de identificacdo
como a imunofluorescéncia e o western blot. Os métodos de biologia molecular sdo
ferramentas extremamente Uteis para a determinacdo da localizacdo de lipases em
diferentes micro-organismos e a caracterizacdo das mesmas (FICKERS et al., 2004;
HAMA et al, 2006; DARVISHI, 2013; KAMOUN et al., 2015).

5.5.1 Eletroforese de proteinas nas fracdes obtidas utilizando os 6leos

como indutor
A Figura 5.35 mostra o resultado de eletroforese em gel de poliacrilamida dos

extratos enzimaticos obtidos em azeite de oliva e em 6leo de fritura residual em 24 h de
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cultivo em Erlenmeyers e os resultados foram analisados comparando-se as bandas com
marcadores de proteinas de diferentes pesos moleculares. E possivel observar as bandas
proximas a 40 kDa nos extrato brutos liberados obtidos no cultivo em azeite de oliva e
6leo de fritura. E possivel que estas bandas representem as lipases Lip 7 e Lip 8,
relatadas na literatura com massa molecular em torno de 41 kDa (FICKERS et al.,
2005a; SONG et al., 2006). Portanto, provavelmente cada extrato obtido contém um
conjunto de isoformas de lipases, em diferentes proporgoes.

Apesar de Lip 7 e 8 serem parcialmente secretadas para o meio de cultura, estas
isoformas representam somente 3 % da atividade extarcelular detectada no meio de
cultivo, sendo Lip 2 a principal enzima responsavel pela atividade extracelular. Lip 7 e
Lip 8 estdo principalmente associadas a parede celular (PINGDENE et al., 2000;
FICKERS et al., 2005a).

Oleo de Fritura Residual Azeite de Oliva

Padrao Extra EBL EBA Extra EBL EBA

97kDa —>

66kDa —>

45kDa —>

30kDa —»

20,1 kDa=—>

14,4 kDa —»

-

Figura 5.35. Eletroforese de extratos brutos enzimaticos obtidos através de sonicagdo, em 24h de
cultivo de Y. lipolytica, na presenca de azeite de oliva e 6leo de fritura residual, revelada com
Coomasie.

5.5.2 Extracdo do DNA gendmico e reacdo da cadeia de polimerase

(PCR) de LIP 7 e LIP 8 de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682
A extracdo e purificacdo do DNA ¢é uma etapa fundamental para se obter alta

eficiéncia de amplificagdo nos protocolos que usam a reacdo em cadeia da polimerase
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(PCR). Com o objetivo de identificar as lipases intracelulares produzidas, foi realizada a
extracdo de DNA genémico da cepa Y. lipolytica IMUFRJ 50682, utilizando solucdo de
fenol/cloroférmio como desnaturante das proteinas contidas na amostra e a qualidade do
DNAg obtido pode ser visualizada através de eletroforese em gel de agarose 0,75%
(Figura 5.36). O DNA genémico obtido foi utilizado como um molde para a
amplificacdo dos genes Lip7 e Lip 8 in vitro por PCR. A cepa Polg foi utilizada para
avaliar a eficiéncia do método de extracao.

50682 Polg

Figure 5.36. Imagem obtida da eletroforese em gel de agarose 0,75 % do DNA gendmico extraido de
Yarrowia lipolytica 50682 e Yarrowia lipolytica Polg. O gel foi corado com brometo de etidio e
visualizado em luz ultravioleta.

Ap0s a obtencdo do DNA das duas estirpes, diferentes reacdes de amplificacdo
foram testadas para escolha da melhor condicdo reacional, utilizando o0s
oligonucleotideos iniciadores para Lip 7 e Lip 8 desenhados anteriormente por Fickers
et al. (2005a).

A condicdo PCR 1 ndo promoveu a amplificacdo dos genes Lip 7 e Lip 8 e gerou
bandas inespecificas. Isto pode ter ocorrido por contaminagdo da amostra com RNA ou
insuficiente volume dos componentes reacionais. Em vista deste primeiro resultado, foi
necessaria a otimizagéo das condicdes da PCR.

