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Resumo do Projeto de Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte dos
requisitos necessarios para obtencao do grau de Bacharel em Engenharia de
Bioprocessos.

MELHORAMENTO DE UM MEIO COMPLEXO PARA AUMENTO DA
PRODUCAO DE LIPASE POR Yarrowia lipolytica VISANDO BAIXO CUSTO

Adrian Chaves Beserra Penha

Julho, 2022
Orientadores:
Prof2. Priscilla Filomena Fonseca Amaral Secca, D.Sc.

Adejanildo da Silva Pereira, D. Sc.

Lipases sdo enzimas com diversas aplicac@es industriais. O custo do meio de
cultivo compde uma grande parcela do preco de mercado de lipases e muitos dos
componentes estdo em excesso para garantir alto crescimento celular. Yarrowia lipolytica
¢ uma levedura oleaginosa capaz de produzir lipases em meio YPD (do inglés: Yeast
extract, Peptone e Dextrose, ou extrato de Iévedo, peptona e glicose). Contudo, este € um
meio de cultivo com um custo relevante e seu melhoramento, visando maximizar
producdo de lipase, é de grande interesse industrial para tornar o processo viavel
economicamente. Nesse sentido, este trabalho propde uma nova formulacdo de meio de
cultivo, apos observacgdes da influéncia do pH, de sais de ions de metais de transicdo e do
coeficiente de transferéncia de oxigénio (k.a) sobre a producéo de lipase extracelular. Um
planejamento experimental do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR)
em dois niveis, 2, com K=3, foi utilizado para estudar a influéncia da concentragdo de
cada componente do meio (extrato de lévedo, peptona e glicose) na produgdo da enzima
de interesse. A partir dos resultados encontrados, foi obtido um modelo matematico de
segunda ordem que prevé uma producao de lipase de 21725,66 U.L™ em meio de cultivo
tamponado com tampéo fosfato 100 mM pH 7,0, contendo 0,27 % de extrato de levedo,
0,74 % de peptona e 0,77 % de glicose. Apesar de ndo ter sido obtido um extrato
enzimatico com a atividade enzimatica prevista, obteve-se 111,37 % de aumento da
atividade em relacdo ao meio anteriormente utilizado para producdo de lipase e um
aumento de 24,98 % na produtividade em U.R$™.

vii



INDICE
Capitulo 1 — Introducéo

Capitulo 2 — Objetivos
2.1 — Objetivo geral
2.2 — Objetivos especificos

Capitulo 3 — Revisao bibliogréafica
3.1 — Meio de cultivo
3.1.1 — Macronutrientes
3.2 — Condicdes de cultivo
3.3 — Lipases
3.3.1 - Conceito
3.3.2 — Aplicacdes
3.3.3 — Fracdes de lipase em uma célula microbiana
3.4 —Yarrowia lipolytica
3.4.1 — Caracteristicas
3.4.2 — Lipases de Yarrowia lipolytica
3.4.1 — Meio de cultivo para producéo de lipase por Yarrowia lipolytica

Capitulo 4 — Materiais e métodos
4.1 — Preservacdo e armazenamento da levedura
4.2 — Propagagéo e in6culo
4.3 — Ensaios de inibicdo de lipase por sais metalicos
4.4 — Definicao do tempo de fermentacao
4.5 — Planejamento experimental e analise estatistica
4.6 — Validacdo do modelo obtido e comparagdo em diferentes condicdes
4.7 — Métodos analiticos

Capitulo 5 — Resultados e discusséo
5.1 — Influéncia de sais metalicos na atividade extracelular de lipase
5.2 — Definicéo do tempo de fermentacéo
5.3 — Planejamento experimental e andlise estatistica
5.4 — Validacdo do modelo obtido e comparagdo em diferentes condicgdes

Capitulo 6 — Conclusao
Capitulo 7 — Sugestao de trabalhos futuros
Capitulo 8 — Referéncias bibliogréaficas

-

ook~ PRrPR WWLWW

viii



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura7

INDICE DE FIGURAS

Reacdo direta de hidrdlise completa de uma molécula de triglicerideo em
glicerol de acido graxo. A reacdo reversa corresponde a reacdo de
esterificacdo da molécula de glicerol. Fonte: Adaptado de Messaoudi et
al. (2010).
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de Pereira-Meirelles et al. (2000).

Morfologia de diferentes cepas da levedura Yarrowia lipolytica em meio
YPD (extrato de lévedo, peptona e glicose). (a) Forma leveduriforme. (b)
Formacdo de pseudohifas. (c) Formacdo de hifas. Fonte: elaboracao
propria.

Estrutura cristalina de raio-X de Lip2 ndo glicosilada da mutante Y.
lipolytica N113Q/N143Q. (a) A figura mostra as principais estruturas
secundarias da proteina: em amarelo folha-B e roxo a-hélice. (b) A figura
mostra a principais estruturas da lipase: a a-hélice colorida corresponde
a tampa da lipase em seu estado fechado do aminoécido 88 até o
aminodcido 105; os 3 aminoacidos coloridos correspondem ao sitio ativo,
em verde, serina (aminodcido 162), em vermelho, asparagina
(aminoacido 230) e em azul, a histidina (aminoacido 289). Fonte:
reproducdo prépria no Software 3D VMD 1.9.3, adaptado de Aloulou
(2013).

Perfil de crescimento celular e pH da levedura Y. lipolytica durante 72 h
em meio composto por 1% de extrato de Iévedo, 0,64% de peptona e 2%
de glicose. O pH ¢ indicado por uma linha continua e marcador e, o
crescimento por uma linha tracejada e marcador A e a atividade
enzimatica por uma linha pontilhada cinza e marcador m.

Valores de pH final em cada condicdo de concentracdo dos meios de
cultivo do DCCR em duplicata realizados em microplaca. (a) NBM
(meio ndo-tamponado), (b)PBM (meio tamponado). A linha horizontal
indica o pH inicial fixado em 7,0.

Superficies de resposta baseadas no modelo matematico de segunda
ordem obtido para producéo de lipase por Yarrowia lipolytica ap6s 24 h
de fermentacao. (a)(b)(c) Atividade enzimatica em U.L-1 é dada no eixo
Z, enquanto as variaveis independentes codificadas (-1,68; -1,00; 0; 1,00;
1,68), glicose, peptona e extrato de Iévedo sdo dadas nos eixos X e Y.
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Aplicac6es de lipases na Industria de Biotecnologia. Fonte: adaptado de
Hari Krishna & Karanth (2002).
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2018).
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Capitulo 1. Introducao

Lipases (triacilglicerol acilhidrolases EC 3.1.1.3) sdo enzimas muito versateis que
catalisam diversas reagdes quimicas cujo equilibrio depende da atividade de 4gua no meio.
Entre essas reacOes estdo incluidas hidrdlise, quando ha alta atividade de agua, esterificacéo,
transesterificacdo e interesterificacdo, quando ha baixa atividade de 4gua. A hidrélise ocorre
em ligagOes éster obtendo-se mono-, di- e tri- glicerideos de acidos graxos (Akil et al., 2016;
Treichel et al., 2010). H& grande interesse das industrias téxtil, farmacéutica, cosmética e de
alimentos nesses biocatalisadores (Houde et al., 2004) que podem ser obtidos utilizando
diversos microrganismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Dentre as

leveduras, a espécie Yarrowia lipolytica tem recebido bastante atencdo nos ultimos anos.

Yarrowia lipolytica é uma levedura ndo-convencional dimorfica que possui a
capacidade de consumir substratos hidrofébicos durante o crescimento, e nesse processo,
produz uma grande quantidade de lipases (Fickers et al., 2005). Muitos residuos
agroindustriais sdo utilizados na producéo de lipase e pode-se citar o tegumento de manga
(Pereira et al., 2019), oleo de fritura residual de soja (Nunes et al., 2021) e residuos de 6leo
de palma (Fraga et al., 2021) como exemplos de reaproveitamento de coprodutos da
industria. Um meio complexo utilizado para a producdo de lipase com essa levedura é o YPD
(1% extrato de 1évedo; 2% peptona e 2% glicose) ou sua variagdo com menor concentracao
de peptona YP*D (1% extrato de Iévedo; 0,64% peptona e 2% glicose) (Amaral et al., 2007).

