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RESUMO

As leveduras apresentam vantagens para a producao de lipases, pois s@o facilmente cultivadas
em meios liquidos, proporcionando melhor controle das varidveis de processo. O emprego de
campos magnéticos (CM) em cultivos microbianos tem se mostrado uma técnica viavel e de
baixo custo para incrementar a producdo de enzimas e outras biomoléculas. Estudos sugerem
que o CM pode modificar a permeabilidade da membrana celular, causar alteracdes na
transcricdo do DNA, influenciando desta forma os parametros cinéticos. Portanto, o objetivo
desse trabalho foi estabelecer a melhor composicdo de meio de cultivo e investigar os efeitos
de CM na producdo de lipase pela levedura Yarrowia lipolytica NRRL Y-1095.
Primeiramente, um delineamento composto central (DCC) 2* foi feito para estudar as
condi¢des do meio de cultivo para a produgdo de lipase, sendo as varidveis independentes:
concentragdo de glicose (10 a 30 g L), azeite de oliva (5 a 15 g L!) e Triton X-100
(2a8 gL ). Os cultivos foram conduzidos a 28 °C, pH inicial 6, 180 rpm durante 120 h,
sendo a atividade de lipase extracelular a principal resposta avaliada. Estabelecidas as
melhores condi¢Oes para a producao de lipase, o CM de 30 mT foi aplicado nos cultivos por
imas de ferrite, em diferentes periodos: 0 a 72 h, 72 a 144 h e 0 a 144 h. A caracterizacdo da
lipase extracelular foi feita pelo estudo da influéncia da temperatura e pH na atividade
enzimadtica e célculo dos parametros cinéticos (Km € Vmax). As melhores condi¢des para a
producdo de lipase no DCC foram: 10 g L! de glicose, 15 g L'! de azeite de olivae 2 g L' do
surfactante Triton X-100, com maxima atividade de lipase de 7,25 U mL'em 120 h. A maior
atividade de lipase (34,8 UmL"') foi obtida no cultivo CM 72-144h em 144 h, a qual
corresponde a aumento de 287,5 % quando comparada a mdxima atividade no controle
(120 h). A lipase de Y. lipolytica caracterizada no cultivo controle e com aplicagdo de CM 72-
144 h apresentou temperatura 6tima de 37 °C. O pH 6timo para o cultivo controle foi 7 e para
o cultivo com CM foi 8, indicando que a presenca do CM alterou condigdes cataliticas da
lipase produzida pela Y. lipolytica. O método de linearizacio de Lineweaver-Burk
(Km= 37,71 mM; Vmax = 84,03 mM min") foi o que melhor se ajustou para lipase produzida
com aplicacdo de CM. Portanto, o presente trabalho apresenta resultados inovadores para a
producdo de lipase, visto que este € um dos primeiros trabalhos na literatura a abordar a
aplicacdo de CM em cultivos de Y. lipolytica para produzir essa enzima. Os resultados
apresentados permitem concluir que a levedura sofreu influéncia positiva na produgdo de
lipase quando o CM foi aplicado de 72 a 144 h do cultivo.

Palavras-chave: Biotecnologia. Enzimas. Fermentacdo. Leveduras. Planejamento experimental.






ABSTRACT

EXTRACELLULAR LIPASE PRODUCTION BY Yarrowia lipolytica WITH
APPLICATION OF MAGNETIC FIELDS

Yeasts has advantages to produce lipases, as they are easily growing in liquid media, providing
better control of process variables. The use of magnetic fields (MF) in microbial cultures has
been shown to be a viable and low-cost technique to increase enzyme production and other
biomolecules. Studies suggest that MF can modify cell membrane permeability, cause
changes in DNA transcription, thus influencing kinetic parameters. Therefore, this study
aimed at establishing the best culture medium composition and investigate MF effects on
lipase production by the yeast Yarrowia lipolytica NRRL Y-1095. First, a central composite
design (CCD) 2° was carried out to study the conditions of the culture medium to produce
lipase, having as independent variables: glucose concentration (10 to 30 g L), olive oil
Stol5g L") and Triton X-100 (2 to 8 g LY. Cultures were carried out at 28 °C, initial pH 6,
180 rpm for 120 h, and extracellular lipase activity was the main response evaluated. After
establishing the best conditions to produce lipase, MF of 30 mT was applied to cultures using
ferrite magnets at different times: O to 72 h, 72 to 144 h and O to 144 h. The characterization
of extracellular lipase was carried out by studying the influence of temperature and pH on
enzymatic activity and calculating kinetic parameters (Km and Vmax). The best conditions to
produce lipase in the CCD were: 10 g L! of glucose, 15 g L' of olive oil and 2 g L™! of the
surfactant Triton X-100, with a maximum lipase activity of 7. 25 U mL"" in 120 h. The highest
lipase activity (34.8 U mL™') was obtained in the MF culture 72-144 h in 144 h, which
corresponds to an increase of 287.5 % by comparison with the maximum activity in the control
(120 h). The lipase of Y. lipolytica characterized in the control culture and with MF application
72-144 h had an optimal temperature of 37 °C. The optimal pH for the control culture was 7
and for the MF culture it was 8, indicating that MF altered the catalytic conditions of the lipase
produced by Y. lipolytica. The Lineweaver-Burk linearization method (Km = 37.71 mM,;
Vmax = 84.03 mM min') was the best fit for lipase produced with MF application. Therefore,
this study has innovative results to produce lipase, since this is one of the first study with MF
application in Y. lipolytica cultures to produce this enzyme. Results had allowed us to
conclude that this yeast had a positive influence on lipase production when MF was applied
from 72 to 144 h of cultivation.

Keywords: Biotechnology. Enzymes. Fermentation. Yeasts. Experimental design.
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1. INTRODUCAO

De acordo com relatério publicado na Focus on Catalysts (2019), projecdes do
mercado mundial mostram que o segmento de producdo de enzimas pode apresentar valor
estimado de 19 bilhdes de ddlares até 2025, sendo 590 milhdes referentes as lipases. Além
disso, segundo esse relatério a demanda industrial de enzimas no Brasil deve se expandir a
uma taxa de crescimento anual de 8,4 %, durante o periodo projetado, por conta da expansao
de produtos de giro rdpido, como papel e medicamentos, assim como de empresas
nutracéuticas no pais.

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de cadeias longas de acilglicerois
em dcidos graxos livres na interface 6leo-dgua e, dependendo das condi¢Oes do sistema,
podem atuar na sintese de diversos compostos (GEOFFRY; ACHUR, 2017; YADAV et al.,
2019). Assim, as lipases apresentam grande poder catalitico e seletivo com relagcdo a alguns
substratos proporcionando a essas enzimas multiplas aplicacdes industriais como produgdo de
biodiesel (ARTHY et al., 2014), detergentes (PHUKON et al., 2020), tratamento de efluentes
(JOSHI et al., 2019), producdo de flavorizantes (PENG et al., 2014), iogurtes (HUANG et al.,
2020), queijos (KENDIRCI et al., 2020), farmacos (CIPOLATTI et al., 2020) e papel
(GUTIERREZ et al., 2009).

A levedura Yarrowia lipolytica € apontada como um dos micro-organismos com
potencial para a producdo de lipase (CORZO; REVAH, 1999; MAGDOULI et al., 2017).
Estudos tem mostrado que esta levedura tem a capacidade de assimilar diferentes compostos
que atuam como fonte de carbono e/ou indutor da sintese dessa enzima; como glicose,
(DOMfNGUEZ et al.,, 2003), glicerol (MAGDOULI et al.,, 2017), azeite de oliva
(MAGDOULI et al., 2017) e 6leo de girassol (DOMfNGUEZ et al., 2003), sendo que a
presenca de indutores € essencial para sua producdo. O emprego de surfactantes como
Tween 80, Triton X-100 ou polietilenoglicol (PEG) também tém mostrado incrementar a
producdo microbiana de lipases, pois esses compostos emulsionam os acilglicerdis em dgua
facilitando a atuacdo dessas enzimas sobre o substrato lipidico (DOMINGUEZ et al., 2003;
MAGDOULI et al., 2017; YADAV et al., 2011).

Moraes, Machado e D’amore (2018) realizaram triagem entre diferentes leveduras
(Y. lipolytica NRRL YB-423, Y. lipolytica NRRL Y-1095 e Lipomyces starkeyi
NRRL Y- 11557) para a producdo de lipase extracelular. A Y. lipolytica NRRL YB- 423 e L.

starkeyi NRRL Y-11557 foram linhagens que ndo apresentaram produg¢do da enzima,
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entretanto, a Y. lipolytica NRRL Y-1095 apresentou resultados promissores para a produgdo
extracelular.

A necessidade da otimizagao de obtengdo de biomoléculas, visando redugdo de
custo e tempo, obtengdo de alto rendimento e produtividade, tem levado pesquisadores de
diversas dreas a utilizarem ferramentas como o planejamento experimental (RODRIGUES;
IEMNA, 2014). Essa ferramenta permite eficiéncia e economia no processo experimental e o
uso de métodos estatisticos na andlise dos dados obtidos resulta em objetividade cientifica nas
conclusdes assim como, a obtencdo de modelos preditivos (CALADO, 2003). Além disso, o
planejamento experimental apresenta diversas vantagens como redug¢do do nimero de
experimentos, as varidveis do processo sdo avaliadas simultaneamente, existindo a
possibilidade de otimizar mais de uma resposta ao mesmo tempo (RODRIGUES; IEMNA,
2014).

A utilizacdo de campos magnéticos (CM) para a obten¢do de biomoléculas a partir
de micro-organismos tem mostrado resultados promissores (CARDIAS et al., 2020; COSTA
et al., 2020; FENG et al., 2020; VEIGA et al., 2020). Incremento na producdo de enzimas
como lipase (DAVID et al., 2016), invertase (CANLI et al., 2011) e inulinase (CANLI;
KURBANOGLU, 2011) foram relatados. Entretanto, o CM pode causar estimulacio, inibi¢ao
ou nenhuma alteracdo quando aplicado aos cultivos.

De acordo com Santos et al. (2010) os efeitos positivos dos CM podem estar
restritos a certos valores de intensidade e tempo de exposicio e modificagdes nesses
parametros podem incrementar a producdo de biomassa e biomoléculas. Outros estudos
sugeriram que os CM podem modificar a permeabilidade da membrana celular
(ALBUQUERQUE et al., 2016; BOEIRA et al., 2021), promover mudangas na transcri¢ao do
DNA e no ciclo celular (AMARA et al., 2007) afetando, consequentemente, 0s parametros
cinéticos e sintese de biomoléculas.

Assim, inicialmente foi utilizado planejamento experimental para estabelecer as
melhores concentragdes de fontes de carbono lipidica (azeite de oliva), ndo lipidica (glicose)
e surfactante (Triton X-100) adicionados ao meio de cultivo para a sintese de lipase
extracelular pela levedura Y. lipolytica NRRL Y-1095. Posteriormente, visando incrementar
a producao e/ou facilitar a excrecdo da lipase extracelular pela levedura, CM foram aplicados
durante diferentes fases do cultivo e seus efeitos na produgdo e caracteristicas da enzima

sintetizada foram investigados.
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2. OBJETIVOS
2.1.  OBJETIVO GERAL

Estabelecer a melhor composicdo de meio de cultivo e investigar os efeitos de

campos magnéticos na producao de lipase pela levedura Yarrowia lipolytica NRRL Y-1095.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentragdo das fontes de carbono e surfactante para a producao
de lipase extracelular;

e Mensurar a influéncia dos CM na producio e produtividade de biomassa e
lipase extracelular;

e Caracterizar a lipase produzida com aplicacdo dos CM quanto a temperatura e

pH 6timos e calcular os pardmetros cinéticos Km e Vmax da lipase produzida.



26



27

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. LIPASES

As lipases (EC 3.1.1.3) catalisam a hidrdlise de triacilglicer6is em glicerol e
acidos graxos livres (GEOFFRY; ACHUR, 2017; GUPTA et al., 2015). Essas enzimas estao
associadas ao metabolismo de lipideos, assim como as esterases (EC 3.1.1.1), sendo ambas
carboxilesterases. A diferenca entre as lipases e esterases estd na seletividade quanto ao
substrato: as primeiras catalisam principalmente reacdes de substratos de cadeia longa, na
interface d4gua-6leo, enquanto as segundas agem em ésteres de cadeias curtas e (LAI, 2019).

Além disso, ensaios cristalogrificos evidenciaram que algumas lipases
apresentam uma tampa (/id) que cobre o sitio ativo com uma curta a-hélice (Ser-His-Asp/Glu)
(ERICSSON et al., 2008). Em ambientes aquosos, ou seja, sem a presenca de substratos
hidrofébicos a tampa cobre o sitio catalitico e, consequentemente a lipase estd inativa. Na
presenca de substratos hidrofébicos (interface dgua-6leo), a tampa € aberta tornando a enzima
ativa (CASAS-GODOQY et al., 2018). Além da hidrdlise dos acilglicerdis, dependendo das
condi¢des do sistema, as lipases podem catalisar uma variedade de reacOes de sintese que
incluem esterificacdo, transesterificacdo (interesterificac@o, alcéolise e acidélise), amindlise
(sintese de amidas) e lactonizacdo (YADAYV et al., 2019).

Diversos organismos, como animais e plantas (PAHOJA; SETHAR, 2002),
bactérias (BEHERA et al., 2019), fungos filamentosos (BURKERT et al., 2004), microalgas
(BYREDDY et al., 2017) e leveduras (BALOCH et al., 2019; PEREIRA-MEIRELLES;
ROCHA-LEAO; SANT’ANNA, 2000; TASKIN et al., 2016) possuem habilidade de produzir
lipases intra e/ou extracelulares. Nos seres humanos, as lipases tém como funcdo a digestao
de gorduras alimentares e hidrdlise de lipideos de reserva (ARNER; LANGIN, 2007). Nas
plantas, as lipases estio localizadas principalmente nas sementes, como parte dos tecidos de
reserva energética, realizando a hidrélise dos acilglicerdis necessarios durante a germinagao
dos graos (BARROS et al.,, 2010). Nos micro-organismos, a producdo de lipases
extracelulares, normalmente, ocorre para hidrolisar os acilglicerdis presentes no meio para

facilitar a assimilagdo de lipideos pela célula (MEHTA; BODH; GUPTA, 2017).

3.2.  PRODUCAO DE LIPASES MICROBIANAS

A obtengdo de lipases a partir de fontes microbianas torna-se de interesse, pois

dentre as vantagens os micro-organismos podem ser facilmente manipulados geneticamente
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(SOREANU et al., 2018), sdo potenciais fornecedores regulares de enzimas, uma vez que nao
dependem de efeitos sazonais para sua multiplicacio (SALEHMIN; ANNUAR;
CHISTI, 2014) e podem apresentar crescimento mais acelerado comparado aos animais e
plantas (PAHOJA; SETHAR, 2002).