Para melhorar o desempenho da amplificacdo foi necessario tratar as amostras
com RNAse. Desta forma, um novo ensaio para a amplificacdo de Lip 7 e Lip 8 foi

105



realizado, com amostras tratadas e ndo tratadas com RNAse e também alterando a
concentracdo de alguns componentes da reacdo, como: a enzima Taq polimerase
(responsavel pela sintese de novas fitas de DNA), o DNAg utilizado na reagdo, a
mistura dos nucleotideos (ANTPs: dATPs, dTTPs, dCTPs e dGTPs) necessarios para a
sintese das fitas de DNA e concentracdo do co-fator da reacdo MgCl,. Foram testados
também dois tipos de tampdes, KCI e NH, e, além disso, foram alterados os parametros
da reacdo: a Tm (melting temperature), a qual varia de acordo com o primer utilizado e
a temperatura em que ocorre a desnaturacdo do DNA; a temperatura de anelamento e o
tempo de incubacdo a 72 °C, temperatura na qual a emzima Taq-DNA polimerase esta

ativa.

bn/0,5ng DNA

10000
8000
6000
5000

Figura 5.37. Imagem do gel de eletroforese em agarose dos produtos de PCR obtidos com a
condigdo 2 em tamp&o NH,: (1) Yarrowia lipolytica Polg Lip 7 RNAse +, (2) Yarrowia lipolytica
50682 Lip 7 RNAse +, (3) Yarrowia lipolytica Polg Lip 7 RNAse -, (4) Yarrowia lipolytica 50682 Lip
7 RNAse -, (5) Controle sem DNA, (6) Yarrowia lipolytica Polg Lip 8 RNAse +, (7) Yarrowia
lipolytica 50682 Lip 8 RNAse +, (8) Yarrowia lipolytica Polg Lip 8 RNAse -, (9) Yarrowia lipolytica
50682 Lip 8 RNAse -, (10) Controle sem DNA.

Segundo Fickers et al. (2005a), Lip 7 apresenta 2173 bp e Lip 8, 2092 bp. Na
figura 5.37 pode-se observar o resultado obtido com a condigdo PCR 2, visualizado
através de eletroforese em gel de agarose. A condicdo PCR 2 foi a melhor para a
amplificacdo de Lip 8 e gerou produto de 2000 pares de bases. N&do houve amplificagéo
de Lip 7 nas condigdes testadas. Bons resultados de amplificacdo foram obtidos para
Lip 8 da cepa Y. lipolytica 50682 usando DNA gendmico tratado (reagdo 7) e néo
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tratado (reacdo 9) com RNAse. Para a cepa Y. lipolytica Polg, os melhores resultados
de amplificagdo foram obtidos com amostras tratadas com RNAase (reacao 6). Novos
ensaios para o estudo das condic¢Ges de amplificacdo de Lip 7 sdo necessarios.

Apdbs a amplificacdo de Lip 8, os produtos de PCR foram purificados para serem
utilizados no processo de clonagem. Os fragmentos de DNA (reaccbes 7 e 9) foram
extraidos a partir do gel de agarose e purificados com membrana de silica. O resultado
da purificacdo € observado na Figura 5.38.

bn'0.5ng DNA

10000
Produto do PCR antes da purificacio

Produto do PCR apés a purificacio

Figura 5.38. Imagem dos géis de eletroforese em agarose 0,75 % dos produtos da PCR néo
purificado e purificado obtidos com a condi¢do 2 em tamp&o NH,: (7) Yarrowia lipolytica 50682 Lip
8 RNAse + e (9) Yarrowia lipolytica 50682 Lip 8 RNAse -.

Ap0s a purificacdo dos produtos da PCR de Lip 8 de Y. lipolytica IMUFRJ
50682, foi iniciado o processo de clonagem. O vetor de clonagem utilizado foi
pJET1.2/blunt (Figura 5.39), fornecido sob a forma linearizada, hibrida com elevada
especificidade com os produtos PCR gerados pelo uso de Tag contida no PCR Cloning
Kit. Este vetor contem o gene de resisténcia a ampicilina e um gene letal eco471R, que é
interrompido pela ligagdo do fragmento de DNA exogeno (insert) e que possibilita a
selecdo das ceélulas transformantes, uma vez que s0 as células com o plasmideo
recombinante conseguem multiplicar-se em meio de cultura suplementado com

ampicilina (Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit). Portanto, se a
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transformacédo for bem sucedida (isto é, se o plasmideo entra e replica-se na célula
hospedeira), a célula hospedeira crescera na presenca do antibiotico. A mistura
resultante da ligacdo foi utilizada para transformar células bacterianas competentes
(Escherichia coli DH50™) aptas a incorporar DNA exégeno, de acordo com o

protocolo de transformacéo descrito no iten 4.11.6 .

pJET1.2/blunt
2974 bp

Figura 5.39. Vector de clonagem pJET1.2/blunt com a lista das endonucleases de restricdo que
possuem locais de reconhecimento Unicos que ladeiam o local de inser¢cdo do DNA clonado (MCS)
(Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit).

As bactérias transformadas foram inoculadas em meio LB agar, contendo
ampicilina. Porém, nenhum crescimento foi obtido nas plascas apds 12 h de incubacao.
Portanto, a selecdo dos transformantes ndo foi bem sucedida, provavelmente devido as
células de E. coli ndo estarem mais competentes. Novo procedimento de transformacéo
deve ser relaizado para a obtencdo de E. coli transformadas para a extracdo do DNA

plasmidial.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

Glicose e glicerol ndo favorecem a producéo de lipases intracelulares.