Este € um meio rico em nutrientes, com uma fonte de carbono simples e fontes
complexas de proteina e vitaminas que garantem um elevado crescimento celular.
Entretanto, glicose pode causar repressdo catabdlica a depender do microrganismo quando
utilizada em grandes quantidades (Carlson, 1999) e os outros componentes Sdo custosos para
uma producdo industrial de lipase (Rodrigues et al., 2006). Fontes de carbono podem
representar entre 12 % e 28 % do custo de um meio de cultivo, enquanto fontes de nitrogénio
podem representar entre 50 % e 85 % do custo de um meio de cultivo, sendo as fontes mais

custosas (Freitas et al., 2021).

Dessa forma, o melhoramento do meio de cultivo YPD, assim como a proposi¢éo de
diferentes estratégias para garantir alta atividade enzimatica € importante para reduzir custos
de producéo de um produto com tantas aplica¢Ges industriais. Neste trabalho, propds-se para

atingir alta atividade enzimatica: um delineamento composto central rotacional (DCCR) para



avaliar os efeitos de cada componentes no meio de cultivo; o tamponamento do meio para
observar os efeitos do pH durante a producgéo; observacdo dos efeitos de sais metalicos,

assim como o kia na produgéo de lipase.



Capitulo 2. Objetivos

2.1.0bjetivo geral

Obter um meio de cultivo melhorado para producdo de lipase extracelular por

Yarrowia lipolytica visando elevada atividade enzimatica e redugdo de custo.

2.2.0Dbjetivos especificos

e Determinar a influéncia de sais derivados de metais de transicdo sobre atividade
de lipase extracelular no meio de cultivo e utilizacdo em meio de cultivo para

inibicdo de protease.

e Realizar um Delineamento composto central rotacional a fim de obter um modelo
matematico que otimize a producdo de lipase num meio composto de extrato de

Iévedo, peptona e glicose.
e Auvaliar a influéncia do pH na producéo de lipase.

e Comparar 0 meio que maximiza o0 modelo matemético obtido com o meio
anteriormente utilizado para producéo de lipase por Yarrowia lipolytica. Estudar

0s impactos na producdo de lipase extracelular e custo de producéo do meio.



Capitulo 3. Revisdo bibliografica
3.1. Meios de cultivo

3.1.1. Macronutriente

Meio de cultura € o termo utilizado para um ambiente produzido para o crescimento
de células de diversos microrganismos ou células complexas como: bactérias, fungos
filamentosos, leveduras, microalgas, células animais ou vegetais. A depender do organismo
que serd desenvolvido no meio de cultivo, ocorrerd uma mudanga na demanda nutricional
de macro e micronutrientes ou até mesmo de fatores fisicos como temperatura, pH,
oxigenacdo, luz e atividade de agua, os principais aspectos a serem controlados durante um

cultivo necessarios para qualquer microrganismo (Pierik, 1997).

Carbono orgénico ou inorganico é um dos macronutrientes essenciais para o
crescimento de qualquer organismo vivo. O carbono néo apenas tem sua utilidade estrutural
nas células, ja que compde membrana celular, parede celular, componentes de adeséo, entre
outros, mas como também € a principal fonte de energia. No ramo da biotecnologia, as fontes
organicas glicidicas naturais séo classificadas em trés grupos: fontes sacarineas, amilaceas
ou lignocelulésicas. Além das fontes glicidicas, alguns microrganismos tém a capacidade de
metabolizar substrato hidrofobicos, como hidrocarbonetos, outros, podem utilizar fontes
gasosas em metabolismos autotroficos para atingir o mesmo objetivo (Liberato et al., 2019;
Nurfarahin et al., 2018).

Na esfera tradicional metabdlica de eucariotos, a utilidade das fontes de carbono esta
na geracao de energia, em forma de ATP, durante a glicdlise e direta introdugdo da molécula
organica resultante deste processo, geralmente Acetil-CoA (acetilcoenzima A), no Ciclo de
Krebs para obtencdo de esqueleto carbbnico importantes para a sintese de diversos
aminoacidos. Outra utilidade estd na obtencdo de NADH (do inglés: nicotinamide adenine
dinucleotide, ou dinucleétido de nicotinamida e adenina) ou FADH; (do inglés, flavin
adenine dinucleotide, ou dinucleétido de flavina e adenina) que funcionam como
transportadores de elétrons para a fosforilacdo oxidativa e a obtencdo de ATP (Kim &
Winge, 2013; Rich, 2003).

Muitos dos microrganismos conhecidos metabolizam fontes de carbono diferentes

dos tradicionais agucares e isso afeta diretamente os produtos e subprodutos. Da literatura



de leveduras, € possivel encontrar como exemplos o género Komagataella que é capaz de
consumir metanol (Zhang et al., 2003) associado a producdo de proteinas e acidos organicos
ou os géneros Candida e Yarrowia que sdo capazes de consumir substratos hidrofobicos
como acidos graxo ou Gleos (Fickers, Benetti, et al., 2005; Reed & Nagodawithana, 1990) e
geralmente tém o seu crescimento associados a producdo de lipase. No entanto, em meio
rico em aculcar o consumo da fonte de carbono estd associado a producéo de &cido citrico
(Papanikolaou et al., 2002). Da literatura de bactérias, € possivel encontrar o género
Clostridium sp. que é capaz de consumir celulose ou monéxido de carbono (Liberato et al.,
2019) associado a producdo de alcoois como butanol e etanol ou acidos organicos e o género
Nocardia sp. que é capaz de consumir hidrocarbonetos (Alvarez et al., 1996; Wink et al.,

2017) e produzir glicerideos e substancias de alto peso molecular como ceras.

Assim como o carbono, o nitrogénio organico ou inorganico € um macronutriente
essencial para o crescimento e producdo de diversos produtos de interesse industrial. As
fontes de nitrogénio sdo muito variadas. Sais de aménia e aminoécidos sdo exemplos de
fontes simples de nitrogénio, mas comumente fontes de proteinas complexas como o extrato

de lévedo e peptona sdo utilizados (Hakobyan et al., 2012; Helena et al., 2002).

A complexidade da fonte de nitrogénio afeta diretamente algumas caracteristicas do
produto do meio. A comum formacgao de H»S (acido sulfurico) por leveduras na fermentagéo
alcoolica de vinho, associada a aromas desagradaveis no produto final, pode ser reduzida
com a adicdo de fontes ndo-complexas de nitrogénio no mosto fermentativo (Reed &
Nagodawithana, 1990; Ugliano et al., 2011). Por outro lado, com a levedura Yarrowia
lipolytica, a adicdo de fontes complexas de nitrogénio de origem proteica induzem a

formacéo de produtos como proteases (Ogrydziak, 1988).

3.2.Condicdes de cultivo

Temperatura e pH séo fatores essenciais ndo apenas para o crescimento microbiano
como também para 0 melhoramento da producgéo de enzimas. O crescimento microbiano esta
diretamente relacionado a capacidade da célula de absorver nutrientes que sao transformados
em biomassa. No contexto de fontes complexas de nutrientes (por exemplo, triglicerideos,
proteinas de alto peso molecular, polimeros naturais de carboidratos), a absorcdo desses

nutrientes esta diretamente relacionada com a producao de enzimas como, lipases, proteases,



amilases, celulases, dentre outros, excretadas para meio de cultivo a fim de degradar

moléculas complexas em moléculas menos complexas (Najjar et al., 2011).

A atuacdo dessas enzimas no meio de cultivo é vinculada a temperaturas e pHs
Otimos para a reacdo enzimatica. De modo geral, temperaturas ndo podem ser
exacerbadamente altas a fim de afetar a termoestabilidade ou causar desnaturacdo, mas
também ndo pode ser tdo baixa a ponto evitar que o encontro entre catalisador e substrato
ocorra (Santos Aguilar & Sato, 2018; Elias et al., 2014). O meio ndo pode ser acido ou
alcalino demais a ponto de afetar grupos ionizados da proteina, o que afetaria diretamente a
sua atividade no meio de cultivo (Frankenberger & Johanson, 1982). Ambos os fatores séo

responsaveis diretos pela inativacdo de enzimas quando em condi¢des extremas.