A localizagdo das lipases e a quantidade produzida em micro-organismos estao
intimamente ligadas aos tipos de fontes de carbono lipidicas ou ndo lipidicas (MAGDOULI
etal., 2017; NAJJAR et al., 2011; YADAYV et al., 2011). Sabe-se que a inducao da sintese de
enzimas nao constitutivas ocorre apenas quando o indutor se encontra presente, neste caso
uma fonte de carbono lipidica. Essa indu¢do causada por substratos ocorre de maneira indireta,
dependente das etapas inicial e final da sintese de RNA mensageiro (mRNA) durante a
transcricdo do DNA pela enzima RNA polimerase. Assim, a presen¢a de alguns substratos
indutores permite a expressdo de genes que sinalizam o inicio da transcricdo e,
consequentemente, sintetizam a enzima. Além disso, a inducdo enzimética também pode ser
controlada por um repressor. Neste caso, a proteina repressora especifica encontra-se ativa na
auséncia do substrato indutor e, consequentemente, bloqueia a sintese de mRNA (MADIGAN
et al., 2016). Diversos estudos relataram que compostos lipidicos como por exemplo azeite de
oliva e 6leo de girassol, podem induzir a sintese de lipase (BALOCH et al., 2019;
MAGDOULI et al., 2017; YADAYV et al., 2011).

Estudos gendmicos encontrados na literatura relataram que a Y. lipolytica podem
expressar lipases extracelulares (Lip2, Lip8, Lip7, Lip14 e Lip18) e intracelulares (Lip1, Lip3
e Lip6). Fickers, Destain e Thonart (2005) observaram que o gene LIP2 codifica uma lipase
extracelular (Lip2p) em Y. lipolytica IMY7T75, que preferencialmente hidrolisa ésteres de
acidos graxos de cadeia longa (C18). Em outro estudo, Fickers et al. (2005) observaram dois
outros genes, LIP7 e LIP8 nesta mesma levedura, que codificam lipases que se mostraram
extracelulares.

Kumari e Gupta (2012) expressaram duas lipases extracelulares (Lip14p e Lip18p)
de Y. lipolytica MSR80 utilizando Escherichia coli HB101 (pEZZ18) como sistema vetor. As
atividades especificas maximas foram de 200 U mg™! para a Lipl4p e 250 U mg! para a
Lip18p. Além disso, foi constatado que ambas isoformas de lipase preferencialmente
hidrolisaram compostos ricos em dcido oleico (C18:1), como azeite de oliva e 6leo de
amendoim.

Dois tipos de cultivo podem ser usados para a producao de lipases microbianas, o
cultivo submerso (CSm) e cultivo em estado sélido (CES). Os fungos filamentosos sao

preferencialmente cultivados em CES, pois esses micro-organismos possuem a capacidade de
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produzir hifas tubulares alongadas com a fun¢do de colonizar a superficie do substrato para
secretar metabdlitos e enzimas com a finalidade de absorver os nutrientes (BALMANT et al.,
2015; OJEDA-HERNANDEZ et al., 2018). Por outro lado, as bactérias e leveduras sdo
cultivadas preferencialmente em CSm, j4 que por serem micro-organismos unicelulares a
absor¢do de nutrientes e a transferéncia de oxigénio no meio liquido se mostram mais efetivas,
além da facilidade de controle das varidveis do processo, que podem ser facilmente ajustadas

(SHARMA et al., 2018).

3.3. PRODUCAO DE LIPASES POR LEVEDURAS

Na literatura existem diversos estudos que avaliaram a producdo de lipases em
diferentes fontes de carbono lipidicas e/ou ndo lipidicas e presenca de surfactantes no meio
(Tabela 1). Normalmente, as fontes de carbono ndo lipidicas (glicose ou glicerol) sao
empregadas com a finalidade de proporcionar a multiplicacdo celular das leveduras e,
consequentemente, aumento da concentragdo de biomassa (GOTTARDI et al., 2021). Em
contrapartida, as fontes de carbono lipidicas (azeite de oliva, 6leos vegetais ou gorduras de
origem animal) sdo utilizadas com a finalidade de estimular a producdo de lipases
microbianas, visto que a biossintese de lipase extracelular em cultivos de leveduras pode ser
induzivel por um ou mais substratos, sintetizadas dentro da célula e excretadas para sua
superficie ou ambiente externo (PEREIRA-MEIRELLES; ROCHA-LEAO; SANT’ANNA,
2000). Além disso, a fonte de nitrogénio, pH do meio de cultivo, temperatura, agitacdo e a
concentracdo de oxigénio dissolvido, também sdo fatores que influenciam o crescimento
celular e a producado de lipases microbianas (GUPTA et al., 2015).

Antes de compreender as necessidades dos micro-organismos, € importante
conhecer quais desses tem se mostrado mais promissores na producdo de lipases. Pesquisas
nas ultimas décadas mostraram que as leveduras dos géneros Candida sp., Rhodotorula sp. e
Yarrowia sp. tem se destacado como principais produtoras dessas enzimas
(MAGDOULI et al., 2017; MONTEIRO et al., 2020; TASKIN et al., 2016).

Baloch et al. (2019) investigaram a utilizagdo de 4 g L' de diferentes fontes de
nitrogénio organicas (extrato de levedura e peptona) e inorganicas (NH4NOs3 e ureia) na
producdo de lipase pela levedura Dipodascus capitatus A4C. Os melhores resultados para
cada fonte de nitrogénio foram extrato de levedura (1200 U mL™"), peptona (1102 U mL™"),
ureia (1073 U mL™") e nitrato de amonia (539 U mL™"). As fontes organicas proporcionaram

os melhores resultados devido a aminoacidos e peptideos, vitaminas e carboidratos soliveis
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em 4gua encontrado nesses substratos, enquanto as fontes de nitrogénio inorganico continham
apenas nutrientes que satisfazem os requisitos minimos para o crescimento da levedura.

De acordo com Mesa et al. (2018), 20 g L' do surfactante Triton X-100
modificou o sitio ativo e as interacdes com o substrato da lipase comercial de Thermomyces
lanuginose em diferentes pH (5 a 9), indicando que interacdes enzima-substrato sao
dependentes de concentraciao de surfactante e propor¢do de lipase. Os autores acreditam que
o Triton X-100 pode ter modulado a geometria do sitio ativo, favorecendo melhor o ajuste
enzimatico do substrato, o que influenciou a atividade e estabilidade em todos os valores de
pH avaliados.

Li et al. (2019) isolaram e caracterizaram uma lipase extracelular de
Aureobasidium pullulans em diversos surfactantes. A atividade da enzima foi induzida pelo
surfactante anidnico dodecil sulfato de sédio (DSS) e os surfactantes nao idénicos Tween 20,
Tween 80 e Triton X-100, mas foi inibida pelo surfactante catiénico brometo de
cetiltrimetilamonio (BCT).

Taskin et al. (2016) isolaram a levedura Rhodotorula glutinis HL 25 a partir de
amostras de solo e avaliaram a producdo de lipases com células livres e imobilizadas. A
producio de lipases aumentou 138,6 % (30,3 U L) para as células livres com 40 g L' de
azeite de oliva e 122,3 % (41,2 U L") para as células imobilizadas com 50 g L', comparados
aos seus respectivos controles (sem azeite de oliva). A influéncia do surfactante Triton X-100
no meio de cultivo (1 a 12,5 g L) também foi avaliada sendo constatado incremento de
46,4 % (44,5 U L) utilizando 5 g L' do composto na atividade de lipase quando empregado
40 g L' de azeite de oliva como fonte de carbono e 52,3 % (66,4 U L") com 7,5 g L' do
surfactante, quando a célula estava imobilizada e com 50 g L™! de azeite de oliva.

Grbav¢ic et al. (2007) aumentaram em até 70 % a producdo de lipase extracelular
por Candida utilis isolada a partir de 6leo de soja residual. A utilizagdo de compostos lipidicos
(trioleina, 4cido oleico, dcido palmitico, dcido caprilico e azeite de oliva) e nao lipidicos
(dodecano) como fonte de carbono foram estudadas. Os melhores resultados foram
evidenciados com utiliza¢do de 4cido oleico (60 g L") como fonte principal de carbono e
Tween 80 (11 g L') como surfactante, representado mdxima atividade de lipase de
450 U mL" ! A producdo maxima de lipase foi atingida em 120 h, ap6s a fase exponencial de
crescimento celular que foi até 96 h. Além disso, apesar do 4cido caprilico ter aumentado a
atividade de lipase, o mesmo inibiu o crescimento da levedura, resultando em baixa

concentracdo de biomassa.
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Baloch et al. (2019) investigaram a influéncia de fontes de carbono lipidicas
(20 g L' de éleo de palma ou éleo de Jatropa curcas), ndo lipidicas (20 g L' de glicose ou
melaco ou glicerol), assim como a combinacdo de 10 g L' de cada substrato (glicose e 6leo
de palma; glicose e 6leo de J. curcas; melago e dleo de J. curcas; glicerol e 6leo de J. curcas)
na produgdo de lipases intra e extracelular pela levedura Dipodascus capitatus A4C. O meio
contendo 20 g L' de 6leo de J. curcas foi o que promoveu a maior atividade de lipase
extracelular (2670 U mL') em 96 h de cultivo, enquanto os meios contendo 20 g L' de glicose
ou 20 g L' de melaco foram os mais adequados para a produgio de lipases intracelulares
ligadas a parede das células, com atividade de aproximadamente 600 U mL™! em 24 h de

cultivo e 400 U mL"' em 48 h, respectivamente.

3.3.1. Yarrowia lipolytica

As leveduras do género Yarrowia sdo consideradas ndo patogénicas, possuem
aprovacao da FDA (Food and Drug Administration), apresentando o certificado GRAS
(Generally Recognized as safe), portanto, vém sendo estudadas para obtencdo de
biomoléculas devido a sua versatilidade e seguranca (GROENEWALD et al., 2014). Assim
como outras leveduras, as Yarrowia se destacam na producdo de metabdlitos de valor
agregado, como por exemplo, acidos organicos (CARSANBA et al., 2019), carotenoides
(GRENFELL-LEE et al., 2014), lipases (FABISZEWSKA et al., 2014; YADAV et al., 2011)
e lipideos (BEOPOULOS et al., 2008).

A Yarrowia lipolytica tem potencial para a producdo de lipase extracelular em
cultivos submersos. Assim, a otimizacao das condi¢des de cultivo pode conduzir a0 aumento
significativo na sintese dessas enzimas (SZANDRA et al., 2018; YADAV et al., 2011). Para
incrementar a producdo de lipases é necessdrio estabelecer as melhores condi¢des de cultivo
e composi¢ao do meio para cada micro-organismo, pois mesmo pertencendo a0 mesmo género
essas leveduras possuem comportamentos distintos (CORZO; REVAH, 1999; DOMINGUEZ
et al., 2003; MAGDOULI et al., 2017; NAJJAR et al., 2011; YADAYV et al., 2011).

Lopes et al. (2018) cultivaram Y. lipolytica W29 empregando de 20 a 80 g L' de
banha de porco como fonte principal de carbono do meio de cultivo e suplementaram o meio
com 5 a 20 g L' de goma ardbica sendo que a produgdo de lipase variou de 0,085 a
0,56 U mL"!. A menor atividade enzimatica de lipase foi relatada no cultivo contendo 50 g L !
de banha de porco e 10 g L™! de goma ardbica e a maior no cultivo contendo 20 g L' de banha

e 10 g L' de goma.
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Tabela 1 - Substratos usados para producao de lipases por leveduras.

Maxima Tempo de
Fontes de Fontes de Método de
Micro- producao maxima
carbono nao carbono Surfactantes determinacio de Referéncias
organismo de lipase producio de
lipidicas lipidicas lipase e substrato
(UmL™Y) lipase (h)

Yarrowia 20g L} 10 g L' éleo 49 Titulométrico 192 DOMINGUEZ et

lipolytica glicose de girassol - (azeite de oliva) al. (2003)
CECT 1240

Yarrowia 20gL! - 10gL! 50 Titulométrico 168 DOMINGUEZ et

lipolytica glicose PEG - 200* (azeite de oliva) al. (2003)
CECT 1240

Yarrowia 30gL! 40 g L 6leo - 13 Titulométrico 120 .

. _ ‘ SAYGUN et al.
lipolytica glicose de avela (azeite de oliva)
(2014)
YB-423-12 residual
Rhodotorula - 50 gL} 8gL! 0,074 Espectrofotométrico 60 TASKIN et al.
glutinis HL 25 azeite de Triton X -100 (p-nitrofenil (2016)
oliva palmitato)
Yarrowia 40gL! - 50 gL! 15 Titulométrico 72 MAGDOULI et al.

lipolytica SMT7  glicerol bruto Tween 80 (azeite de oliva) (2017)




Continuacdo da Tabela 1.

Maxima Tempo de
Fontes de Fontes de Método de
Micro- producio maxima
carbono nao carbono Surfactantes determinacao de Referéncias
organismo de lipase produciao de
lipidicas lipidicas lipase e substrato
(UmL") lipase (h)
Yarrowia 40 gL 50 gLt - 25 Titulométrico 72 MAGDOULI et al.
lipolytica SM7  glicerol bruto azeite de (azeite de oliva) (2017)
oliva
Yarrowia - 20a80gL! 5a20gL! 0,56 Espectrofotométrico - LOPES et al.
lipolytica W29 banha de goma ardbica (p-nitrofenil (2018)
porco butirato)
Dipodascus 10gL! 10 g L' 6leo - 2627 Espectrofotométrico 96 BALOCH et al.
capitatus A4C glicose de palma (6leo de palma) (2019)
Dipodascus 10gL! 10 g L' 6leo - 2670 Espectrofotométrico 96 BALOCH et al.
capitatus A4C glicose de Jatropha (6leo de palma) (2019)
curcas
Yarrowia 10a50gL! 0a50gL! 0,52 Espectrofotométrico 9 LOPES et al.
lipolytica W29 - 6leos goma arabica (p-nitrofenil (2019)

residuais butirato)
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Continuacdo da Tabela 1.