Os dois métodos de obtencdo dos extratos intracelulares (vortex e sonicacdo) ndo
causaram o rompimento celular, de forma que 93 % das células permaneceram viaveis
apos a sonicacao. O ultrassom foi mais eficiente na extracdo das proteinas das células e
sua acdo tem efeito positivo sobre a atividade das enzimas liberadas e das enzimas que
permanecem associadas as células, desde que sejam aplicacBes sob condicGes
controladas. Além disso, baixas poténcias ultrassonicas (26 W) e curtos periodos de
exposicao (30 segundos e 1 minuto) favorecem a atividade nos extratos intracelulares.
Portanto, desenvolveu-se um método para se obter extratos brutos de lipases
intracelulares sem comprometer a atividade das mesmas.

O OGleo de fritura residual utilizado no presente trabalho ndo apresenta
substancias que inibem o crescimento da cepa Y. lipolytica IMUFRJ 50682 ou que afete
a producdo de lipases intracelulares.

Azeite de oliva e 6leo de fritura residual foram capazes de induzir a producao de
lipases intracelulares por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 na auséncia de outras
fontes de carbono. A atividade intracelular detectada na presenca dos d&leos
correspondeu a 80 % de toda a atividade detectada no cultivo.

A producdo de lipases intracelulares de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 foi
eficiente na presenca de fontes de orgéanicas de nitrogénio. A melhor fonte de nitrogénio
para a producdo de lipases intracelulares foi o extrato de Iévedo ou este associado a
peptona bacterioldgica.

O OFR apresenta, em sua composi¢do, acidos graxos e triglicerideos em
quantidade suficiente para induzir a producdo de lipases intracelulares (maximo de
atividade lipolitica 400 U/g), porém ele se mostrou menos eficiente que o azeite de oliva
(maximo de atividade lipolitica 600 U/g). Sendo o OFR um residuo, tem-se
provavelmente uma reducdo nos custos de producdo dos extratos enzimaticos.

Os extratos brutos associado e liberado obtidos com o OFR apresentaram maior
especificidade por substratos de cadeias longas. Enquanto que os extratos obtidos com o
azeite de oliva apresentam maior afinidade por substratos mistos (cadeias médias e
longas. Os extratos obtidos com OFR e com azeite de oliva apresentaram pH e
temperatura 6timos para a hidrdlise de p-nitrofenil laurato a pH 7,0 e a 37 °C. Tem-se
portanto, dois tipos de biocatalisador com potenciais aplica¢6es distintas.

Os extratos associado e liberado produzidos com os dois indutores sofrem
influéncia dos ions sddio e potassio em sua atividade. O ion sodio favorece a atividade
associada a células, enquanto que o ion potéssio favorece a atividade das enzimas que
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foram liberadas pelo ultrassom. As enzimas que se mantiveram associadas as células
sdo mais resistentes a pH &cido e alcalino.

Apesar das dificuldades de se obter a amplificagéo de Lip 7 e Lip 8 de Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682, o protocolo foi ajustado e foi padronizado para a
amplificacdo de Lip 8.

Esse é o primeiro trabalho de obtencdo de extratos de lipases intracelulares de Y.
lipolytica produzidos com residuo oleoso da industria de alimentos, fornecendo
conhecimento sobre a producdo de lipases intracelulares e sobre o potencial de
aplicacdo do residuo para este fim. Sendo assim, os resultados evidenciam a importancia
de se aprofundar os estudos com os extratos obtidos e realizar identificagdo molecular
das isoformas de lipases que estdo sendo produzidas, fornecendo mais informagéao sobre
consumo de substratos hidrofébicos por esta cepa.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A produgdo de lipases intracelulares com oOleo de fritura residual mostrou
resultados interessantes de acordo com o que foi estudado. Os extratos obtidos
apresentam caracteristicas que precisam ser estudadas para verificar potencial de
utilizacdo. Em vista disso, existem pontos que ainda podem ser explorados:

> Identificar e quantificar as isoformas de lipases liberadas apds a
sonicagdo e que permanecem associadas a célula através de técnicas de biologia
molecular;

> Avaliar da estabilidade operacional das lipases associadas a célula
e verificar a possibilidade de utilizacdo destas células em reaces consecutivas;

> Verificar a possibilidade de utilizacdo destas lipases intracelulares
em reacdes de esterificacdo e transesterificacao;

> Verificar a producdo de lipases intracelulares por Yarrowia
lipolytica utilizando outros residuos com relevante composicdo lipidica.
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