Da literatura, observam-se diversos microrganismos conhecidos como extremofilos
(geralmente archeas e bactérias), ou seja, capazes de atuar em condic¢des de pH e temperatura
extremas. Dentre eles, podemos citar: Thermotoga maritime e Aquifex pyrophilus, capazes
de crescer em temperaturas proximas ao ponto de ebuli¢do da agua, apresentam enzimas com
maior quantidade de estrutura secundéaria do tipo folha B em proteinas que lhes concede
maior termotolerancia, além disso, a alteracdo dos perfil de acidos graxos que compdem a
bicamada fosfolipidica da membrana é outra estratégia observada; os géneros Candida,
Pseudomonas, Methanogenium possuem espécies que se adaptam bem a temperaturas baixas
produzindo proteinas de estrutura flexivel (Gupta et al., 2014); a espécie Ferromicrobium
acidophilus é capaz de sobreviver em pHs extremamente baixos e produz enzimas capazes

de oxidar o ferro e utiliza-lo como aceptor final de hidrogénio (Johnson, 1998).

Apesar da existéncia na natureza, esses microrganismos sdo excecoes, e em sua
grande maioria, bactérias, fungos filamentosos e leveduras, tém seu crescimento associado
a temperaturas e pHs mais amenos. E por isso que a indGstria de alimentos utiliza acidulantes
e processos térmicos para a conservacao de alimentos e inativagdo ou inducdo da

bacteriostase nos microrganismos presentes.

Outro fator fisico importante em processos de biotransformacgéo é a quantidade de
oxigénio dissolvido em meio, diretamente relacionada & aeracdo e agitacdo do meio. A
agitacdo, por sua vez, também estad relacionada a homogeneidade dos nutrientes. A
quantidade de oxigénio disponivel no meio de cultivo € importante para atender as demandas

metabdlicas. Enquanto alguns microrganismos sdo estritamente aerébios e seu crescimento



e producdo de metabdlitos estd associada a alta quantidade de oxigénio dissolvido, ha
microrganismos conhecidos como anaerébios, geralmente bactérias, cujo efeito inibitério ou
dano oxidativo ao DNA ¢ conhecido. Diversos seres podem sobreviver em ambos 0s
ambientes como é o caso de bactérias produtoras de acido latico (Soleimani et al., 2017) e
leveduras cervejeiras (Stewart, 2016), apesar de conseguirem sobreviver em meio sem

oxigénio apenas por um numero limitado de geracdes.

Tratando-se de microrganismos estritamente anaerdbios, foi observado o aumento de
80HdG (8-hydroxydeoxiguanosina), uma proteina produzida quando ha dano ao DNA em
células causada por estresse oxidativo em Prevotella melaninogenica quando exposta a
oxigénio (Takeuchi et al., 2000). O crescimento de Desulfovibrio gigas pode ser inibido
quando o meio de cultivo € adicionado de oxigénio (Fareleira et al., 2003).

Por outro lado, quando se trata de microrganismos estritamente aerobios, 0 kia
(coeficiente de transferéncia de oxigénio gas-liquido, da bolha de ar para a célula) é um
importante fator na producdo de metabodlitos. Com a levedura Yarrowia lipolytica, em
biorreator, é possivel produzir 960 U/L de lipase quando o kia é de 8,5 h (100 rpm e vazdo
especifica de ar de 0,8 vvm), mas aumentando-se o kia para 12,2 h'* (200 rpm e vazdo
especifica de ar de 0,8 vvm) foi possivel obter até 4680 U/L de atividade enzimatica (Alonso
et al., 2005). Garcia-Ochoa et al. (2000) também mostram os efeitos do kia sobre a producéo
de goma xantana por Xanthomonas campestris, assim como as relagbes diretas com a
viscosidade do meio e taxa de consumo dos substratos (sucrose e fonte de nitrogénio).
Guerreiro et al. (2019) mostraram os efeitos do kra na producgéo de lipideos intracelular por
Rhodosporidium toruloides, evidenciando como a concentracdo de oxigénio foi o limitante

NO Processo.

A agitacdo ndo é um fator intuitivamente relacionado a oxigenagdo, mas tratando-se
de biorreatores, ela afeta o tempo de residéncia, tamanho da bolha no meio, e
consequentemente, a superficie de contato com o liquido (Liu et al., 2014). Em frascos
agitados orbitalmente em incubadoras, os pardmetros de aeracdo sdo controlados pela
velocidade de agitacéo, ou seja, rapida homogeneizacdo do sistema ja que ndo ha injecédo de
ar. Nestes sistemas, a oxigenacao ocorre por difusdo na superficie de contato entre o gas e
liquido (Tunac, 1989).

O aumento da agitacdo ndo pode ser uma estratégia usada indiscriminadamente para



aumentar a produtividade de metabolitos. Agitacdes altas sdo capazes de causar estresse por
cisalhamento em células ou estresse oxidativo, principalmente na auséncia de parede celular,
como € o caso de células animais, alterando ndo apenas a viabilidade celular, como também
se fungos filamentosos crescerdo como micélios soltos ou pellets densos (Bohm et al., 2019).
Queda na viabilidade celular pode ser observado na producdo de inulinase por
Kluyveromyces marxianus (Santharam et al., 2019; Yépez Silva-Santisteban & Maugeri
Filho, 2005). Garcia-Ochoa et al. (2013) mostram dano celular em células de Xanthomonas
campestres e queda na producdo de goma xantana em agitacdes acima de 500 rpm em
biorreator. Ghobadi et al. (2017) observaram os mesmos efeitos com queda de atividade
enzimatico com Aspergillus oryzae quando se altera o impelidor em um biorreator. Os efeitos
de agitacOes altas podem ser vistos na reducdo na producao de lipase quando se atinge 300
rpm ou 400 rpm no estudo de Alonso et al. (2005), mesmo que isso tenha sido resultado num
aumento do k.a de 26,0 h't para 54,5 h'%, posteriormente, Brigida et al.( 2013) atingiu 650
rpm e 268,3 h™! sem observar os mesmos efeitos em células de Yarrowia lipolytica.

3.3. Lipases
3.3.1. Conceito

Lipases (triacilglicerol acilhidrolases EC 3.1.1.3) sdo proteinas cataliticas. Lipases,
especificamente, tém acdo em ligacGes éster, como por exemplo em triacilglicerdis, entre as
cadeias de acidos graxos e a molécula de glicerol. Essas rea¢des sdo conhecidas como
hidrolise, quando ha a quebra da molécula de glicerideos em glicerol e acidos graxo;
esterificacdo, quando ha a formacéo de glicerideos a partir de uma molécula de glicerol e
acido graxo; transesterificacdo quando ha a troca do radical proveniente do acido graxo com
uma molécula externa; e interesterificagdo quando hé a troca do entre os radicais proveniente
do &cido graxo entre moléculas gliceridicas. A Figura 1 ilustra a principal reacéo catalisada

pela lipase (Oliveira, 2015).
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Figura 1. Reacdo direta de esterificacdo da molécula de glicerol e formacao do triglicerideo.. A
reacao reversa corresponde a hidrolise completa de uma molécula de triglicerideo em glicerol e
acidos graxos. Fonte: Adaptado de Oliveira (2015).

A atividade de agua, junto a disponibilidade de substrato, € a principal propriedade
fisico-quimica do meio reacional a direcionar a catalise para hidrolise ou esterificacao.
Muitas lipases tem como caracteristica a presenca de uma tampa a-hélice que protege o sitio
catalitico. Esta tampa € aberta na presenca de interface entre 4gua e substratos hidrofobicos
(Hari Krishna & Karanth, 2002) favorecendo a reacao de hidrélise e permanece fechada na
auséncia de agua. Kvittingen et al. (1992) mostram que existe uma quantidade de agua
necessaria para que a enzima mantenha sua atividade, esse minimo de &gua € conhecido
como camada de solvatacdo ou hidratacdo da proteina e tem um papel fundamental na

integridade estrutural da enzima e na conformacao da molécula que possui atividade.