Maxima T d
empo de
Micro- Fontes d:e Fontes de producio Método de méxI;ma
organismo Cal:b?ll.o nao c.al:bf)no Surfactantes deli determinacio de  producio de Referéncias
lipidicas lipidicas pase li .
ipase e substrato lipase (h)
(UmL™1)
Yarrowia 6g L! - - 0,39 Espectrofotométrico 24 COSTA et al.
lipolytica glicose e 0,5 (p-nitrofenil laurato) (2020)
IMUFRJ 50682  gL'de
moléculas da
cadeia
produtiva do
PET**
Yarrowia - 2,5 gL' 6leo - 4,9 Espectrofotométrico 75 FRAGA et al.
lipolytica residual de (p-nitrofenil laurato) (2021)
IMUFRJ 50682 fritura

* Polietilenoglicol 200 (PEG — 200), ** Politereftalato de etileno — PET (monoetilenoglicol (MEG), 4cido tereftilico (TPA), bis(2-hidroxietil) tereftalato (BHET), oligdmeros
PET, PET amorfo e PET p6s-consumo).
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Corzo e Revah (1999) investigaram a influéncia de 20 g L' de glicose como fonte
de carbono nio lipidica, 10 g L' de azeite de oliva ou 6leo de milho como fonte de carbono
lipidica e 0 a 10 g L' de Tween 80 como surfactantes, assim como temperatura e pH, na
producdo de lipases por Y. lipolytica 681. As concentracdes de Tween 80 entre 0,5 e 2 g L™!
aumentaram a atividade extracelular das lipases sem alterar a concentracdo de biomassa. As
melhores condi¢des de cultivo foram 30°C, pH inicial de 4,7 e 54 h utilizando o 6leo de milho,
onde foi obtida méxima atividade enziméatica de 18 U mL™".

Pereira-Meirelles, Rocha-Ledo e Sant’anna (2000) estudaram a produgao de lipases
intracelulares, intracelulares ligadas a parede das células e extracelulares por Y. lipolytica
IMUFR]J 50682 utilizando meios com 20 g L' de azeite de oliva ou 20 g L ! de glicose como
fonte de carbono. A maior producio de lipases intracelulares para ambos os meios ocorreu em
24 h de cultivo. Apds esse periodo, as lipases intracelulares e intracelulares ligadas as
membranas das células foram secretadas nos meios de cultivos. A maxima atividade de lipase
extracelular (24.000 U mL™) foi observada em 150 h de cultivo, na fase estaciondria de
crescimento, utilizando azeite de oliva.

Dominguez et al. (2003) utilizaram 20 g L' de glicose como fonte principal de
carbono e investigaram a influéncia da presenca de fontes de carbono lipidicas (4cido oleico,
azeite de oliva, butirina e 6leo de girassol) e 10 g L' de surfactantes (Tween 80, Triton X-100,
goma ardbica e PEG) na sintese de lipase por Y. lipolytica CECT 1240 (ATCC 18942). As
maximas atividades de lipase foram obtidas utilizando 6leo de girassol (57,9 U mL'), azeite de
oliva (48,5 U mL™") em 192 h de cultivo e 6leo de girassol e PEG-200 (49,8 U mL") em 168 h.

Yadav et al. (2011) investigaram a producao lipases por Y. lipolytica NCIM 3639.
Essa cepa produziu lipases intra e extracelulares quando cultivada em 10 g L™ de azeite de oliva
ou 5 a20 g L' Tween 80 como fonte de carbono e surfactante, respectivamente. Os melhores
resultados de lipase extracelular (15 U mL™') foram em 48 h de cultivo utilizando 20 g L' de
Tween 80. Atividade extracelular de lipase nao foi detectada quando o azeite de oliva foi
empregado. Em contraste, a maior produgio de lipases intracelulares foi observada com o azeite
de oliva (101 U mL™") em 48 h de cultivo.

De acordo com Najjar et al. (2011), Y. lipolytica CBS 7504 foi cultivada em meio
contendo 40 g L' de glicose como fonte de carbono nio lipidica ou 10 g L' de azeite de oliva
como fonte lipidica e suas combinagdes (glicose e azeite de oliva). A atividade maxima de
lipase (214 U mL™") foi obtida no meio que continha apenas azeite de oliva em 28 h de cultivo.

Quando a glicose foi utilizada como tnica fonte de carbono, a atividade permaneceu muito
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baixa (8 UmL™"). Além disso, as atividades da enzima no meio contendo as duas fontes de
carbono foram inferiores (33 U mL') aos observados no meio com apenas o azeite.

Magdouli et al. (2017) estudaram cultivos de Y. lipolytica SM7 em meio contendo
40 g L! glicerol residual como fonte principal de carbono e azeite de oliva, 6leo vegetal,
Tween 20, Tween 80 ou Triton X-100 como indutores da produgdo de lipases. As maximas
produgdes da enzima foram observadas em 48 e 72 h do cultivo para qualquer indutor
empregado. As melhores atividades de lipases foram 525 %, 461 % e 275 % maiores nos ensaios
com 40 g L'! de azeite de oliva, 40 g L' 6leo vegetal e 50 g L' de Tween 80, respectivamente,
comparado ao cultivo apenas com o glicerol residual em 72 h.

Em outro estudo, Lopes et al. (2019) investigaram a produg¢do de lipase extracelular
por Y. lipolytica W29 utilizando 10 a 50 g L' 6leos residuais de cozinha como fonte principal
de carbono e suplementou o meio de cultivo com goma ardbica de 0 a 50 g L™\, A atividade
enzimatica variou de 0,064 U mL™!, para o cultivo com 50 g L' de 6leo residual e 10 g L' de
goma ardbica, a 0,52 U mL"! para o cultivo com 50 g L™ de 6leo residual e 5 g L' de goma.

Fraga et al. (2021) estudaram a produc¢do de lipase extracelular por Y. lipolytica
IMUFRJ 50682 empregando como fonte principal de carbono 2,5 g L' de diferentes
subprodutos da producio de 6leo de palma (Destilado Desodorizante de Oleo de Palma - DDOP,
6leo de palma residual de fritura — OPREF, 6leo residual de fritura do comércio local ORFCL ou
6leo de palma — OP). ORFCL proporcionou a maior atividade de 4,9 U mL! em 75 h de cultivo.
Em 48 h de cultivo, DDOP apresentou 2,3 U mL™! de atividade de lipase.

Alguns autores ainda mostraram que a produc¢do de lipases pela Y. lipolytica nao
ocorre sem a adi¢do de substrato lipidico. Fabiszewska et al. (2014) concluiram que a utilizagcdo
de glicerol, como fonte de carbono para a crescimento da Y. lipolytica KKP 379, é possivel em
cultivo submerso, mas a producdo da enzima ndo ocorreu sem a adi¢do de substrato lipidico.
Além disso, a presenca de moléculas indutoras da sintese de lipase no meio de cultivo de
leveduras € uma estratégia que vem sendo adotada para aumentar a sintese e excrecao de lipase
para o meio (CORZO; REVAH, 1999; MAGDOULI et al., 2017). Triacilgliceréis, acidos
graxos ou surfactantes mostraram aumento na atividade de lipase (FABISZEWSKA et al., 2014;
MAGDOULI et al., 2017; SAYGUN et al., 2014). Desta forma, mudancas nesses fatores podem
influenciar positivamente a sintese de lipases.

Os surfactantes como Tween 20, Tween 80, Triton X-100 e PEG podem ser
utilizados como emulsificantes nos meios para producdo de lipase, com a finalidade de obter
alteracdes na permeabilidade da parede celular ou efeito do surfactante na estrutura da enzima

(CORZO; REVAH, 1999; LI et al., 2019; MESA et al., 2018; ZAREVUCKA et al., 2012).
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Além disso, como os substratos lipidicos empregados para a produgdo de lipase sdo insoliveis
em agua, os surfactantes auxiliam na emulsdo de dleos e gorduras no meio de cultivo,
facilitando a hidrdlise desses compostos na interface 6leo-dgua pelas lipases (BYREDDY et
al., 2017).

Ping et al. (2018) avaliaram diferentes temperaturas (20 a 70 °C), pH iniciais (4,0 a
9,0) e concentracdes (20 a 60 g L) de fonte de nitrogénio (extrato de levedura, peptona, 4gua
de maceracgdo de milho, sulfato de amonia, farinha de feijdo e extrato de carne) na produgdo de
lipase extracelular por Y. lipolytica Wt-11 e Y. lipolytica Mut-16. A melhor fonte de nitrogénio,
para ambas as cepas foi 40 g L'! de farinha de feijo. O pH 6,0 foi o ideal para aumentar a
atividade de lipase obtendo 5 U mL! e 12 U mL™! para Y. lipolytica Wt-11 e Y. lipolytica Mut-

96, respectivamente. Para ambas as cepas, o pH 6,0 e 28° C foram estabelecidos para o cultivo.

3.4.  CAMPOS MAGNETICOS EM BIOPROCESSOS

A aplicagdo de CM em micro-organismos nao € um tema recente. Moore (1979)
avaliou os efeitos biolégicos da presenca de CM com intensidades que variaram de 5 a 90 mT
e frequéncia com forma de ondas triangulares ou senoidais que variaram entre 0 a 0,3 Hz em
quatro cepas de bactérias e uma de levedura. O crescimento das duas bactérias Gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa e Halobacterium salinarum) foi mais evidenciado pela exposicao
aos CM, do que as duas bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus
epidermidis) ou da levedura (Candida albicans). Embora a morte dos micro-organismos por
CM nio tenha sido observada no estudo, ocorreu inibi¢ao suficiente do crescimento microbiano
para indicar que os CM podem alterar a concentrag@o de células.

Estudos mais recentes tem buscado e evidenciado estimulos positivos na producao
de diversas biomoléculas, com a aplicagdo de CM moderados em cultivos microbianos
(Tabela 2). Alguns exemplos sdo produgdo de biomassa e glutationa (GSH) por Saccharomyces
cerevisiae com CM entre 25 e 34,3 mT (SANTOS et al., 2010), lipases por Yarrowia lipolytica
entre 2 e 11 mT (DAVID et al., 2016), lipideos e pigmentos por Chlorella homosphaera com
aplicagdo de 15, 30 e 60 mT (COSTA et al., 2020).

Gemishev et al., (2009) aplicaram CM (5, 10, 30 ou 70 mT) nos in6culos de
Trichoderma reesei M7 por 1 h d”!' e 24 h d"! e, posteriormente, realizaram cultivos submersos
(120 h) com a finalidade de avaliar os efeitos dos CM na atividade de endoglucanase. CM entre

5 e 30 mT aplicados por 24 h nos indculos aumentaram a atividade da enzima e sintese de
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proteinas nesse micro-organismo entre 48 e 120 h de cultivo. Além disso, houve incremento de
27,4 % na atividade da enzima (79 U mL™") quando 10 mT foi aplicado no inéculo por 24 h.

Santos et al. (2010) aplicaram CM que variaram entre 25 e 34,3 mT em cultivo de
Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 durante as primeiras 8, 12 e 16 h de cultivo. A maior
produ¢do de GSH ocorreu quando 25 mT (8 e 16 h) e 34,3 mT (16 h) foram aplicados nos
cultivos submersos. O tempo de exposicao e intensidade de CM influenciaram a producao de
GSH.

Canli et al. (2011) avaliaram a aplicacdo de CM na producgdo de invertase pela
levedura Rhodotorula glutinis. Intensidades de 0 mT, ou seja, auséncia de CM proporcionado
pelo isolamento da gaiola de Faraday, 7 mT gerado por bobina cilindrica de cobre e o
experimento controle, feito sob intensidade do CM terrestre, foram avaliados. O CM foi
aplicado por 72 h nos in6culos que posteriormente foram inoculados em meio submerso que
permaneceram em agitador orbital por 120 h. Incremento de 49 % (21 U mL') e 67 %
(24 U mL") foi evidenciado na produgio de invertase em 72 h de cultivo nos cultivos com
gaiola de Faraday (0 mT) e CM aplicado por bobina (7 mT), respectivamente, comparado ao
controle. A producdo de biomassa foi incrementada em 14 % no cultivo com 0 mT e 28 % com
7 mT.

Canli e Kurbanoglu (2011) investigaram os efeitos da aplicacdo de 4 e 7 mT na
producio de inulinase por Geotrichum candidum OC-7. Os CM foram gerados por bobinas de
cobre e aplicados durante todo o cultivo de 120 h. Os melhores resultados (535,2 U g'!') foram
constatados em 72 h de cultivo, representando aumento de 29,9 % comparado ao controle (sem
CM).

Taskin et al. (2013) realizaram a triagem de 5 cepas de Aspergillus niger com
aplicagdao de CM gerado por bobina cilindrica de cobre (0,45; 3; 5; 7 e 9 mT) e diferentes tempos
de exposicao (120, 144, 168 e 196 h). A concentracdo de biomassa e a atividade de invertase
de todas as cepas aumentaram com a elevacdo da intensidade de 0,45 para 5 mT e, diminuiram
quando a intensidade aumentou de 5 para 9 mT. Os melhores resultados foram obtidos com A.
niger OZ-3, com maxima atividade de invertase (50,57 UmL ') e concentracdo de biomassa
(4,56 g L") com aplicacdo de 5 mT no inéculo por 144 h.

Corzo e Revah (1999) investigaram a influéncia de 20 g L' de glicose como fonte
de carbono nio lipidica, 10 g L' de azeite de oliva ou 6leo de milho como fonte de carbono
lipidica e 0 a 10 g L' de Tween 80 como surfactantes, assim como temperatura ¢ pH, na
producdo de lipases por Y. lipolytica 681. As concentracdes de Tween 80 entre 0,5 e 2 g L'!

aumentaram a atividade extracelular das lipases sem alterar a concentragao de biomassa. As
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melhores condi¢des de cultivo foram 30°C, pH inicial de 4,7 e 54 h utilizando o 6leo de milho,

onde foi obtida maxima atividade enzimatica de 18 U mL™'.

Tabela 2 — Aplicacdo de CM no cultivo de diferentes micro-organismos.

Micro- Intensidade = Tempo  Aplicaciao Resposta A e
. . o~ eee Referéncias
organismo (mT) exposicio de CM positiva
- Incrementoda MOTTA et al.
Saccharomyces Imas de .
.. 220 24 h . biomassa e
cerevisiae neodimio . (2004)
bioetanol
Saizzz‘fgle);ces 2 24,48 0u  Imis de Ir;;gzn:g;(t)odga SANTOS et al.
ATCC 7754 72h ferrite "o tationa (2012)
Aspergillus 3,5,70u9 120, 144, Bobina Incremento da  TASKIN et al.
niger OZ-3 168 ou cilindrica  atividade de 2013
196 h de cobre invertase ( )
Yarrowia 2,6o0ull 24 h Bobinade Incrementoda  DAVID et al.
lipolytica Y - Helmholtz  atividade de
1095 lipase (2016)
Chlorella 30 12d Imasde  Incremento de MENESTRINO
minutissima ferrite blom?ssa e et al. (2020)
carboidratos
Chlorella 15,300u60 1hd'ou Imas de  Incremento de COSTA et al.
-1 . .
homosphaera 24 hd ferrite blgrr}assa e (2020)
lipideos
Spirulina sp. 30 ou 60 16d Imasde  Incrementode  VEIGA etal.
LEB 18 ferrite biomassa (2020)
Phaffia 30 24,48,72, Imasde Incremento de SILVA et al.
rhodozyma 96, 120, ferrite carotenoides (2020)
NRRL Y-17268 144 ou
168 h
Tribonema sp. 30 10d Imasde  Incremento de HUO et al.
ferrite biomassa e
lipideos (2020)
Spirulina sp. 30 1,12 ou Imdsde  Incremento de MENESTRINO
-1 . .
LEB 18 24hd ferrlte‘ ou blgn}assa e etal. (2021)
solenoides lipideos
Limnospira 11 1hd'ou Bobina Incremento de = DEAMICI et
indica 24hd' cilindrica  biomassae
PCC8005 de cobre proteinas al. (2022)
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Entretanto, as respostas ao CM nem sempre sdo lineares, ou seja, os efeitos nas
células e na formacdo de biomoléculas, podem ser estimuladores, inibitérios ou niao causarem
nenhuma alteracdo quando aplicado aos cultivos, dependendo da intensidade, tempo de
exposicdo e espécie do micro-organismo (DAVID et al., 2016; SANTOS et al., 2010). De
acordo com Albuquerque et al. (2016), a aplicacdo de CM pode causar efeitos na morfologia
das células e componentes intracelulares devido a orientacido de biomoléculas (paramagnéticas
ou ferromagnéticas) com as linhas do campo. Segundo os autores, membranas, microtibulos
celulares e proteinas podem receber torques devido a reorientagdo causada pelo CM e,
consequentemente, modificam a permeabilidade da membrana celular, melhorando o transporte
de substrato e produto entre o citoplasma.

Boeira et al. (2021) avaliaram os efeitos da aplicacdo de 35 mT na fermentagdo
alcodlica da Saccharomyces cerevisiae US-05. AlteracOes significativas na morfologia da
parede celular da levedura foram constatadas. Tang et al. (2019) avaliaram a exposi¢ao da
bactéria Flavobacterium sp. m1-14 a 100 mT por 24, 48, 72 ou 120 h de cultivo e o
comprimento da célula aumentou em 123 %, 258 %, 70,1 % e 31,2 %, respectivamente.

Outros estudos t€ém mostrado que a aplicagdo de CM em sistemas bioldgicos pode
causar destrui¢do ou substitui¢do de nucleotideos no DNA, promovendo alteracdes da sua
integridade e da expressdo génica (AMARA et al., 2007), alterac@o no processo de transcri¢ao,
assim como no processo de tradu¢dao (PAUL; FERL; MEISEL, 2006). Albuquerque et al. (2016)
ainda relataram que a influéncia dos CM no DNA pode estar relacionada a fatores de estresse

diretamente influenciados pelo CM ou indiretamente pelo estresse oxidativo induzido.

3.5. CARACTERIZACAO DA LIPASE

A temperatura e o pH desempenham papel importante na atividade de todas as
enzimas. A literatura evidéncia faixas variadas de pH e temperaturas 6timas para lipases obtidas
de diferentes fontes microbianas. As lipases microbianas, em particular as obtidas a partir de
cultivos de Y. lipolytica, possuem pH 6timo entre 6 e 8 e temperatura 6tima entre 35 e 37 °C.
Fickers et al. (2006) avaliaram a temperatura e pH 6timos para Y. lipolytica CBS6303 e
relataram pH 6timo 7 para a lipase contida no sobrenadante, pH 6 para enzima apds secagem
em spray dryer e temperatura 6tima de 37 °C para ambos os casos. Aloulou et al. (2007)
estudaram o efeito do pH na lipase produzida pelo fungo Thermomyces lanuginos e na levedura

Y. lipolytica e constataram pH 6timo de 9 e 7, respectivamente.
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Em outro estudo, Yu et al. (2007) expressaram o gene Lip2 da Y. lipolytica em
Pichia pastoris e observaram 8 como pH 6timo e temperatura 6tima de 40 °C. Gururaj et al.
(2016) encontraram pH 6timo de 8 e temperatura de 50 °C para lipase produzida pela bactéria
Acinetobacter sp. AUQ7. Carvalho et al. (2017) produziram e caracterizaram lipase obtida em
cultivos de Y. lipolytica IMUFRIJ 50682 e relataram pH 6timo 6 e temperatura 6tima de 35 °C
para a enzima. Nunes et al. (2021) caracterizaram lipase produzida por Y. lipolytica IMUFR]J

50682 e as condi¢des 6timas de pH e temperatura foram 7 e 37 °C, respectivamente.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi feito no Laboratério de Biotecnologia (BIOTEC) e Laboratério de

Microbiologia e Bioquimica (MIBI) da Escola de Quimica e Alimentos da Universidade

Federal do Rio Grande (FURG).

4.1. MICRO-ORGANISMO E MANUTENCAO DA CEPA

O estudo foi realizado com a levedura Yarrowia lipolytica NRRL Y-1095 cedida
pelo Northern Regional Research Laboratory (Peoria, USA), a qual se encontra armazenada no
MIBI da FURG em meio dgar Yeast and Malt (YM) com composi¢do em (g L): 10 de glicose,
5 de peptona, 3 de extrato de levedura, 3 de extrato de malte e 20 de dgar, em tubo inclinado a
5 °C e pH 6,0. Para a manutenc¢ao da cepa foram feitos repiques da levedura em tubos inclinados

a cada 60 dias utilizando o meio para manutencdo da viabilidade celular do micro-organismo.

4.2.  PREPARO DO INOCULO

Dois tubos inclinados de cultura microbiana de Y. lipolytica NRRL Y-1095 foram
raspados com 10 mL de dgua destilada estéril em cada tubo, para remocao de células e estas
foram transferidas para frasco Erlenmeyer de 500 mL totalizando 200 mL (180 mL de meio de
cultivo e 20 mL de inéculo). A composicio do meio de cultivo do inéculo foi em g L!: 40 de
glicose; 8 de KH2PO4; 0,5 de MgS04.7H>0 e 3 de extrato de levedura e pH inicial 6,0 de acordo
com Frengova et al. (1994). Os frascos foram mantidos em agitador orbital a 180 rpm, 28 °C
durante 24 h. A padronizagdo da concentrag¢do do indculo foi feita por densidade dptica (OD) a
600 nm em espectrofotdmetro e os cultivos iniciaram com 20 mL de indculo contendo

concentragio de biomassa média de 3,78 + 0,20 g L.

43. ESTUDO DO MEIO DE CULTIVO PARA PRODUCAO DE LIPASE
EXTRACELULAR

Os cultivos foram feitos em agitador rotativo a 180 rpm utilizando frascos
Erlenmeyer (500 mL) contendo volume final de 200 mL (meio e in6culo) onde os componentes

do meio ndo avaliados foram fixados de acordo com Frengova et al. (1994) modificado pela
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adicdo de azeite de oliva e Triton X-100, conforme Tabela 3. Os cultivos foram conduzidos a

28 °C, pH inicial 6,0, 10 % de in6éculo (v v''), durante 120 h.

Tabela 3 - Composi¢ao do meio de cultivo para o estudo da producao de lipase.

Composto Concentracio (g L)
Glicose 10 a 30
KH>PO4 8

MgS0O4.7H0 0,5
Extrato de levedura 3
Azeite de oliva 5als
Triton X-100 2a8

A Tabela 4 apresenta os niveis codificados e reais (entre parénteses) das varidveis
independentes que foram estudadas. Para este estudo foi feito delineamento composto central

(DCC) 2° com trés pontos centrais totalizando 11 ensaios.

Tabela 4 - Matriz do DCC 23 com valores reais e codificados.

Ensaios Glicose (g L) Azeite de oliva (g L) Triton X-100 (g L)
1 -1 (10) -1(5) -1(2)
2 1 (30) -1 (5) -1(2)
3 -1 (10) 1 (15) 1(2)
4 1 (30) 1(15) 1(2)
5 -1 (10) -1 (5) 1(8)
6 1 (30) -1.(5) 1(8)
7 -1 (10) 1(15) 1(8)
8 1 (30) 1(15) 1(8)
9 0(20) 0(10) 0(5)
10 0(20) 0(10) 0(5)
11 0 (20) 0 (10) 0(5)

A concentragdo de biomassa, acgucares redutores e pH foram parametros
acompanhados durante o planejamento, todavia, a resposta avaliada no delineamento

experimental foi a atividade de lipase extracelular (U mL™).
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4.4. PRODUCAO DE LIPASE COM APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS

Apés a determinagdo da melhor composi¢do do meio de cultivo foi avaliada a
influéncia dos CM com intensidade média de 30 mT gerados por imas de ferrite acoplados as
bases dos frascos (Figura 1). Nos cultivos os CM foram aplicados nos tempos de O — 72 h,
72 — 144 h e 0 — 144 h. Todos os cultivos foram feitos em triplicata. O cultivo controle foi feito
nas melhores condicdes obtidas pelo delineamento experimental, porém sem a aplicagao de
CM. Amostras foram retiradas nos tempos de 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 h e as respostas
avaliadas nesses tempos foram a atividade enzimitica de lipase extracelular (U mL™),
concentracio de acticares redutores (g L), concentracdo de biomassa (g L) e pH. Ao final do

cultivo as caracteristicas cinéticas da enzima também foram avaliadas.

Figura 1 - Cultivos com aplicagdo de campo magnético gerados por imas de ferrite acoplados

na base dos frascos Erlenmeyer.

4.5. METODOS ANALITICOS

4.5.1. Determinacio da concentracio de biomassa

A concentracdo de biomassa foi quantificada em espectrofotdmetro (QUIMIS
Q998U, Brasil) por densidade 6ptica (OD) a 600 nm. Para tal, as amostras foram centrifugadas

a 2034 x g por 20 min e a biomassa ressuspendida em dgua destilada e novamente centrifugada.
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A densidade o6tica foi convertida para biomassa seca utilizando curva padrio da levedura

(Figura A1 do Apéndice).

4.5.2. Determinacao de atividade de lipase extracelular

A atividade enzimdtica foi determinada pela hidrélise do substrato p-nitrofenil-
palmitato (pNPP), com liberagdo de p-nitrofenol e dcido graxo (SILVA et al., 2005). Um
volume de 0,10 mL do extrato enzimatico bruto (sobrenadante) foi filtrado em membrana
filtrante 0,45 um. O sobrenadante obtido foi misturado em 0,9 mL da solug¢do de substrato
contendo para 100 mL: 30 mg de pNPP diluido em 10 mL de iso-propanol, 400 mg de Triton
X-100 e 100 mg de goma arabica diluidos em 90 mL de tris-HCI 50 mM, pH 8,0. A reacdo
ocorreu a 37 °C por 30 min. Apds o término da reacdo, a absorbancia das amostras foi medida
por espectrofotometro (QUIMIS Q998U, Brasil) a 410 nm e relacionada com curva padrdo de
p-nitrofenol 0,14 mM (Figura A2 do Apéndice). Uma unidade de atividade enzimética (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessdria para liberar 1 nmol de p-nitrofenol por

minuto, nas condicdes de reacao estudadas.

4.5.3. Determinacao de acicares redutores

A determinagcdo de actucares redutores foi feita no sobrenadante do cultivo
utilizando o método espectrofotométrico (QUIMIS Q998U, Brasil) do 4cido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS), de acordo com Miller (1959), a 540 nm. Para a correlagdo com os
resultados obtidos durante a fermentagdo foi utilizada curva padrao de glicose (Figura A3 do

Apéndice).

4.5.4. Determinaciao de pH

A determinacao do pH foi realizada no sobrenadante do cultivo, utilizando pHmetro

(KASVI K39-2014B, Brasil) de bancada (AOAC, 2000).

4.5.5. Determinacio de proteinas

A determinacdo de proteinas foi feita utilizando o método de Lowry (LOWRY et
al., 1951) empregando espectrofotometro (QUIMIS Q998U, Brasil) com leitura a 750 nm,

empregando curva padrido de albumina de soro bovino (Figura A4 do Apéndice).
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4.5.6. Caracterizacao da lipase

As condigdes 6timas da atividade de lipase foram estabelecidas de acordo com
descrito por Yadav et al. (2011). O pH 6timo da enzima foi determinado medindo a atividade
enzimatica da lipase a 37 °C em diferentes valores de pH (pH 3, 5, 7 € 9). Os tampdes fosfato
de citrato 50 mM pH 3, 4, 5 e 6 e o tampao Tris-HCI 50 mM pH 7, 8 e 9 foram utilizados. A
temperatura 6tima da enzima foi determinada medindo a atividade da enzima em diferentes
temperaturas (25, 37, 45 e 55 °C) em tampao tris-HCI 50 mM pH 8. A temperatura e pH 6timos
foram determinados no cultivo com CM, no qual foram obtidas as maiores atividades
enzimaticas, assim como no cultivo controle (sem CM).

Os parametros cinéticos da lipase produzida no cultivo com aplicagdo do CM, como
velocidade maxima (Vmax) € constante de Michaelis (Km) foram avaliados utilizando os métodos
de ajustes lineares de Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee e Hanes-Woolf, conforme a Equagdes
1, 2 e 3, respectivamente. A determinacdo dos parametros foi feita utilizando pNPP (0,1 a

1,2 mM) como substrato.

I Kam 1 1 )

= . — 1
VO Vinax SO Vinax

Ku*Vj 2
V = +Vméx
o IS0l
[So] _ [So] , Kn 3)

Vo Vméx Vméx

4.6. PARAMETROS CINETICOS DO CULTIVO

A produtividade (P) de lipase (U mL™!' h'') e de biomassa (g L' h'') foi obtida a
partir da equagio 4, onde A é a atividade de lipase (U mL™") ou biomassa (g L") no tempo final
do cultivo t (h) e Ao é a atividade enzimética de lipase (U mL™") ou biomassa (g L") no tempo

inicial to (h).

P= “)
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A equacdo 5 foi utilizada para determinacio da eficiéncia do CM na producgdo de
biomassa e atividade de lipase. Onde E € a eficiéncia da aplicacdo de CM (%), Ccm e Cc sdo

respostas com aplicacdo de CM e controle, respectivamente.

E (%)= (Cc“é—('jcc).loo (5)

477. ANALISE ESTATISTICA

O planejamento experimental foi avaliado pelo Statistica versdo 5.0 (StatSoft,
Tulsa, OK). Resultados obtidos (concentracdo de actucares redutores, concentragdo de
biomassa, atividade enzimdtica de lipase, parametros cinéticos de cultivo e caracterizagdo
enzimadtica) foram avaliados por andlise de varidncia (ANOVA), seguido de teste post-hoc

Tukey, sendo considerados valores significativamente diferentes quando p <0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA ESTUDO DO MEIO DE CULTIVO

Diversos estudos relataram que a producdo de lipase microbiana intracelular ou
extracelular € influenciada pela fonte de carbono lipidica, ndo lipidica e a presenca de
surfactantes. Assim, o DCC 2 foi empregado para estudar a influéncia da concentracdo das
fontes de carbono ndo lipidica (glicose), lipidica (azeite de oliva) e do surfactante Triton X-100
no meio de cultivo para a producdo de lipase extracelular por Y. lipolytica NRRL Y-1095. As
variaveis estudadas no DCC 23, seus niveis codificados e reais e a matriz dos ensaios realizados
estdo apresentados na Tabela 4. O método utilizado para a determinagdo da atividade enzimética

de lipase foi a hidrdlise do substrato pNPP, conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Reacgdo da hidrélise do pNPP. (A) Antes da reagc@o os tubos contendo os reagentes

e o extrato ndo apresentam coloragdo. (B) Apds a reac@o ocorre a hidrdlise do substrato e

liberag@o do p-nitrofenol (tonalidade amarelada).