Na cinética de reacdes por esterificacdo, a formacao de agua, inerente ao processo,
tem efeito inibitorio na sintese de moléculas, uma vez que o aumento da atividade de agua,
ao longo do tempo no sistema, tende a induzir a hidrélise (Stergiou et al., 2013) e competir
com o substrato da reacdo no sitio catalitico. O mesmo ndo ocorre em reacdo de
transesterificacdo e interesterificagdo, uma vez que ndo ha a formacéo da molécula de 4gua
no sistema (Hari Krishna & Karanth, 2002).

Lipases e esterases essencialmente catalisam a mesma reacdo. Apesar de agirem
sobre a mesma ligacdo éster em moléculas, esterases agem sobre ésteres carboxilico de
cadeia curta e podem possuir tampa diferente da formacao a-hélice observada protegendo o
sitio catalitico em lipases. Esteres agem sobre uma menor gama de substratos tendo ag&o
reduzida sobre ligacdes éster de ésteres carboxilicos de cadeia longa (Hari Krishna &
Karanth, 2002).



3.3.2. Aplicacdes

As aplicacgdes de lipases séo bastante diversas por serem enzimas que catalisam uma
grande gama de substrato e por serem enzimas especificas com enantiosseletividade,
regiosseletividade e quimioseletividade. As aplicacdes podem ter finalidade na obtencédo do
produto reacional: tratando-se de hidrdlises, ha o interesse do &cido graxo obtido; para
esterificacdo ha interesse em glicerideos; para transesterificacdo e interesterificacdo ha o
interesse na obtencgdo de glicerideos modificados. Outras aplica¢fes estdo numa abordagem

mais direta, em que ha o interesse na remocao do substrato.

Na industria de laticinios, lipases podem ser utilizadas na obtencéo de hidrolisados
de gordura de leite para a manipulacdo de aromas e sabores similares ao queijo. Fraga et al.
(2018) e Duan et al. (2019) descrevem um processo de obtencdo de gordura de leite
lipolisada (LMF, Lipolyzed milk fat) para obtencdo de aromas artificiais de queijo e
utilizacdo na industria de alimentos. Chen et al. (2021) reportam um processo de reducéo de
aromas ndo desejados no leite de cabra pela utilizacdo de lipases que agem hidrolisando a

gordura do leite seguido de uma esterificacdo para glicerideos com aromas mais desejados.

Moujehed et al. (2022) descrevem um processo de tratamento de pele de ovelha para
obtenc&o do couro e Li et al. (2020) a utilidade em pele de porco para obtencdo do couro. A
utilizacdo da enzima nessa industria é importante para a reducdo de poluentes nas efluentes
da industria que comumente utiliza surfactantes e solventes organicos para a remocao nao
apenas de gordura na pele de animais, mas também de pelos, queratina, albuminas e
globulinas (Khambhaty, 2020).

Na mesma esfera de aplicacdo das enzimas para remocdo de substrato, tem-se a
industria de detergentes. Abol-Fotouh et al. (2021) e Khmaissa et al. (2022) mostram uma
abordagem da aplicacdo de lipases para incorporacdo em detergentes e remocao de 6Oleo e
manchas provenientes de 6leos lubrificantes, batons, manteiga e chocolate. O maior desafio
desta industria esta na preservacao da atividade enzimatica e estabilidade da enzima quando
é incorporada ao detergente. Para isso deseja-se lipases com alta tolerdncia a variagdes no
pH e altas temperaturas, uma vez que comumente se utiliza detergente em conjunto com
agua morna-guente para aumentar a solubilidade de lipideos e atividade enzimatica (Abol-
Fotouh et al., 2021; Phukon et al., 2020).

As industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica utilizam ésteres, que podem ser
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obtidos por rota enzimética, para se obter aromas e fragrancias. Reagfes de sintese
comumente utilizam enzimas em formato imobilizado visando o reaproveitamento do
catalisador em reacGes subsequentes para reduzir custos. Oliveira et al. (2019) reportam a
utilizacdo de lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em quitosana para a sintese de metil
e etil butirato sendo possivel reutilizar a enzima em até sete ciclos. Bayramoglu et al. (2022)
descrevem a utilizagdo de lipase de Candida rugosa imobilizada em c&psulas magnéticas de
quitosana para a sintese de acetato de isoamila (aroma de banana). Silva Corréa et al. (2020)
estudaram a utilizacdo de lipase de Thermomyces lanuginosus e Candida antartica
imobilizadas para a sintese de ésteres derivados dos terpenos, geraniol e citronelol. A
obtencdo de ésteres por esterificacdo enzimatica tem como maior vantagem a pureza do
produto. A extracdo direta de ésteres € muito custosa devido a baixa concentracdo em

vegetais e a sintese quimica gera muito poluentes.

As reacOes de transesterificacdo e interesterificacdo tém objetivos similares aos
citados e um resumo das aplicagdes de lipases na indUstria esta resumido na Tabela 1 (Hari
Krishna & Karanth, 2002).

Tabela 1. Aplicacfes de lipases na Industria de Biotecnologia. Fonte: adaptado de Hari
Krishna & Karanth (2002).

Industria Processo Produto e aplicacdo

Laticinios o Hidrolise o Hidrdlise gordura de leite

Oleos naturais o Transesterificacio de o Manteiga de cacau
6leos para gorduras

Panificacdo, o Hidrolise o Melhoramento de sabor e
cervejeirae qualidade em bebidas, carne,
alimenticia produtos de peixe

Couro o Hidrolise o Remocéo de gordura de pele de
animais
Detergente o Hidrdlise o Remogdo de manchas de 6leos e
gorduras
Aroma, sabor de o Esterificagdo e o Sintese de ésteres de sabor natural
fragrancia transesterificacdo
o Interesterificacdo o Lactonas macrociclicas para
perfumaria
Surfactante o Glicerdlise de o Monoacil glicerdis para
gorduras e 6leos surfactantes
o Acilacdo de alcoois o Monoacil ésteres de agucar para
de acUcar surfactantes
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Farmacos o Resolucdo de &lcoois o Farmacos quirais e inseticidas
e ésteres racémicos
Polimeros o Poliesterificacdo de o Oligbmeros de alquidicos
diésteres com diois
o Transesterificacgdo de o Esteres de acrilato
monossacarideos

3.3.3. Fragdes de lipase em uma célula microbiana

Extratos enziméaticos podem ser originados de diversos locais num meio de cultivo.
A centrifugacdo do meio de cultivo é a forma mais rapida para a obtengdo desses extratos
em nivel laboratorial e na industria pode ser utilizado tanto processos de centrifugacéo
continua quanto a filtracdo continua. A obtencdo unicamente deste extrato extracelular,
entretanto, é uma perda de potencial biotecnolégico de outras porcGes de lipase que podem
estar associadas & membrana celular ou em suspenséo no citoplasma (intracelular). A Figura

2 mostra um esquema de localizacao da lipase numa célula (Pereira-Meirelles et al., 2000).

O=M=(F

Figura 2. Esquema de representacdo da localizagao da lipase durante o cultivo de células de
Yarrowia lipolytica. | — lipase intracelular; M — lipases associada & membrana celular; E —
lipases extracelular. Fonte: adaptado de Pereira-Meirelles et al. (2000).

O processo de obtencdo da porcdo intracelular de lipase é descrito por Panek et al.
(1987) pela lavagem das células, seguido da ruptura da membrana e parede celular (quando
existente) pela agitagdo com pérolas de vidro. A porgdo intracelular corresponde ao
sobrenadante apos a centrifugacdo, enquanto a porcdo associada & membrana corresponde
ao precipitado. Posteriormente, algumas variagdes do método foram realizadas para
obtencdo das enzimas. Fraga et al. (2020) utilizaram o tratamento com ultrassom para
rompimento e formacdo de microfuros na superficie da membrana e obtencdo da parcela

associada a membrana, enquanto Fickers et al. (2005) utilizaram apenas uma lavagem com
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tampédo Na/K para a remogdo da mesma parcela, podendo nédo ser total o aproveitamento
dessa lipase.