A Figura 3 e a Tabela Al (Apéndice) apresentam os resultados de atividade
enzimdtica de lipase extracelular ao longo do cultivo (120 h). A maior atividade enzimatica foi
7,25 U mL! em 120 h no ensaio 3 (10 g L! de glicose, 15 g L™! de azeite de olivae 2 g L' de
Triton X- 100). No ensaio 7 (10 g L' de glicose, 15 g L' de azeite de olivae 8 gL' de
Triton X- 100) foi obtido 5,68 U mL"! ao final do cultivo. Todavia, nos ensaios E1, E6 e E7 a
producdo da enzima, aparentemente, foi inibida ao longo de todo o cultivo. As maiores
concentracdes de glicose estudadas (20 e 30 g L™!) podem ter inibido a sintese de lipase pela Y.
lipolytica. Como citado por Najjar et al. (2011) os quais constataram que a glicose atuou como
repressor da sintese de lipase por Y. lipolytica CBS 7504 e os niveis da enzima permaneceram
baixos até esse substrato ser consumido. Esses autores ainda evidenciaram que a produgdo da
enzima, nessa levedura, foi dependente de uma fonte de substrato lipidico. A auséncia de

producdo de lipase nas primeiras 48 h de cultivo provavelmente esteja associada ao consumo
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preferencial do substrato utilizado no meio de cultivo, ou seja, a levedura consome primeiro
glicose e, posteriormente, o azeite de oliva que atua como indutor da sintese da enzima.

Além disso, a inibi¢ao da producao de lipase pode estar associada a concentracao
de indutor (azeite de oliva) utilizado nos cultivos. Como observado na Figura 3, os ensaios (E1,
E2, ES, E6, E9, E10 e E11) que continham as menores concentracdes de azeite de oliva (5 ou
10 g L") apresentaram pouco ou nenhuma atividade durante todo o tempo de cultivo, indicando
que a concentracdo de 15 g L' desse composto influenciou de forma positiva a sintese de lipase

extracelular por Y. lipolytica Y-1095.

Figura 3 - Atividade enzimadtica de lipase dos ensaios E1 a E6 (A)e E7aEl1 (B) do
planejamento experimental para estudo do meio de cultivo na producao de lipase extracelular

por Y. lipolytica NNRL Y-1095.
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Os resultados de atividade enzimatica de lipase foram superiores aos reportados por
diversos autores que estudaram a producgdo dessa enzima em leveduras e empregaram derivados
do p-nitrofenil (butirato, laurato ou palmitato) como substrato da lipase para determinagao da
atividade enzimdtica. Taskin et al. (2016) utilizaram a levedura Rhodotorula glutinis HL 25
para a produgio de lipase em 50 g L' azeite de oliva e 8 g L"! de Triton X - 100 relataram
méxima atividade de 0,074 U mL"". Lopes et al. (2018) empregado planejamento experimental
conseguiram 0,56 U mL™! de maxima atividade da lipase quando empregaram 20 g L'! de banha
de porco e 10 g L' de goma ardbica nos cultivos de Y. lipolytica W29. Em outro estudo, Lopes
et al. (2019) também utilizaram planejamento experimental para a producdo de lipase por Y.
lipolytica W29 e obtiveram maxima atividade de 0,52 U mL! para o cultivo contendo 50 g L'

de 6leo residual de friturae 5 g L~ ! de goma arabica.
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Fraga et al. (2018) utilizaram a Y. lipolytica IMUFRJ 50682 para produzir lipase
empregando 7,5 g L' de 6leo residual de fritura como fonte de carbono e obtiveram
4,73 U mL ' como méxima atividade. Costa et al. (2020) observaram mdxima atividade de
lipase por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 de 0,39 U mL! utilizando 6 g L' glicose € 0,5 g L' de
politereftalato de etileno (PET) como fonte de carbono. . Em outro estudo, Fraga et al. (2021)
conseguiram méxima atividade de lipase de 4,9 U mL™"' quando empregado 2,5 g L' 6leo
residual de fritura como tnico substrato para a Y. lipolytica IMUFRJ 50682.

Portanto, a Y. lipolytica NNRL Y-1095 possui a capacidade de consumir a glicose
como fonte de carbono para produzir lipase extracelular. Todavia, dependendo da concentragcao
utilizada e presenga de substratos lipidicos podem ser fatores limitantes da sintese da enzima.
Além disso, a queda na producdo de lipase em 72 h nos ensaios E4 e E7 possivelmente esteja
associada a producdo de proteases extracelulares, como citado por Pereira-Meirelles; Rocha-
Ledo; Sant’anna, (2000) que relataram inibicdo da sintese dessa enzima com o aumento da
producdo de protease ao longo do cultivo da Y. lipolytica.

Na Figura 4 e Tabela A2 (Apéndice) estdo apresentados os resultados da
concentracdo de glicose durante as 120 h de cultivo. A glicose foi totalmente consumida pela
levedura nas primeiras 48 h de cultivo quando 10 g L' foram utilizados (E1, E3 E5 e E7).
Quando 20 g L' de glicose foram utilizados (E9, E10 e E11) a fonte de carbono foi totalmente
consumida pela levedura em 96 h de cultivo, o que também foi constatado nos ensaios como
30 g L' de glicose (E2, E6 e E8). Todavia, no ensaio que continha as maiores concentracdes de

glicose (30 g L) e azeite (15 g L) a glicose foi totalmente consumida em 120 h.

Figura 4 - Concentragdo de aguicares redutores dos ensaios E1 a E6 (A) e E7 aEl1 (B) do
planejamento experimental utilizado para o estudo do meio de cultivo para a produgdo de

lipase extracelular pela levedura Y. lipolytica NNRL Y-1095.
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Os valores de pH durante as 120 h de cultivo estdo apresentados na Figura 5 e na
Tabela A3 (apéndice). O pH final dos cultivos variou de 3,7 a 5,9 e foi menor que o pH inicial
(6). Os cultivos contendo 10 g L! de glicose (E1, E5 e E7) apresentaram pouca varia¢io de pH
durante todo cultivo. Em contrapartida, os ensaios do ponto central (E9 e E10), que continham
concentracdo de 20 g L' de glicose tiveram diminui¢do do pH ao longo do cultivo. Todavia,
até o final das 120 h o pH aumentou e permaneceu préximo de 6. Os ensaios E2, E4 e ES8, que
continham a maior concentragio de glicose (30 g L!) apresentaram os menores valores de pH

ao final dos cultivos, sendo 3,8; 3,7 e 4,0, respectivamente.

Figura 5 - Valores de pH dos ensaios E1 a E6 (A) e E7 a E11 (B) do planejamento
experimental utilizado para o estudo do meio de cultivo para a producdo de lipase extracelular

por Y. lipolytica NNRL Y-1095.
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A concentragdo inicial de glicose pode influenciar o pH ao longo do cultivo da Y.
lipolytica Y-1095. J4 a concentragdo ou presenca do azeite de oliva ou Triton X-100 ndo parece
influenciar esse pardmetro, pois foi constatado comportamento semelhante do pH para
diferentes concentragdes desses compostos, por exemplo, entre os ensaios E2 (30 g L' de
glicose, 5 g L! de azeite de olivae 2 g L' de Triton X-100) e E8 (30 g L! de glicose, 15 g L'!
de azeite de oliva e 8 g L' de Triton X-100), apresentaram queda do pH com elevada
concentragio de glicose. Os ensaios E1 (10 g L' de glicose, 5 g L! de azeite de olivae 2 g L'!
de Triton X- 100), E5 (10 g L' de glicose, 5 g L! de azeite de oliva e 8 g L! de Triton X-100)
e E7 (10 g L' de glicose, 15 g L' de azeite de oliva e 8 g L'! de Triton X-100), apresentaram
comportamento semelhante em termos de pH durante o cultivo para diferentes concentragdes
de azeite de oliva e Triton X-100, entretanto, a concentracao inicial de glicose foi a mesma pra

todos os ensaios. Além disso, nos ensaios E1 e E5, correspondentes aos menores niveis do
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planejamento experimental para o azeite de oliva e glicose, apresentaram pH constante durante
o tempo de cultivo, podendo estar relacionado a menores concentracdes de dcidos organicos
produzidos pelo consumo destes substratos.

Portanto, a concentracdo inicial de glicose demonstrou ser a varidvel que mais
influenciou o pH durante as 120 h de cultivo da Y. lipolytica Y-1095. Além disso, a diminui¢do
do pH pode ser decorrente do consumo do substrato e producdo de 4cidos organicos pela
levedura, como observaram Li et al. (2019). Logo nos cultivos com maiores concentragdes de
glicose houve maiores produgdes de dcidos orgédnicos e, consequentemente, resultaram em
menores valores de pH ao final do cultivo.

Na Figura 6 e Tabela A4 (Apéndice) sdo apresentadas as concentragdes de biomassa
ao longo do cultivo (120 h) nas diferentes condi¢des do planejamento experimental e ocorreu
crescimento da levedura em todas as condi¢des estudadas. A maxima concentracao de biomassa
(16,64 g L) foi obtida em 72 h de cultivo no ensaio 4, contendo 30 g L' de glicose, 15 g L"!
de azeite de oliva e 2 g L' de Triton X-100. Em contrapartida, a menor concentragio ao final
do cultivo (6,85 g L) foi observada no ensaio 1, contendo em g L™!: 10 glicose, 5 de azeite de
olivae 2 Triton X-100. Isto pode estar associado as menores concentragdes de fontes de carbono

(azeite de oliva e glicose) quando comparado aos demais ensaios.

Figura 6 - Concentracdo de biomassa dos ensaios E1 a E6 (A) e E7 aEl1 (B) do
planejamento experimental utilizado para o estudo do meio de cultivo para a produgdo de

lipase extracelular por Y. lipolytica NNRL Y-1095.
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Os cultivos E4 e E8 continham as maiores concentracdes de glicose (30 g L) e
azeite de oliva (15 g L'!) e, a partir das 72 h, apresentaram as maiores concentracdes de

biomassa (Figura 6). Em contrapartida, os ensaios E2 e E6 também continham 30 g L' de
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glicose, entretanto, apenas 5 g L' de azeite de oliva e nestas condi¢des as concentracdes de
biomassa ao longo do cultivo foram inferiores as relatados nos ensaios contendo a mesma
concentracdo de glicose e maior concentracdo de azeite de oliva (E4 e E8). Além disso, os
ensaios E1, E5 e E7 continham as menores concentracdes de glicose (10 g L) e concentracdes
variadas de azeite de oliva (5 g L'! para E1 e E5; 15 g L para E7) apresentando as menores
concentracdes de biomassa ao longo de todo o cultivo.

Segundo Saygiin et al. (2014) ao cultivar Y. lipolytica YB 423-12 na presenga de
glicose e diferentes fontes lipidicas, como 6leos de colza, gergelim, linhaca ou truta obtiveram
méximas concentracio de biomassa de 25,14 g L', 23,91 g L',26,67 g L' e 20,48 g L,
respectivamente. Os autores concluiram que essas fontes lipidicas foram fundamentais para o
incremento da biomassa da levedura, visto que quando apenas a glicose esteve presente no meio
de cultivo a mdxima concentracdo de biomassa foi 14,41 g L. No cultivo da levedura Y.
lipolytica, Chai et al. (2019) utilizaram 10 g L' glicose e de 20 a 40 g L™! 6leo de colza como
fontes de carbono do meio de cultivo. A méxima concentragdo de biomassa de 10 g L' foi
obtida com a maior concentracdo de 6leo.

Esses resultados mostram que o aumento da concentracdo de biomassa estd
relacionado a concentracao de substrato. Assim, quanto maior a concentracdo de azeite de oliva
e glicose no meio de cultivo, maior serd o incremento da concentra¢io de biomassa da levedura
Y. lipolytica NRRL Y-1095.

Na Tabela 5 estdo apresentados os coeficientes de regressao e desvio padrao dos
ensaios para a atividade enzimatica de lipase, utilizando erro global, sem exclusdo dos termos
ndo significativos. Constatou-se que o Triton X-100 e a interacdo entre a concentracdo de
glicose e Triton X-100 e interagdo entre azeite de oliva e Triton X-100 nio foram significativos.

Com a finalidade de avaliar se os dados obtidos sdo preditivos, realizou-se o
teste de distribuicdo F. Na Tabela 6 € apresentada a andlise de variancia (ANOVA) para os
ensaios do DCC. Optou-se por utilizar o modelo sem os pardmetros estatisticamente nao
significativos, sendo estes, incorporados aos residuos, com percentual de variagdo explicada
(R?) de 0,92 e o valor de Feaculado foi maior que 0 Fuabelado. Como o valor de Fealcutado (9,70) é
maior que o de Frabelado (3,07), confirma-se que o modelo obtido € preditivo obtendo-se a

superficie de resposta.
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Tabela 5 - Coeficiente de regressdo e desvio padrio do DCC 23 para a atividade enzimdtica

de lipase da levedura Y. lipolytica NRRL Y-1095 em 120 h.

Coeficiente de

regressio Desvio padrao t4) p-valor
Média* 1,91 0,50 3,00 0,040
Glicose (L)* -1,45 0,58 -2,49 0,067
Azeite de oliva (L)* 1,35 0,58 2,32 0,081
Triton X-100 (L) -0,36 0,58 -0,63 0,566
Glicose X Azeite* -1,62 0,58 -2,79 0,049
Glicose X Triton X-100 -0,23 0,58 -0,40 0,710
Azeite X Triton X-100 -0,19 0,58 -0,33 0,757

*Fatores estatisticamente significativos (p <0,1); L= Termo linear.

Tabela 6 - Analise de variancia do DCC 2° para a atividade de lipase da levedura Y. lipolytica
NRRL Y-1095 em 120 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fcalculado
variacao quadrados liberdade médio
Regressdo 52,4 3 17,5 26,71
Residuos 4,6 7 1,8

Total 57,0 10

Porcentagem de variagio explicada (R?) = 0,92; F (0.13:7= 3,07.

O modelo com as varidveis codificadas estatisticamente significativas, que
representam a atividade enzimatica de lipase (U mL') em fungdo da concentragio de glicose e

azeite de oliva nas faixas estudadas, € apresentado na equacdo 6, onde X; representa a

concentracdo de glicose e X representa a concentragdo de azeite de oliva.