3.4. Yarrowia lipolytica

3.4.1. Caracteristicas

Yarrowia lipolytica € uma levedura estritamente aerdbia e ndo-convencional, ou seja,
que possui um maquinério diferente das leveduras tradicionais Saccharomyces cerevisiae e
Schizosaccharomyces pombe. Sendo suas variantes selvagens ndo capazes de realizar
fermentacao alcodlica, ela ndo ¢ utilizada na producéo de bebidas alcodlicas ou na inddstria
de panificacdo. Desde sua descoberta, ja foi nomeada de Candida lipolytica (desde sua
descoberta), Endomycopsis lipolytica (1970), Saccharomyces lipolytica (1972) e finalmente
Yarrowia lipolytica (1980).

A levedura possui o status GRAS (Generally regarded as safe) pela FDA (Food and
Drug Administration, EUA), ou seja, € segura para a utilizagdo nas industrias de alimentos
e bebidas e farmacéutica. O titulo também confere ao microrganismo um atrativo para uso
ambiental j& que pouco ou nenhum impacto ambiental é observado de microrganismos

isolados da natureza a depender da quantidade.

E uma levedura modelo de dimorfismo (Nicaud, 2012), podendo se apresentar tanto
na forma leveduriforme quanto na forma de hifas e pseudohifas como mostra a Figura 3. A

formacdo de hifas é uma caracteristica de estresse gerado por limitagdes do meio de cultivo

como esgotamento das fontes de nutrientes e pode ser induzida em fermentacGes com acidos

Figura 3. Morfologia de diferentes cepas da levedura Yarrowia lipolytica em meio YPD (extrato
de Iévedo, peptona e glicose). (a) Forma leveduriforme. (b) Formacéao de pseudohifas. (c)
Formacao de hifas. Fonte: elaboracéo propria.
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graxos e fontes de nitrogénio como caseina e extrato de carne (Spencer et al., 2002).

O isolamento da Y. lipolytica foi historicamente realizado de meios poluidos,
despejos e alimentos conhecidos como fontes de hidrocarbonetos e lipideos: consércio de
microrganismos do estuario da Baia de Guanabara (Hagler; Mendonca-Hagler, 1981),
manteiga comercial e comida congelada (Sinigaglia et al., 1994), agua poluida de petrdleo
(Zinjarde et al., 1998) e queijos (Suzzi et al., 2001),

Essa espécie é capaz de utilizar substratos hidrofébicos como fonte de carbono, entre
eles, acidos graxos, tri-, di- e mono- glicerideos, hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. A
estratégia que é utilizada pela célula para facilitar a absorcédo dessas fontes de nutrientes é a
producdo de biossurfactantes (Albuquerque et al., 2006) que agem reduzindo o a tensdo
superficial na interface liquido-liquido (hidrofébico e hidrofilico). Os biossurfactantes
produzidos por Y. lipolytica podem ser caracterizados como um complexo de lipideo-
carboidrato-proteina com alta atividade de emulsificacdo e estabilidade em uma ampla faixa
de pH (3-9), possuindo a habilidade de formar emulsbes 6leo-em-agua com hidrocarbonetos

alifaticos e aromaticos como perfluorocarbonos (Amaral et al., 2006).

Os acidos citrico, isocitrico e alfa-cetoglutarico que séo intermediarios do ciclo de
Krebs, sdo uns dos diversos metabolitos secretados pela Y. lipolytica. A condigdo de cultivo
para producdo de &cido citrico e isocitrico e sua secre¢do por Y. lipolytica é a limitacdo do
crescimento celular pela deficiéncia de carbono e nitrogénio do meio de cultura (Fickers,
Benetti, et al., 2005). O uso desta levedura para producdo do acido citrico tem vantagem
sobre o fungo filamentoso Aspergillus niger (tradicionalmente conhecido pela produgéo de
acido citrico): o alto grau de conversdo, aumento da produtividade e a melhora do controle
do processo devido a natureza unicelular da levedura sdo alguns dos exemplos (Fickers,
Benetti, et al., 2005). Por outro lado, a purificacdo da molécula é dificultada pela presenca
do 4cido isocitrico. E estimado que sejam produzidos 736 mil toneladas de &cido citrico por

ano (Behera et al., 2021) com um aumento anual de 3-4%.

Dos aditivos da inddstria alimenticia que também sdo produzidos pela levedura,
pode-se destacar os agucares manitol e eritritol. Ambos sdo derivados da oxidacéo da frutose-
6P e o equilibrio entre a producdo desses aclcares depende altamente do estresse osmético
do meio de cultivo (da Silva et al., 2018; Yang et al., 2014). O interesse do eritritol €

majoritariamente devido a seu poder adogante, que ao contrario da sucralose, possui sabor
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menos acentuado. J& o manitol, tem utilidade na industria farmacéutica e médica como é
descrito por Shawkat et al. (2012). Outros acUcares funcionais produzidos sdo: xilitol,
trealose, isomaltulose,  D-treitol,  fructooligosacarideos, galactooligosacarideos,

isomaltooligosacarideos e eritrulose (Bilal et al., 2020),

Proteinas de microrganismos unicelulares (SCP, single cell protein) e 6leo de
microrganismos unicelulares (SCO, single cell oil), foram uns de seus primeiros produtos de
valor a terem sua producdo considerada atrativa pela industria. A origem desse interesse
estava na abundancia de n-alkanos na década de 1960, utilizados como fonte de carbono para
a producdo de SCP e SCO. Para a producéo tém-se o objetivo de obter a maior concentracéo
celular possivel em grandes biorreatores para viabilidade do processo (Barth & Gaillardin,
1996) que nunca foi atingida. Atualmente as pesquisas na area sdo direcionadas na alta
produtividade concomitante entre SCP ou SCO e outros metabolitos da Y. lipolytica como

lipase ou a expressao heterdloga de inulinase (Yan et al., 2018; Zhao et al., 2013).

Dos produtos enzimaticos de maior relevancia, destacam-se as diversas fragdes de

lipase.

3.4.2. Lipases de Yarrowia lipolytica

Das lipases de Yarrowia lipolytica mais estudadas, destacam-se: a Lip2, a lipase
majoritariamente produzida pela levedura e que compde a parcela extracelular com afinidade
a ésteres de cadeia longa entre dezesseis e dezoito carbonos derivados de p-nitrofenil (Akil
et al., 2016); a Lip7, que compde parte da lipase de parede celular com maior afinidade a
ésteres de cadeia curta-média entre quatro e oito carbonos (Fickers, Fudalej, et al., 2005); a
Lip8, que também compde parte da lipase de parede celular com maior afinidade a ésteres
de cadeia media entre oito e doze carbonos (Akil et al., 2016; Fickers, Fudalej, et al., 2005).

Ota et al. (1982) descrevem um método para obtencdo da parcela de lipases ligadas
a parede celular (Lip7 e Lip8) pela lavagem das células com tampao fosfato 50 mM pH 7,0,
mas como pode ser observado no trabalho de Nunes et al. (2014) hé atividade residual nas
células apos a lavagem e tratamento da suspensao de células com ultrassom, indicios de que
essa extracdo ndo é total. Fraga et al. (2018) mostraram que o resultado desse tratamento
pode ser utilizado como biocatalisador naturalmente imobilizado e de alta atividade
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catalitica.

Ositio catalitico da lipase Lip 2 de Y. lipoltica € semelhante ao das proteases alcalinas
produzidas e é constituido de uma serina, uma histidina e uma asparagina, como mostra a
Figura 4 (Aloulou et al., 2013). Na figura, é possivel observar a caracteristica tampa,

observada em lipases, que fecha o sitio catalitico na auséncia de substratos hidrofobicos.