Lipase (UmL™) = 1,91 - 1,45%X; + 1,35%X> — 1,62X; *X» 6)

A Figura 7 mostra a curva de contorno que relaciona as varidveis independentes
concentracdo de glicose e concentragdo de azeite de oliva com a varidvel dependente atividade
de lipase. O aumento da concentragio de azeite de oliva de 5 para 15 g L™ e a redugdo da
concentracdo de glicose de 30 para 10 g L' resultou nas maiores atividades enzimdticas. O

surfactante Triton X-100 ndao foi uma varidvel significativa para a producdo de lipase
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extracelular, portanto, para os cultivos com aplicacdo do CM, essa varidvel foi fixada no menor

nivel estudado (2 g L' 1).

Figura 7 — Curva de contorno obtida para a produg¢ao de lipase de levedura Y. lipolytica

NRRL Y-1095 em func¢do da glicose e azeite de oliva.
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A atividade de lipase predita pelo modelo foi comparada aos valores experimentais
e os erros relativos foram calculados (Tabela 7). Os erros relativos foram baixos na regido
desejada em que as atividades estdo maximizadas.

Nos ensaios E1, E6 e E8 ndo ocorreu produgdo de lipase em 120 h de cultivo. O
ensaio E1 continha as menores concentragdes de substratos (10 g L' de glicose e 5 g L' de
azeite de oliva) e surfactante (2 g L!), ou seja, as baixas concentragdes desses compostos,
principalmente do azeite de oliva, ndo proporcionaram a producao de lipase extracelular. Em
contrapartida, nos ensaios E6 e E8 a alta concentragio de glicose (30 g L™!) pode ter provocado
a inibi¢cdo da sintese de lipase. Além disso, nos ensaios E2, E4 e ES os erros relativos foram
altos mostrando que o modelo ndo se ajusta para algumas respostas.

Com isso, tem-se que o modelo apresentado na equacdo 6 para concentracdes
menores que 30 g L' de glicose e apresenta capacidade de predizer a atividade enzimética de
lipase dentro dessa faixa (10 a 20 g L' de glicose e 5 a 15 g L' de azeite de oliva).
O Triton X- 100 ndo causou efeitos na produ¢do da enzima, sendo a sua concentracao fixada
nos menores niveis do planejamento, ou seja, 2 g L!. A reducdo da concentragio do surfactante

ou até mesmo a sua exclusido como varidvel do processo deve ser avaliada, bem como o estudo
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de menores concentragdes de glicose e maiores concentracoes de azeite de oliva. Pois de acordo
com a Figura 7, a regido de maximo encontra-se nas menores concentragdes de carbono nao

lipidica e maiores concentragdes da fonte de carbono lipidica.

Tabela 7 - Valor predito e desvio relativo para producgdo de lipase por Y. lipolytica NRRL Y-
1095 em 120 h de cultivo.

Atividade enzimatica Atividade
Ensaio de lipase - enzimatica de Erro relativo (%)
experimental lipase - modelo
(UmLY) (UmL1)
1 0 0,40 -
2 1,73 0,74 57,28
3 7,25 6,34 12,55
4 0,66 0,20 69,19
5 1,04 0,40 62,06
6 0 0,74 -
7 5,68 6,34 -11,59
8 0 0,20 -
9 2,20 1,92 12,78
10 1,45 1,92 -32,33
11 1,10 1,92 -74,43

Diversos estudos relataram a producdo de lipase pela levedura Y. lipolytica, como
mostrado na Tabela 1. Todavia, na maioria dos estudos foram usadas altas concentracdes de
fontes de carbono ndo lipidicas e lipidicas para a producdo da enzima, como € o caso de
Dominguez et al. (2003), que utilizaram 20 g L' glicose e 10 g L™! PEG — 200 na producio de
lipase pela Y. lipolytica CECT 1240. Em outro estudo, Saygiin et al. (2014) produziram lipase
pela Y. lipolytica YB- 423-12, em 20 g L' glicose e 40 g L' 6leo de avela residual. Magdouli
et al. (2017), utilizaram 40 g L' glicerol bruto e 50 g L'! azeite de oliva para produzir lipase
pela Y. lipolytica SM7.

Portanto, os resultados de producgdo de lipase extracelular pela levedura Y. lipolytica
NRRL Y-1095, obtidos no presente planejamento, se mostram promissores visto que, a
producdo da enzima talvez ndo dependa da presenca de surfactante e ocorre em baixas

concentracoes de fonte de carbono nio lipidica, possibilitando a redugao dos custos de processo.
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Na Tabela 8 estdo apresentados os coeficientes de regressao e desvio padrdao dos
ensaios para a concentracdo de biomassa, utilizando erro global, sem exclusdo dos termos ndo
significativos. E possivel notar que a concentracio de glicose e azeite de oliva apresentaram
efeito positivo e o Triton X-100 efeito negativo. Além disso, as interacdes entre todas as

varidveis ndo foram significativas.

Tabela 8 - Coeficiente de regressdo e desvio padrio do DCC 2° para a concentragio de

biomassa da levedura Y. lipolytica NRRL Y-1095 em 120 h.

Coeficient;e de Desvio t @) p-valor
regressao padrao

Média* 9,73 0,30 32,04 0,00
Glicose (L)* 1,56 0,36 4,38 0,01
Azeite de oliva (L)* 1,32 0,36 3,70 0,02
Triton X-100 (L)* -0,99 0,36 -2,77 0,05
Glicose X Azeite 0,03 0,36 0,08 0,94
Glicose X Triton X-100 0,09 0,36 0,26 0,80
Azeite X Triton X-100 -0,61 0,36 -1,70 0,16

*Fatores estatisticamente significativos (p <0,1); L= Termo linear.

Com a finalidade de avaliar se os dados obtidos sdo preditivos, realizou-se o teste
de distribuicdo F. Na Tabela 9 € apresentada a andlise de varidncia (ANOVA). Optou-se por
utilizar o modelo sem os pardmetros estatisticamente ndo significativos, sendo estes,
incorporados aos residuos, com percentual de variagdo explicada (R?) de 0,85 e o valor de
Fcalculado fo1 maior que 0 Fiabelado. Como o valor de Feaiculado (13,60) € maior que o de Frabelado

(3,07), confirma-se que o modelo obtido € preditivo obtendo-se a superficie de contorno.

Tabela 9 - Anilise de variancia do DCC 2 para a concentragdo de biomassa da levedura Y.

lipolytica NRRL Y-1095 em 120 h.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fcalculado
variacao quadrados liberdade médio
Regressao 41,1 3,0 13,7 13,60
Residuos 7,1 7,0 1,0

Total 48,2 10,0

Porcentagem de variagio explicada (R?) = 0,85; F (0,1;3;7) = 3,07.
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O modelo com as varidveis codificadas estatisticamente significativas que

~ . -1 ~ ~ . .
representam a concentracao e biomassa (g L) em funcio da concentracdo de glicose, azeite de
oliva e Triton X-100 nas faixas estudadas € apresentado na equagdo 7, onde X; representa a
concentracdo de glicose, X representa a concentracdo de azeite de oliva e X3 representa a

concentracdo de Triton X-100.

Concentragdo de biomassa (g L1 =9,73 +1,56%X;+ 1,32*X5 — 0,99%X3 (7)

A Figura 8 mostra as curvas de contorno que relacionam as varidveis independentes
concentracdo de glicose, concentragdo de azeite de oliva e concentracdo de Triton X-100 com
a varidvel dependente concentracao de biomassa. O aumento da concentracdo de azeite de oliva
de 5 para 15 g L' e da concentracdo de glicose de 10 para 30 g L' resultou nas maiores
concentracdes de biomassa (Figura 8A). Além disso, o aumento da concentragcdo de azeite de
oliva de 5 para 15 g L' e glicose de 10 para 30 g L™! com a redug¢io da concentracio de Triton
X-100 de 6 para 2 g L' proporcionaram as maiores concentra¢des de biomassa, conforme as
Figuras 8B e 8C, respectivamente.

Com as maiores concentracOes das fontes de carbono e a menor concentracdo de
surfactante foram obtidas as maiores concentragdes de biomassa. Todavia, para a producdo de
lipase extracelular as melhores condi¢des para incrementar a produgdo dessa enzima sao o
aumento da concentracdo da fonte de carbono lipidica (azeite de oliva) e reducdo ou exclusao
da fonte de carbono (glicose) e do surfactante (Triton X-100). Portanto, esses resultados
mostraram que a producdo da lipase, pela levedura Y. lipolytica NRRL Y-1095, ndo esta
associada a produgdo de biomassa.

A concentragdo de biomassa predita pelo modelo foi calculada, utilizando a
equacgdo 7, e comparada aos valores experimentais utilizando-se o cédlculo dos erros relativos.
A partir dos dados apresentados na Tabela 10, pode-se observar que a concentragdo de biomassa
experimental variou de 6,85 a 13,63 g L'lea concentracdo de biomassa do modelo variou de
7,84a13,59 ¢ L', representando desvios relativos entre -14,36 €16,52 %. Portanto, o modelo
apresentado na Equagdo 6 apresenta capacidade de predizer a concentracdo de biomassa da

levedura Y. lipolytica NRRL Y-1095 dentro da faixa estudada.
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Figura 8 - Curvas de contorno obtida para a concentraciao de biomassa da levedura Y. lipolytica NRRL Y-1095 em fun¢do da glicose e

azeite de oliva (A), Triton X-100 e azeite de oliva (B) e de glicose e Triton X-100 (C).
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Tabela 10 - Valor predito e desvio relativo para concentragdo de biomassa da levedura Y.

lipolytica NRRL Y-1095 em 120 h de cultivo.

Concentracao de Concentracao de
Ensaio biomassa - biomassa - Erro relativo (%)
experimental modelo
gL gL"
1 6,85 7,84 -14,36
2 10,85 10,95 -0,96
3 11,77 10,47 11,00
4 13,63 13,59 0,28
5 7,02 5,86 16,52
6 9,15 8,98 1,89
7 7,27 8,50 -16,85
8 11,75 11,62 1,17
9 9,96 9,73 2,37
10 10,13 9,73 4,03
11 8,59 9,73 -13,20

5.2.  PRODUCAO DE LIPASE COM APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS

O presente trabalho € um dos primeiros a abordar a aplicacdo de CM em cultivos
de Y. lipolytica NRRL Y-1095 para a producdo de lipase. Os cultivos com aplicagdo de CM
foram feitos utilizando as melhores condicdes de cultivo para a produgdo de lipase extracelular
em frasco Erlenmeyer obtidos no planejamento experimental (10 g L' de glicose e 15 g L' de
azeite de oliva e 2 g L' do surfactante Triton X-100) Os demais componentes do meio de
cultivo, como MgS04.7H20, KH2PO4 e extrato de levedura, foram mantidos nas concentragdes
conforme descrito na Tabela 3. Para avaliar a influéncia do CM na producdo da enzima, os
cultivos foram submetidos a intensidades médias de 30 mT, sendo avaliadas 3 condi¢cdes com
aplicagdo do CM: 0-72 h, 72—-144 h e 0-144 h.

A Figura 9 e as Tabelas A5, A6, A7 e A8 (Apéndice) apresentam os resultados dos
cultivos. A producdo extracelular de lipase foi observada em todos os cultivos (Figura 9) e
aumentou a partir das 72 h com aplicacdo de CM 72-144 (Figura 9C). Em contrapartida, nos
demais cultivos os maiores valores de atividade enzimdtica ocorreram entre 72 e 96 h. De
acordo com Albuquerque et al. (2016), Boeira et al. (2021) e Taskin et al. (2013), a estimulagdo

ou inibicdo dos CM sdo atribuidos a mudancas das membranas (lipidicas ou plasmaéticas),
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mudancas na sintese de DNA, altera¢des do fluxo de ions através da membrana plasmatica e/ou
mudangas na estrutura das biomoléculas.

Além disso, os efeitos bioldgicos causados pelo CM em micro-organismos € em
suas biomoléculas dependem da intensidade, da frequéncia, do tempo de exposicdo e da
orientacdo das linhas do campo (DAVID et al., 2016; DEAMIClI et al., 2022; HUO et al., 2020).

Como observado por David et al. (2016), que estudaram diferentes orientagdes das
linhas do CM (2 a 11 mT) aplicado em cultivos de Y. lipolytica Y-1095 para avaliar a producdo
de lipase intracelular. Quando as linhas do CM atravessaram transversalmente o reator foram
obtidas as maiores producdes de lipase, independente da intensidade aplicada. Esses autores
concluiram que quando o CM foi aplicado nessas condi¢des ocorreu maior transferéncia de
substrato para o interior das células da levedura e, consequentemente, maior producao
intracelular da enzima.

Portanto, o aumento da atividade enzimatica de lipase no ensaio CM 72-144 pode
estar relacionado a alteragdes na membrana celular, que facilitaram a excre¢do da enzima para
o meio extracelular ou alteracdes na sua estrutura, proporcionando maior atividade catalitica
com relacdo aos demais ensaios.

A glicose (10 g L") foi utilizada como fonte carbono ndo lipidica e em todos os
cultivos mais de 95 % do substrato foi consumido apds 48 h. A partir desse momento ocorreu
diminui¢do gradativa da concentracdao dos actcares redutores indicando que a glicose foi
totalmente consumida ao final do cultivo. Em decorréncia do consumo do substrato a
concentracdo de biomassa aumentou até as 144 h de cultivo para os cultivos controle
(Figura9A) e CM 0-144 (Figura 9D). No cultivo CM 0-72 (Figura 9B) a levedura,
aparentemente, entrou em estado estaciondrio a partir de 48 h. Em contrapartida, no cultivo
CM 72-144 (Figura 9C) ocorreu declinio na concentragcdo de biomassa apds 72 h.

Em todos os cultivos (Figura 9) a glicose foi quase totalmente consumida a partir
das 48 h de cultivo proporcionando o aumento da concentragdo de biomassa. Todavia, quando
o CM foi aplicado nas ultimas 72 h do cultivo (Figura 9C) ocorreu diminui¢@o na concentra¢ao
de biomassa, ou seja, a presenca do CM, nesse periodo, pode ter causado estresse nas células

de levedura.
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Figura 9 - Cultivos de Y. lipolytica NRRL Y-1095 sob influéncia de diferentes intervalos de aplicacdao de campos magnéticos (CM): (A) Ensaio

controle; (B) CM 0-72; (C) CM 72-144 ¢ (D) CM 0-144.
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Conforme citado por Deutmeyer et al. (2011), a producao de biomassa aumentou 8
9% no cultivo de Saccharomyces cerevisiae sob influéncia de 200 mT por 30 h em comparagao
com o controle. Mohtasham et al. (2016) observaram aumento de 50 % na produgdo de
biomassa por Bacillus licheniformis com 10 mT por 43 h, em comparagdo com o controle.
Rakoczy, Konopacki e Fijatkowski (2016) estudaram os efeitos da aplicacdo de 34 mT no
crescimento e atividade metabdlica de Saccharomyces cerevisiae e a presenga do CM diminuiu
significativamente o nimero de células e inibiu sua atividade metabdlica celular.

A Figura 10A mostra que a maxima concentracdo de biomassa variou entre 7,59 e
9,84 g L', sendo obtida em 144 h de cultivo, exceto para o cultivo CM 72-144 que atingiu a
maxima concentracdo em 72 h sendo estatisticamente diferente do cultivo controle e CM 0-72.
Este fato pode estar relacionado ao estresse sofrido pela célula durante o inicio da exposicao ao
CM que ocorreu em 72 h. Como ilustrado na Figura 10A, a aplica¢do de 30 mT entre 72—144 h
de cultivo proporcionou redugao significativa na maxima concentragdo de biomassa de 68,9 %

comparado ao controle.

Figura 10 - Médxima concentragdo de biomassa (A) e produtividade mdxima de biomassa (B)
para cada ensaio em diferentes tempos de cultivo (parénteses). Letras diferentes

correspondem a diferencas significativas entre os ensaios (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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A Figura 10B mostra que a produtividade maxima de biomassa variou de 0,13 a
0,21 g L' h'' em 24 h de cultivo. Houve diferenga significativa entre os ensaios com 95 % de
confianga, sendo que o cultivo com aplicagdao de CM 0-144 apresentou a menor produtividade
de biomassa (0,13 g L' h'!) se comparado as demais condigdes, representando diminuico de

31,7 % comparado ao cultivo controle.
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A mdéxima produtividade de biomassa (Figura 10B) foi reduzida em 10,5 % e
31,6 % quando comparado ao cultivo controle com o CM 72-144 e CM 0-144, respectivamente.
Portanto, as condicdes de cultivo e o estresse fisico causado pela presenca do CM podem afetar
de formas diferentes 0 mesmo micro-organismo.

A méaxima produc¢do de lipase (Figura 11A) foi observada no ensaio CM 72- 144
em 144 h de cultivo com atividade de 34,8 U mL™, representando aumento significativo de
287,5 % comparado ao cultivo controle, que atingiu a mdxima produ¢do em 120 h. A médxima
produtividade de lipase (Figura 11B) foi 0,24 U mL™"! h'! no cultivo CM 72-144 em 144 h de
cultivo, representando incremento significativo de 242,9 % comparado ao controle em 120 h e
380 % comparado ao cultivo CM 0-144 em 72 h.

Fabiszewska e Bialecka-Florjanczyk (2015) produziram lipase por Y. lipolytica
KKP 379 em meio contendo azeite de oliva, na auséncia de CM, e relatando maxima atividade
da enzima de 0,2 U mL™!' apés 65 h de cultivo. Em outro estudo Magdouli et al. (2017)
estudaram a producido de lipase extracelular por Y. lipolytica SM7 sem a presenca de CM e a
méxima produgio da enzima foi 25 U mL™"! em 72 h de cultivo. No presente trabalho, no ensaio
CM 72-144 maior produgdo de lipase foi obtida, ou seja, a aplicagdo do CM se mostra uma boa
estratégia para incrementar a produgdo da enzima e, esse fato pode estar relacionado ao periodo
de aplicagao.

David et al. (2016) € o unico trabalho na literatura, até o presente momento, que
relatou a producdo de lipase microbiana com aplicagdo de CM. Esses autores aplicaram CM
que variaram de 2 a 11 mT em cultivos de Y. lipolytica e concluiram que tanto a presenca,
quanto a orienta¢do das linhas do CM influenciaram significativamente a producdo intracelular
de lipase, sendo obtido incremento de até 41,7 % na producdo da enzima, mas a producdo de
biomassa ndo foi afetada pela presenga do CM. Esses autores citaram que a presenca do CM
pode interferir na interface célula-liquido, resultando em maior entrega de nutrientes, mitigando
assim os efeitos de difusdo externa, sendo a aplicagdo do campo manifestada em nivel
macroscopico, como crescimento de biomassa e aumento na producdo de metabdlito.
Comportamento semelhante foi relatado no presente trabalho, pois a aplicagio do CM
influenciou significativamente a producdo extracelular da lipase. Todavia, com exce¢do do
ensaio CM 72-144, ndo foi observado alteracdo na concentracdo de biomassa.

Portanto, as melhores condi¢des para a producdo de lipase extracelular pela
levedura Y. lipolytica NRRL Y-1095 foram a aplicacdo de CM 72 - 144 h utilizando meio
contendo 10 g L! de glicose, 15 g L de azeite de oliva, 2 g L' de Triton X-100, 8 g L' de
KH,PO4;0,5 g L' de MgS04.7H,0 e 3 g L! de extrato de levedura, e condi¢des de cultivo de
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180 rpm, pH inicial 6 e a 28 °C. Nestas condic¢des foi atingida a méximas respostas concentracao
de biomassa de 7,59 + 0,16 g L' (72 h), produtividade de biomassa de 0,17 g L' h'! (24 h),
atividade de lipase de 34,8 + 8,46 U mL! (144 h)e produtividade de atividade de lipase de 0,24
UmL'h'! (144 h).

Figura 11 - Méaxima atividade enzimatica de lipase (A) e produtividade maxima de lipase (B)
para cada ensaio em diferentes tempos de cultivo (parénteses). Letras diferentes

correspondem a diferencas significativas entre os ensaios (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Nos cultivos controle (Figura 9A) e com aplicacdo de CM 0-72 (Figura 9B) ocorreu
diminui¢do do pH a partir de 48 h de cultivo, chegando a 4,52 e 4,67 ao final do cultivo,
respectivamente. Em contrapartida, nos cultivos com CM 72-144 (Figura 9C) e CM 0-144
(Figura 9D) o pH se manteve estivel durante todo o cultivo chegando a 6,2 e 6,0,
respectivamente, em 120 h. De acordo com Cavallo et al. (2020) e Levinson et al. (2007) a
diminui¢ao do pH em cultivos da Y. lipolytica, geralmente, estd associada ao consumo do
substrato e, consequentemente, producio de dcidos organicos. Todavia, esse comportamento
nao foi observado nos cultivos CM 72-144 e CM 0-144 podendo indicar que a aplicagdo do CM
alterou o metabolismo da levedura e inviabilizou a producdo desses compostos no meio de
cultivo.

A aplicacdo do campo durante as primeiras 72 h, aparentemente, aumentou a
producio de dcidos organicos e consequentemente diminui¢cdo do pH. Por outro lado, no cultivo
onde o campo permaneceu nas Ultimas 72 h de cultivo o pH se manteve praticamente inalterado
até o final do cultivo, ou seja, isso reforca que os efeitos da presenca do CM podem estarem

restritos a alguns periodos do cultivo.

0,35
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Em todos os ensaios (Figura 9) e Tabela A5, A6, A7 e A8 (apéndice) a concentracdo
de protefnas inicial variou de 0,72 a 0,73 g L' e, ap6s 24 h diminuiu para 0,36 g L' mantendo-
se constante em todos os ensaios até as 144 h de cultivo. A diminuicdo na concentragao de
proteinas provavelmente estd relacionada ao seu consumo pela levedura para sintese de

enzimas e outras biomoléculas essenciais para o seu crescimento.

5.3. CARACTERIZACAO DA LIPASE PRODUZIDA PELA LEVEDURA YARROWIA
LIPOLYTICA

5.3.1. Caracterizacio cinética da lipase

A Figura 12 mostra diferentes métodos de linearizacao da equacdo de Michaelis-
Menten da lipase de Y. lipolytica Y-1095 obtida no cultivo CM 72-144. A linearizacdo auxilia
na determinacdo dos parametros de Km € Vmax, uma vez que a regressao linear € um método
menos trabalhoso que os modelos de regressdo ndo lineares. Esses pardmetros sdo de grande
relevancia para trabalhos com enzimas, pois proporcionam melhor entendimento do
comportamento da enzima, assim como a sua cinética em relacdo ao substrato.

O efeito da variagdo da concentragdo de substrato (pNPP) na velocidade inicial (Vo)
das reacOes catalisadas foi estudado experimentalmente (Figura 12A). Nestas condicoes,
assume-se que o complexo ES estd formado e que a concentracdo de substrato permanece
praticamente inalterada, podendo ser chamada de cinética de estado estaciondrio. Quando
presente em baixas concentracdoes (pNPP), a velocidade de reagdo € proporcional a
concentracdo de substrato. Todavia, ao atingir um platd o aumento de Vo se torna insignificante,
mesmo com o aumento da concentragcdo de substrato e, esse ponto, pode ser denominado Vmax.

O método de Lineweaver-Burk, normalmente, € o mais utilizado para a lineariza¢ao
de dados obtidos a partir de experimentos cinéticos com enzimas, entretanto, ao calcular o
inverso da velocidade inicial (1/Vo), o método tende a dar énfase aos menores valores de Vo,
que sdo os que, em geral, apresentam 0s maiores erros experimentais, e tende a concentrar os
pontos de alta concentragdo em uma pequena regidao. Portanto, o emprego de mais de um
método de linearizacdo, da equagcdo de Michaelis-Menten, se mostra favoravel para melhor
compreender o comportamento da enzima. Portanto, trés métodos de linearizagdo foram
empregados, Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee e Hanes-Woolf com a finalidade de comparar
os métodos para a lipase produzida.

Conforme observado na Figura 12A a curva tendeu a um plato, evidenciando que a

concentracdo saturante para lipase produzida estd acima de 14 mM. O método linear que
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apresentou melhor resultado para a lipase produzida por Y. lipolytica NRRL Y-1095 foi
Lineweaver-Burk (Figura 12B), uma vez que apresentou coeficiente de determinacdo (R?) de
aproximadamente 0,99 mostrando boa representatividade dos dados.

Os parametros cinéticos de Kim € Vmax para esses trés métodos de linearizagao foram
similares, ou seja, os métodos empregados apresentam boa concordancia entre si, conforme

apresentado na Tabela 11.

Tabela 11- Parametros cinéticos determinados experimentalmente a partir da lipase produzida

de Y. lipolytica NRRL Y-1095 na presenca de CM 72-144 h.

Ensaios Km (mM) Vmax (MM min?) R?
Lineweaver -Burk 37,71 84,03 0,99
Eadie-Hofstee 41,99 95,55 0,84
Hanes-Woolf 39,93 88,50 0,89

Na literatura diversos estudos produziram e caracterizaram lipase de Y. lipolytica e
calcularam os parametros cinéticos da enzima. Brigida et al. (2007) relataram K = 0,234 mM
e Vmax = 0,0033 mM min! para lipase extracelular produzida pela Y. lipolytica IMUFRJ 50682.
Xie et al. (2015) caracterizaram lipase extracelular de Y. lipolytica produzida na auséncia de
CM e relataram Ky, = 20,56 mM e Vimax = 1,72 mM min’! quando a enzima estava imobilizada
microesferas e Km = 9,73 mM e Vmax = 1,2 mM min! na forma livre.

Carvalho et al. (2017) caracterizaram lipase extracelular produzida pela Y.
lipolytica IMUFRJ 50682 e relataram para o extrato bruto da enzima K, = 0,381 mM e
Vmax= 103,79 mM min' e para o extrato apés ultrafiltracio Km = 0,809 mM e
Viax = 148,35 mM min’".

O Kun encontrado para a lipase produzida pela Y. lipolytica NRRL Y-1095
(Tabela 11) na presenca do CM apresenta valores superiores ao relatados por outros autores,
citados anteriormente, quando estudaram a caracterizacdo da enzima produzida por Y.
lipolytica. Isso mostra que a lipase obtida na presenga do CM apresentou menor afinidade pelo
substrato utilizado (pNPP) quando comparado a esses estudos. Todavia, no ensaio CM 72- 144
a Vmax foi superior ao relatado por diversos autores, exceto por Carvalho et al. (2017), indicado

que a lipase produzida apresentou maior atividade enzimdtica que os demais autores.
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Figura 12 - Gréfico de Michaelis-Menten (A) e lineariza¢des da equagdo de Michaelis-Menten da reacdo catalisada pela lipase de Y. lipolytica

NRRL Y-1095, Lineweaver-Burk (B), Eadie-Hofstee (C) e Hanes-Woolf (D).
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5.3.2. pH e temperatura 6tima da lipase

O efeito da temperatura na atividade da lipase, produzida nos cultivos com
aplicagdo de CM e sem aplicacdo (controle), foi avaliado na faixa de temperatura de 25 a 55 °C
(Figura 13). Em todas as temperaturas estudadas foi observado atividade enzimatica da lipase,
sendo a maxima observada a 37 °C para a enzima obtida na condi¢ao controle e CM 72-144 h.
Para essa temperatura, quando o CM foi aplicado, a atividade foi 37,27 U mL"!, entretanto, no

cultivo controle, para essa mesma temperatura, a atividade foi 12,94 U mL.

Figura 13 - Efeito da temperatura na atividade enzimética de lipase produzida por Y.

lipolytica NRRL Y-1095 no cultivo controle e CM 72-144.
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A menor atividade (7,03 U mL™") com aplicacio de CM foi a 55 °C. J4 no cultivo
controle, a menor atividade (2,92 U mL™") foi a 25 °C. A aplicacdo do CM 72-144 no cultivo
ndo alterou a temperatura 6tima da enzima comparado ao controle (sem CM).

A temperatura 6tima para a lipase produzida por Y. lipolytica Y-1095 estd proxima
a diversos estudos encontrados na literatura. Como Janek et al. (2020) e Fraga et al. (2018) que
obtiveram temperatura 6tima para lipase de Y. lipolytica de 37 °C. Outros estudos ainda relatam
diferentes temperatura 6tima para a lipase obtida por essa levedura de 25 °C (YADAV et al.,,
2011), 30 °C (PING et al., 2018) e 40 °C (YU; QIN; TAN, 2007). A diferenca entre as
temperaturas 6timas para a lipase obtida a partir da Y. lipolytica provavelmente esteja associada
as diferentes linhagens desse micro-organismo encontradas na natureza, assim como as

diferentes isoformas produzidas dessa enzima.
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O efeito do pH na atividade enzimdtica da lipase, obtida com e sem CM, foi
avaliado na faixa de 3 a 9 (Figura 14). Para esses ensaios as reagdes foram feitas a 37 °C, visto
que essa se mostrou a melhor temperatura para a lipase produzida pela Y. lipolytica
NRRL Y- 1095, em ambas as condi¢des de obten¢do da enzima. A atividade enzimética de
lipase foi observada a partir do pH 5, em pH 3 e 4 ndo foi observada atividade, entretanto, esses
resultados podem estar relacionados ao substrato utilizado (pNPP) que, apds sofrer hidrélise
pela lipase, resulta em p-nitrofenol que apresentaria a coloragao amarelada em pH alcalino. Em
pH 5 a atividade de lipase ndo foi detectada no controle, entretanto, no cultivo com aplicagao
de CM foi observado 0,68 U mL!. Em pH 6 a atividade no controle (8,4 U mL™!) foi maior
comparada com a aplicacdo de CM (4,9 U mL!). O pH 8 foi o que proporcionou maior atividade
(29,5 U mL"!) para a enzima obtida no ensaio com aplicacdo do CM. No ensaio controle, o pH
otimo da enzima foi 7, apresentando atividade enzimatica de 17,5 U mL". Esses resultados
evidenciam que a aplicacdo do CM 72-144 influenciou o pH 6timo da lipase produzida por Y.
lipolytica NRRL Y-1095.