A semelhanca entre o sitio catalitico das proteases alcalinas e da lipase Lip2 esta na
presenca do aminodcido serina (Matoba et al., 1997). Alguns produtos quimicos como
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) e SDS
(dodecil sulfato de sédio) sdo conhecidos por possuir atividade inibitéria em enzimas,
principalmente o PMSF que é utilizado como inibidor do aminoacido serina em proteases
(Bessadok et al., 2017). E possivel que a acio inibitdria desses compostos e de sais metalicos
sejam parecidas na lipase Lip2 e nas proteinas alcalinas (Ma et al., 2007). O melhoramento
de um meio de cultivo pode estar no equilibrio da utilizacdo desses compostos ho meio de

cultivo, inibindo majoritariamente a protease em comparacao com a parcela extracelular de

lipase.

Figura 4. Estrutura cristalina de raio-X de Lip2 ndo glicosilada da mutante Y. lipolytica
N113Q/N143Q. (a) A figura mostra as principais estruturas secundarias da proteina: em amarelo
folha-g e roxo a-hélice. (b) A figura mostra a principais estruturas da lipase: a o-hélice colorida
corresponde a tampa da lipase em seu estado fechado do aminoacido 88 até o aminoacido 105; o0s

3 aminoAcidos coloridos correspondem ao sitio ativo, em verde, serina (aminoacido 162), em
vermelho, asparagina (amino&cido 230) e em azul, a histidina (amino&cido 289). Fonte:
reproducéo propria no Software 3D VMD 1.9.3, adaptado de Aloulou (2013).
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Por outro lado, a inducdo da producéo de lipase parece ndo ser associada a um fator
metabdlico apenas. Hooker et al. (1997) mostraram que em Xanthomonas maltophila NK7
a producdo de lipase estd associada mais a decapagem da lipase por micelas e emulsées do
que pela inducdo do metabolismo pela utilizacdo de fontes de carbono gliceridicas
catabolizadas pela lipase produzida. Em microrganismos como Y. lipolityca, o
biossurfactante como produto metabdlico, e a formacdo de micelas (Santos et al., 2021),
pode ser responsavel pela inducdo da expressdo de lipase no meio extracelular sem a
utilizacdo de indutores. Isso explica a capacidade de se produzir lipase sem a adi¢do de 6leos

ou glicerideos no meio de cultivo apenas com fontes simples de carbono como a glicose.

3.4.3. Meio de cultivo para producdo de lipases por Yarrowia lipolytica

Trabalhos sobre producdo de lipase por Y. lipolytica, tratam sobre a utilizacdo de
meios complexos. Pereira-Meirelles, (1997) faz um estudo abrangente sobre a utilizagdo de
diferentes fontes de nitrogénio (organicas e ndo organicas) e diferentes fontes de carbono
para obtencdo da enzima. Neste trabalho, € observado os efeitos de fontes de nitrogénio no
meio de cultivo como: extrato de Iévedo (0,1 %), peptona (0,64 %), sulfato de aménio
(0,28%) e ureia (0,14 %); e fontes de carbono como: sucrose (2 %), tributirina (1 %), azeite
de oliva (1 %), glicose (2%), trioleina (1 %), &cido oleico (0,96 %) e glicerol (0,1%). Foi
observado que fontes de nitrogénio complexas sdo mais eficazes na producédo de lipase, o
extrato de lévedo necessario como fonte de vitaminas e acidos graxos e triglicerideos de
cadeia longa sdo boas fontes de nitrogénio indutoras de lipase extracelular (Pereira-
Meirelles, 1997; Santos et al., 2021).

Trabalhos mais atuais discutem sobre a utilizagdo de coprodutos da industria como
fontes alternativas de acidos graxo e triglicerideos de cadeia longa como fontes de carbono
indutoras na producdo de lipase. Pereira et al. (2019) mostram a utilizacdo de cascas e
sementes de manga como substrato durante fermentacdo submersa em meio suplementado
unicamente com extrato de Iévedo. Nunes et al. (2021) utilizaram 6leo de soja residual de
fritura para producédo e caracterizacdo de lipase associada a membrana (Lip7p e Lip8p).
Fraga et al. (2020 & 2021) mostraram a producdo de lipases extracelular e associada a
membrana utilizando 6leo de palma residual de fritura e residuos da producéo do 6leo de

palma. Oleo de peixe residual também pode ser utilizado com indutor na producéo de lipase
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extracelular como mostraram Snopek et al. (2021).

O biocatalizador também pode ser produzido por fermentacdo em estado solido.
Sales et al. (2020 & 2021) utilizaram casca de maca e melancia, cortica comercial e plastico
PET (politereftalato de etileno) como indutores para producdo de lipase e esterase. Nas
condi¢des em que foi utilizado plastico PET também foi observado a formacdo de BHET
(do inglés, bis(2-hydroxyethyl) terephthalate ou tereftalato de bis-hidroxietila), um produto
da despolimerizagéo do PET.
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Capitulo 4. Materiais e métodos

4.1. Preservacgédo e armazenamento da levedura

Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682/1, originalmente isolada da Baia de Guanabara
no Rio de Janeiro, Brasil (Hagler; Mendonga-Hagler, 1981), e modificada por sucessivas
propagacdes em meio solido (Silva et al., 2020) foi cultivada durante a noite em meio YPD
(1% extrato de Iévedo, 2% peptona e 2% glicose) a 28° C e 160 rpm. Frascos criogénicos
foram preparados pela adi¢ao de glicerol ao meio de cultura da levedura na proporgéo de 1:1

v/v. Os tubos foram estocados a -20° C e utilizados para inocular cada pré-indculo.

4.2. Propagacéo e inoculo

No pré-indculo, células da levedura cresceram por 72 h em frascos de Erlenmeyer de
500 mL com 200 mL de meio YPD a 28° C e 160 rpm. Na etapa de indculo do meio de
producdo, células do pré-indculos foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 min a 4 °C e

inoculadas com uma densidade celular de 1 g de peso seco de célula L.

4.3. Ensaios de inibicdo de lipase por sais metalicos

Para a obtencédo do extrato enzimatico com alta concentracdo de lipase, foi realizado
um cultivo de Y. lipolytica em reator de bancada (New Brunswick MF-114, Sci. Inc., USA)
com volume de 3,5 L de meio, agitacdo de 550 rpm e temperatura ambiente em meio
YPOFR, composto por 1% de extrato de levedo, 2% de peptona e 0,5% de dleo de fritura
residual, durante 24 h (Fraga et al., 2018). Dois mililitros de antiespumante (Antifoam —
Sigma, UK) foram adicionadas ao cultivo para evitar a formacdo de espuma. O meio apos a
batelada em reator foi centrifugado a 4000 rpm por 10 min e filtrado em filtros 0,22 um para
a remocdo de células residuais. Para o estudo de inibicdo de lipase, foram adicionados sais
para obtengdo de extratos enzimaticos com concentragdo final de sal entre 1 e 5 mM, que
foram mantidos em um agitador orbital a 250 rpm e 28 °C por 1 hora (adapatado de Bessadok
etal., 2017).

Foram utilizados os seguintes sais em solucédo: sulfato ferroso (FeSOa), sulfato de

zinco (ZnSOgy), cloreto de niquel Il (NiClz), cloreto de cobalto 1l (CoCl2), cloreto de
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manganés Il (MnCly), cloreto de ctprico (CuCly) e cloreto férrico (FeCls). Apos o processo,

a atividade enzimatica do extrato foi medida conforme descrito no item 4.3.

4.4. Definicdo do tempo de fermentacéo

O tempo de fermentacdo foi definido através do maximo produtividade de lipase
extracelular de uma fermentacdo em meio YP*D, composto de 1% extrato de 1évedo, 0,64%
peptona e 2% glicose (Amaral, 2007). A cinética de crescimento foi realizada em
microplacas de 24 pocos de 10 mL, Axygen®, com 2 mL de meio de producdo a 28° C e
250 rpm. Neste teste foi avaliado o crescimento celular por densidade éptica, o pH durante
as 72 h de fermentacgéo e a atividade de lipase extracelular.

4.5. Planejamento experimental e analise estatistica

Um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2%, com k=3, foi realizado
para 0 melhoramento das concentragdes dos componentes do meio de cultivo para producéo
da fracdo extracelular da lipase de Y. lipolytica. Glicose, extrato de lévedo e peptona foram
as variaveis independentes com concentracdes descritas na Tabela 2. Cinco niveis de cada
fator (-1,68; -1; 0; 1; 1,68) foram utilizados e a combinac&o entre eles resultou num total de
17 ensaios: 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 pontos centrais (Tabela 2). Os ensaios
foram realizados em Erlenmeyer de 500 mL com 100 mL de meio de producdo e em
microplacas de 24 pocos de 10 mL, Axygen®, com 2 mL de meio de producdo a 28° C e
250 rpm, em meio com tampdo fosfato de potassio 100 mM pH 7,0 (PBM, phosphate
buffered medium) e em meio sem tampao fosfato (NBM, non-buffered medium). Os ensaios
em microplaca foram realizados em duplicata. Foi adotado como variavel de resposta a
atividade de lipase extracelular (U. L) ap6s um periodo de incubacdo de 24 h (pico de
produtividade definido no meio YP*D). O Software Statistica 10.0 foi utilizado para avaliar

a melhor composicdo do meio para maxima producao de lipase ap6s 24 h.
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Tabela 2. Matriz design do experimento com valores de concentragdo de glicose, peptona,
extrato de lévedo em cada ensaio. O asterisco indica 0s pontos centrais do experimento.

Ensaio Glicose (%) Peptona (%) Extrato de Iévedo (%)
1 0,506 (-1,00) 0,506 (-1,00) 0,3 (-1,00)
2 0,506 (-1,00) 1,994 (1,00) 1,2 (1,00)
3 1,994 (1,00) 0,506 (-1,00) 1,2 (1,00)
4 1,994 (1,00) 1,994 (1,00) 0,3 (-1,00)
5* 1,25 (0,00) 1,25 (0,00) 0,75 (0,00)
6 0,506 (-1,00) 0,506 (-1,00) 1,2 (1,00)
7 0,506 (-1,00) 1,994 (1,00) 0,3 (-1,00)
8 1,994 (1,00) 0,506 (-1,00) 0,3 (-1,00)
9 1,994 (1,00) 1,994 (1,00) 1,2 (1,00)

10* 1,25 (0,00) 1,25 (0,00) 0,75 (0,00)
11 0(-1,68) 1,25 (0,00) 0,75 (0,00)
12 2,50 (1,68) 1,25 (0,00) 0,75 (0,00)
13 1,25 (0,00) 0(-1,68) 0,75 (0,00)
14 1,25 (0,00) 2,50 (1,68) 0,75 (0,00)
15 1,25 (0,00) 1,25 (0,00) 0(-1,68)

16 1,25 (0,00) 1,25 (0,00) 1,5(1,68)
17* 1,25 (0,00) 1,25 (0,00) 0,75 (0,00)

Um modelo polinomial de segunda ordem foi proposto para avaliar a resposta
verdadeira na condicdo otimizada. A funcdo a que se foi aproximado os dados € dada pela

equacéo 1.
U.Lyin = Bo+ X Bi Xi + X Bu XP + X Bij XiX; (1)

Onde, Po € a intersecdo como eixo Y, Pisdo coeficientes lineares, Bii &0 coeficientes
quadraticos, PBij Sdo coeficientes de interacdo e variaveis codificadas sdo Xi e X (G para

glicose, YE para extrato de Iévedo e P para peptona).

Anédlise de varidncia (ANOVA) foi aplicada para analise estatistica dos resultados.
A significancia de cada termo da equacédo foi obtida utilizando o teste de Fisher (F-test) a
5% de significancia. Os termos que foram considerados insignificantes foram removidos do
modelo. O ajuste do modelo aos dados foi testado atraves do coeficiente de determinacdo
R?.
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4.6. Validacdo do modelo obtido e comparacdo em diferentes condicbes

A validade do modelo foi confirmada através de fermentagdo em triplicata em
microplacas de 24 pocos de 10 mL, Axygen®, com 2 mL de meio de produgdo a 28° C e
250 rpm com a composi¢do do meio que maximiza a equacdo 1. Os resultados foram
comparados com o meio YP*D de Amaral (2007), utilizado para producéo de lipase em

biorreator composto por 1% extrato de lévedo, 0,64% de peptona e 2% de glicose.

4.7. Métodos analiticos

A atividade de lipase extracelualar foi medida pela hidrélise do p-nitrofenol
dodecanoato e a formagGes de p-nitrofenolato durante 100 segundos a 410 nm em
espectrofotdbmetros SpectraMax M Series Microplate Reader ou Shimadzu UV-Vis 1800. A
unidade de atividade de lipase (U) foi definida como a quantidade de lipase que libera 1
umol de p-nitrofenol por minuto a 37° C, em tampédo fosfato 50 mM pH 7.0 (Pereira-
Meirelles, 1997).

O crescimento celular foi medido por turbidimetria com comprimento de onda de
570 nm em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-Vis 1800, utilizando o fator de converséo

0,4941 g de peso seco de células(p.s.).L™ (R? = 0,9612) obtido por curva de peso seco.

O pH foi medido com pHmetro de bancada DM-22 Digimed.
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Capitulo 5. Resultados e discussao

5.1. Influéncia de sais metalicos na atividade extracelular de lipase

O extrato enzimatico obtido pelo cultivo de Y. lipolytica em biorreator e em meio
contendo bleo de fritura residual (YPOFR) apresentou atividade enzimatica de 4907,13 U.L"
! Esse extrato foi utilizado para avaliar a influéncia dos sais metalicos na atividade da lipase
extracelular. A partir da medicéo da atividade de lipase na presenca dos sais metalicos, foram

gerados dados de atividade relativa com valores percentuais listados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios de atividade de lipase relativa em diferentes sais metalicos apés
exposicao por 1 hora. Atividade do extrato enzimatico sem adi¢ao de sais foi considerado
100%.

Atividade enzimatica relativa (%)

1mM 2mM 3 mM 4 mM 5mM
CuCl, 11,07 £0,67 0,00 0,00 0,00 0,00
ZnSOs 16,92+0,52 10,93+0,28 8,49+0,22 8,25+0,19 6,73 +£1,09
FeCls 19,70£0,28 9,08 +0,15 5,85+ 0,24 592+0,12 6,53 +0,042
FeSO, 15,26+0,71 1457+0,18 10,12+045 9,71+£0,32 7,63+0,024
NiCl, 2844+053 2636+142 2576+033 1843+041 14,86+0,12
MnCl, 1950+257 31,30+0,97 29,67+0,00 2522+0,00 24,93+0,06
CoCl, 8843+217 7651+245 70,33+3,61 6455+302 62,18+0,24

Observa-se que CuCl, (2 mM) foi capaz de inibir a lipase completamente. Sendo
assim, é o sal menos indicado para o estudo de inibigdo de protease e obtencdo de um meio
otimizado para a producdo de lipase. CoCl, apresentou a menor inibi¢do e teve atividade
relativa de 62,5% e 88,4% nas concentracGes de 5 e 1 mM, respectivamente. Outros sais nas
diversas concentracdes exploradas apresentaram atividades intermediarias. Através dos

resultados observados, CoCl; é o sal com maior potencial para o estudo.

Em geral, sais de ions metalicos parecem ter um efeito inibitorio maior em lipases
do que em proteases pelo que pode ser observado no resultados de inibicdo de protease
obtidos por Bessadok et al. (2017). Neste mesmo trabalho, sais com fons Mn?* e Cu?* tiveram

um efeito ativador e estabilizador sendo obtido até 100% de aumento da atividade de
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protease no extrato enzimatico, enquanto os dados da Tabela 3 mostram uma reducéo de até
19,50 % e 11,07 %, respectivamente para sais derivados de Mn?* e Cu?*. Por esse motivo, a
estratégia de utilizacdo de sais metalicos para inibicdo da protease no meio de cultivo para
obtencdo de um meio otimizado para producdo de lipase foi descartada no trabalho
apresentado, mas a utilizacdo do sal CoCl, no meio de cultivo foi recomendada como
sugestdo de trabalho futuro.