As lipases possuem uma regido flexivel e conservada, conhecida como tampa
hidrofébica ou lid, que cobre o sitio ativo com uma curta a-hélice (Ser-His-Asp/Glu)
(ERICSSON et al., 2008). Essa regido pode assumir duas formas conformacionais distintas
durante sua ativacdo interfacial, podendo acarretar na sua forma ativa (aberta) ou inativa
(fechada) (GODOQY et al., 2018). Portanto, a diferenca no pH 6timo da lipase entre a enzima
obtida sem aplicacdo do CM (controle) e com a presenga do CM entre 72-144 h do cultivo pode
estar relacionada a alteragdes nesse /id. Além disso, o pH 6timo das enzimas é dependente do
tipo de grupo ionizdvel dos residuos de aminodcidos que podem fazer parte da manutengdo
estrutural da enzima ou estarem intimamente relacionados ao sitio ativo. Logo, dependendo da
concentracdo hidrogenidnica as enzimas podem apresentar uma conformac¢@o mais apropriada
para exercer seu papel catalitico (MARZZOCO; TORRES, 2017). A presenga do CM pode ter
alterado as cargas os grupos ionizdveis dos aminodcidos presentes no sitio ativo, e
consequentemente, alterou o pH para a lipase produzida pela levedura Y. lipolytica
NRRL Y- 1095. Yan et al. (1997) estudaram os efeitos da aplicacdo de 30 mT na atividade de
a-amilase imobilizada e constataram que ocorreu alteragdo da conformacdo secunddria da
enzima quando exposta ao CM e consequentemente alterou sua atividade e parametros
cinéticos.

Portanto, a presenca do CM pode ter alterado a estrutura ou o sitio ativo da lipase
produzida pela Y. lipolytica NRRL Y-1095 e, consequentemente, levou a um pH 6timo mais

elevado em comparacao ao ensaio controle (sem CM). Além disso, a temperatura e pH 6timos
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para atividade de lipase dependem da fonte microbiana utilizada para a obtencdo da enzima,

assim como as isoformas produzidas pelo micro-organismo. A aplicacio do CM,

aparentemente, proporcionou pH 6timo maior que o encontrado no ensaio controle. Todavia, a

temperatura 6tima para ambos os cultivos ndo foi alterada.

Figura 14 - Efeito do pH na atividade enzimaética de lipase produzida por Y. lipolytica NRRL
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6. CONCLUSOES

As melhores condi¢des de cultivo para a producdo de lipase extracelular pela
levedura Y. lipolytica NRRL Y-1095 foram azeite de oliva, glicose e Triton X-100 nas
concentragdes de 15 g L1, 10 gL' e 2 g L' !, respectivamente. A aplicacio do CM entre as 72-
144 h diminuiu a madxima concentragiio de biomassa (7,59 g L) quando comparado as demais
condic¢des de aplicacdo de CM e ensaio controle, entretanto, quando o CM foi aplicado nesse
periodo houve incremento de 287,5 % na mixima producio de lipase extracelular (34,8 UmL™!)
em 144 h de cultivo. Além disso, ficou evidenciado que a producdo da lipase, pela levedura Y.
lipolytica NRRL Y-1095, ndo estd associada a producao de biomassa.

Os parametros cinéticos para a lipase produzida com aplicagdo do CM foram
determinados e os métodos lineares que melhor se ajustou foi Lineweaver-Burk
(Km = 37,71 mM; Vmax = 84,03 mM min™'). A atividade enzimdtica de lipase foi caracterizada
com relagdo ao pH 6timo e temperatura 6tima. No cultivo controle (sem CM) as condi¢des
Otimas foram pH 7 e temperatura de 37 °C. Enquanto que no cultivo com aplica¢do de CM 72-
144 o pH 6timo foi 8 e a temperatura foi 37 °C.

Conclui-se que o uso de 30 mT na levedura Y. lipolytica NRRL Y-1095 aumentou
a producao de lipase e que o melhor periodo de aplicacio para produzir a enzima foi de 72 a
144 h de cultivo. Além disso, a aplicacdo do CM afetou o pH 6timo da lipase produzida,

entretanto, a temperatura 6tima para ambos os cultivos ndo foi alterada.
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7. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

o Testar os efeitos da auséncia da glicose e do Triton X-100 no meio para a produgdo de lipase
por Y. lipolytica NRRL Y-1095;

e Aumentar escala para producao de lipase por Y. lipolytica com aplicagao de CM;

e Avaliar o efeito dos CM na célula de Y. lipolytica através de expressdo génica;

¢ Estudar a influéncia de CM em outros periodos do cultivo para producao de lipase;

¢ Estudar a purificagdo da lipase com e sem a aplicacao do CM.
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8. RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados foram descartados em frasco de vidro devidamente
identificado para posterior recolhimento de empresa responsdvel pelo gerenciamento de

residuos da Universidade.
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Figura A1 — Curva padrdo de biomassa da levedura Y. lipolytica NRRL Y-1095.
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Figura A2 - Curva padrao de p-nitrofenol.
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Figura A3 - Curva padrio de glicose.
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Figura A4 - Curva padrdo de albumina de soro bovino (98% pureza).
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Tabela A1 — Atividade enzimética de lipase obtidos no planejamento experimental utilizado

para o estudo do meio de cultivo para a producdo de lipase extracelular por Y. lipolytica

NNRL Y-1095.

Atividade enzimatica de lipase (U mL")

Ensaio
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
1 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
2 n.d n.d n.d n.d n.d 1,73+ 0,43
3 n.d n.d n.d n.d 3,17+0,08 7,25 £0,80
4 n.d n.d n.d n.d 241£0,31 0,66 +0,13
5 n.d n.d n.d 0,43 £0,26 n.d 1,04 + 0,42
6 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
7 n.d n.d n.d 3,78+0,86 0,81 £0,12 5,68 £0,35
8 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
9 n.d n.d n.d n.d n.d 2,20 £0,39
10 n.d n.d n.d n.d n.d 1,45 £0,70
11 n.d n.d n.d n.d n.d 1,10 £ 0,62

n.d: nao detectado.
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Tabela A2 — Concentracao de acticares redutores obtidos no planejamento experimental
utilizado para o estudo do meio de cultivo para a produgdo de lipase extracelular por Y.
lipolytica NNRL Y-1095.

Concentracio de glicose (g L)

Ensaio
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
1 9,60 +0,04 4,70+0,14 n.d n.d n.d n.d
2 31,50 +£0,57 12,37+£0,27 9,18+0,32 6,24+£0,08 0,37+0,04 0,16+0,01
3 10,30 £0,04 5,74+0,17 0,03 +0,01 n.d n.d n.d
4 28,73 £0,66 12,60+£046 11,27+0,08 10,69+0,22 1,18+0,02 0,08+0,01
5 12,50+0,50 1,71+£0,15 0,04+0,01 0,04+£0,01 0,05+0,01 0,05+0,01
6 31,43+0,52 2095+£0,69 8,03+0,37 0,14+£0,01 0,08+0,01 0,08+0,01
7 11,16 £0,21 3,39+0,07 0,08+0,01 0,05+0,01 0,04+0,01 0,04+0,01
8 33,56 £ 1,24 26,83+0,54 1549+0,14 645+0,36 092+0,06 0,13+0,03
9 23,06 £0,54 13,57+1,17 2,70+0,12 0,10£0,01 0,06 +0,01 0,07 +0,01
10 19,72 £2,07 14,10£1,22 3,23+£0,28 n.d n.d n.d
11 22,46 +£0,90 13,97+0,36 3,67+0,09 1,76+0,04 0,09+0,01 0,08+0,01

n.d: nao detectado.
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Tabela A3 — Valores de pH obtidos no planejamento experimental utilizado para o estudo do

meio de cultivo para a producao de lipase extracelular por Y. lipolytica NNRL Y-1095.

pH
Ensaio

24h 48 h 72 h 96 h 120 h
1 6,0 5,78 591 5,80 5,95
2 6,0 5,92 5,12 4,90 3,64
3 6,0 5,87 5,82 5,32 4,32
4 6,0 5,86 5,53 3,99 3,51
5 6,0 5,72 5,92 5,97 5,98
6 6,0 5,78 4,62 3,88 3,87
7 6,0 5,69 5,82 5,77 5,87
8 6,0 6,00 5,55 4,07 3,75
9 6,0 6,03 5,18 4,65 5,78
10 6,0 591 4,88 4,47 5,35
11 6,0 5,86 5,24 3,99 3,86
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Tabela A4 - Concentracdo de biomassa obtidos no planejamento experimental utilizado para

o estudo do meio de cultivo para a producao de lipase extracelular por Y. lipolytica NNRL Y-

1095.

Concentracio de biomassa (g L)

Ensaio
0h 24h 48 h 72 h 96 h 120 h
1 0,68 £0,01 4,777+0,06 6,83 +0,09 7,17 £ 0,06 748 £0,11  6,85+0,34
2 0,63 +£0,01 5,01 +0,04 8,32+0,17 10,38 +0,04 11,83+£0,15 10,85+0,04
3 0,62+0,01 4,82+0,06 8,25+0,18 9,88+0,10 12,53 +0,15 11,77 £0,30
4 0,62+0,01 457+£0,06 9,04+£0,70 16,64 £0,49 1541+£0,03 13,63 +0,35
5 0,35+0,01 6,49+0,12 7,51 +£0,23 6,89 £ 0,22 6,75+0,15 7,02+0,14
6 0,39 £0,03 5,86+0,04 9,94 +0,25 10,03 +0,13 1043 +£0,13 9,15+0,25
7 0,34 +0,01 552+£0,02 743+1,49 6,93 + 0,06 6,73 £0,12 7,27 £ 0,09
8 0,60+0,02 6,11 +£0,15 9,71 £0,12 1291 £0,08 12,29+0,33 11,75+0,21
9 0,56+0,03 7,18+0,25 10,43+0,07 1045+0,25 10,48+£0,20 9,96+0,17
10 0,52+0,01 7,37+0,09 10,16+0,21 10,48+0,11 10,52+0,07 10,13 +0,09
11 0,34 +0,01 5,19+£0,05 9,13+£0,10 9,72+0,11  10,19+0,05 8,59 +1,36
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Tabela AS - Resultados do cultivo controle (sem aplicacao de CM).

Concentracao de  Atividade de  Concentracao de Acucares
Tempo pH biomassa lipase proteinas redutores
(gL™h (UmL") (gL™h (gL™h

0 6,0 0,30 = 0,02 n.d 0,73 £<0,01 11,81 £1,26
24 5,9 4,79 + 0,49 n.d 0,36 +<0,01 4,13 +£0,49
48 5,7 7,81 +0,87 n.d 0,36 +<0,01 0,08 + 0,03
72 5,3 8,28 +0,14 n.d 0,36 +<0,01 0,06 + 0,02
96 4,8 8,97 £ 0,35 5,2+1,89 0,36 +<0,01 0,05 +0,03
120 4,9 9,45 +0,50 8,98 £2,32 0,36 = <0,01 0,04 + 0,02
144 4,5 9,84 + 0,66 n.d 0,36 +<0,01 0,02 £ 0,01

n.d: ndo detectado.



Tabela A6 - Resultados do cultivo CM 0 — 72 h.

97

Concentracao de  Atividade de  Concentracao de Acucares
Tempo pH biomassa lipase proteinas redutores
(gL™h (UmL™") (gL™h (gL™h
0 6,1 0,32 + 0,01 n.d 0,72 +<0,01 12,84 £ 0,97
24 6,1 5,41 +£0,27 n.d 0,36 +<0,01 4,85 £0,36
48 6,0 8,95 +0,54 n.d 0,36 +<0,01 0,07 £ 0,01
72 5.7 9,20+ 0,11 2,73 +1,69 0,36 +<0,01 0,06 + 0,02
96 4,8 9,50 + 0,61 6,63 + 1,71 0,36 +<0,01 0,04 + 0,01
120 4,7 9,49 + 0,36 1,53 +0,72 0,36 + <0,01 0,04 + 0,01
144 4,7 9,68 + 0,36 n.d 0,36 +<0,01 0,06 +0, 01

n.d: nao detectado.
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Tabela A7 - Resultados do cultivo CM 72 — 144 h.

Concentracao de  Atividade de  Concentracao de Acucares
Tempo pH biomassa lipase proteinas redutores
(gL™h (UmL") (gL™h (gL™h

0 6,3 0,33 £ 0,02 n.d 0,73 £<0,01 12,35 £ 0,61
24 6,1 4,42 + 0,01 n.d 0,36 +<0,01 3,61 £0,48
48 6,2 6,76 + 0,49 n.d 0,36 +<0,01 0,04 +<0,01
72 6,2 7,59 +0,16 8,41 £2,08 0,36 +<0,01 0,03 + 0,00
96 6,2 5,84 +0,41 14,1 +7,83 0,36 +<0,01 0,03 + 0,01
120 6,2 5,30 £ 0,04 18,0 + 3,00 0,36 = <0,01 0,02 +<0,01
144 6,2 5,23+0,13 34,8 + 8,46 0,36 +<0,01 0,02 +<0,01

n.d: ndo detectado.



Tabela A8 - Resultados do cultivo CM 0 — 144 h.
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Concentracao de  Atividade de  Concentracao de Acucares
Tempo pH biomassa lipase proteinas redutores
(gL™h (UmL™") (gL™h (gL™h

0 6,2 0,35 +0,03 n.d 0,72 +<0,01 10,21 £ 0,49
24 6,4 3,53 +£0,28 n.d 0,36 +<0,01 4,89 £ 0,76
48 6,3 6,78 + 0,63 n.d 0,36 +<0,01 0,04 + 0,01
72 6,3 7,19 + 1,52 3,8+1,82 0,36 +<0,01 0,05 + 0,01
96 6,3 7,66 + 1,68 0,2+0,42 0,36 +<0,01 0,04 + 0,01
120 6,1 8,29 +2.49 1,4 £0,34 0,36 = <0,01 0,03 £ 0,01
144 6,0 9,28 + 1,50 3,3+1,81 0,36 +<0,01 0,02 £ 0,01

n.d: nao detectado.