5.2. Definicéo do tempo de fermentacéo

Os perfis de crescimento celular, pH e atividade enzimatica do cultivo de Y. lipolytica

em meio YP*D s&o apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Perfil de crescimento celular e pH da levedura Y. lipolytica durante 72 h em meio
composto por 1% de extrato de lévedo, 0,64% de peptona e 2% de glicose. O pH é indicado por
uma linha continua e marcador e, o crescimento por uma linha tracejada e marcador A e a
atividade enzimética por uma linha pontilhada cinza e marcador .

Durante a fermentacdo, foi possivel perceber o aumento do pH do meio. Isso ocorre
pela formacdo de amdnia no meio pela metabolizagdo de fontes de proteina, principalmente
a peptona. Um dos problemas desse aumento do pH esta na formacéo de proteases alcalinas
capazes de hidrolisar também a lipase extracelular do meio. Além disso, a lipase de Y.
lipolytica tem seu pico de atividade em pH préximo a neutralidade (Silva et al., 2020). Por
tais motivos, durante o DCCR foi feita a tentativa tamponar o meio de cultivo préximo da

neutralidade a fim de aumentar a producao.
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O pico de atividade de lipase da fermentagdo coincide também com o0 momento em
que o pH do meio se encontra proximo a neutralidade, como é observado na Figura 5. O
méaximo de produtividade foi de 361,83 U/L.h observado apos 24 h de fermentacdo, sendo
este definido como o momento em que as microfermentacdes serdo encerradas durante o
DCCR. Vale destacar também que apesar de o pico de producédo de lipase ser encontrado

apos 32 h de fermentacgdo, este ndo corresponde a maior produtividade (302,60 U/L.h).

5.3. Planejamento experimental e analise estatistica

Nos cultivos de Y. lipolytica em microplaca, nas composi¢es determinados pelo
planejamento experimental DCCR, estudou-se a influéncia do tamponamento do meio. O
valor de pH inicial de todos os meios foi fixado em 7,0 antes da esterilizagdo por

autoclavagem. O pH final de cada condi¢do do DCCR é apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Valores de pH final em cada condicdo de concentracéo dos meios de cultivo do DCCR
em duplicata realizados em microplaca. (a) NBM (meio ndo-tamponado), (b)PBM (meio
tamponado). A linha horizontal indica o pH inicial fixado em 7,0.
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A partir da andlise do pH, foi possivel perceber que, de forma geral, o pH aumenta
no meio de cultivo principalmente nos ensaios em que as fontes de nitrogénio (peptona e
extrato de Iévedo) sdo maiores. N&o foi possivel fixar o pH préximo a neutralidade apos 24
h de fermentagdo, mas em meios PBM (tamponado) o pH néo subiu tanto quando nos meios

NBM (ndo-tamponados), o que pode ter afetado diretamente a atividade enzimética no meio.

A andlise do planejamento experimental foi seguida apenas para o DCCR com 0s
meios tamponados (PBM), uma vez que a atuagdo do tampdo fosfato 100 mM pH 7,0 foi
essencial para a producdo de lipase, como observa-se na Tabela 4. Isso indica que as
proteases alcalinas que s@o produzidas no meio de cultivo podem estar menos ativas quando
0 pH do meio é controlado em PBM. Assim, é menos provavel que elas estejam agindo sobre
grandes quantidades de lipase extracelular durante a fermentagéo.

Tabela 4. Valores médios de atividade de lipase extracelular produzida por Y. lipolytica apds
um periodo de incubacdo de 24 h em meio NMB (ndo tamponado) e PBM (tamponado), nos
diferentes ensaios do DCCR. Os pontos centrais estdo indicados por asteriscos. Valores de
ki_a foram obtidos por literatura (Reynoso-Cereceda et al., 2016; Santos et al., 2018).

Lipase NBM (U. L) Lipase NBM (U.L?%)  Lipase PBM (U. LY)

. em Erlenmeyer em microplaca em microplaca
Ensaio kea (h9)
=~60ht 122,9 h't 122,9 h't
1 0,00 4.469,41 22.941,28
2 0,81 65,66 153,97
3 4,25 5.658,69 14.383,54
4 4,56 2.276,67 28.308,77
5* 3,25 3.165,43 25.056,93
6 1,07 22,24 254,89
7 0,48 66,86 220,12
8 24,86 32,36 3.150,75
9 2,12 620,36 37.876,69
10* 2,89 2.779,48 21.173,26
11 4,14 82,63 294,58
12 1,70 4.426,16 4.284,32
13 1,75 47,23 4.506,83
14 6,65 685,23 3.192,53
15 8,65 14.380,76 13.852,81
16 9,55 177,26 4.330,14
17* 9,56 2.307,84 25.221,45
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A influéncia do kra do sistema também foi notada. A producdo de lipase em
Erlenmeyer de 500 mL com 20 % de volume (til (k.a = 60 h™) foi baixa em relagdo ao
sistema em microplaca (kia = 122,6 hl). Essa diferenca é esperada em processos em que se
utiliza uma levedura estritamente aerdbia e o kra ndo € alto o suficiente para causar estresse
oxidativo na célula (Alonso et al., 2005). Resultados similares da influéncia do kra em

sistema com Y. lipolytica foram obtidos por (Santos et al., 2018) em meio ndo tamponado.

O modelo quadratico foi avaliado a partir da ANOVA (Tabela 5). Foram
considerados ndo significativos os termos em que o valor de p > 0,05, sendo estes termos:
Peptona linear, Extrato de lévedo linear, e de interacdo entre Peptona e Extrato de Iévedo.
Tais efeitos foram considerados para o0 modelo dentro do termo Lack of fit (falta de ajuste),
0 que consequentemente afetou o valor do coeficiente de determinagcdo do modelo (R?)

causando sua reducao.

Tabela 5. Tabela ANOVA para o DCCR em PBM.

SQ al MQ F valor de p
GL* 3.27 E+08 1 3.27 E+08 62.35 0.015662
GQ* 3.42 E+08 1 3.42 E+08 65.16 0.015002
PQ* 2.77 E+08 1 2.77 E+08 52.77 0.018429
YEQ* 1.09 E+08 1 1.09 E+08 20.67 0.045096
GL by PL* 6.38 E+08 1 6.38 E+08 121.64 0.008121
GL by YEL* 2.37 E+08 1 2.37 E+08 45.17 0.021431
Falta de ajuste  6.77 E+08 8 8.47 E+07 16.13 0.059660
Erro puro 1.05 E+07 2 5.25 E+05
Total SQ 2.38 E+09 16

SQ: Soma dos quadrados

gl: grau de liberdade

MS: média dos quadrados

F: valor de Fisher

*: Valores significativos estdo indicador por asteriscos.

Observa-se na Tabela 5 que valor de p do termo Falta de ajuste (Lack of fit) foi ndo
significativo. O valor de 0,059 > 0,050 justifica, parcialmente, a significancia do modelo e a

adequacao do modelo polinomial de segunda ordem aos valores experimentais.

O coeficiente de determinagéo foi utilizado como indicagdo da concordancia entre

valores experimentais e valores previsto pelo modelo polindmio de segunda ordem. Para o
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R? sdo desejaveis valores proximos a 1 e para o modelo estudado, foi obtido uma R? de
0,7105. Esse valor indica que o modelo € capaz de explicar 71,05% da variabilidade. Tal
valor baixo para o coeficiente de determinagcdo também é um resultado do distanciamento

entre os pontos centrais do DCCR, que muito afetam esse indicador.

O modelo polinomial de segunda ordem obtido com varidveis ndo-codificadas é
mostrado na equagao 2:

U.L,4, = 23206,8+9791,3 G — 11017,1 G®> — 9913,9 P? — 6207,4 YE? +
17868,3 G.P +10888,3 G.YE (2)

Onde, G corresponde ao termo glicose linear, G? & glicose quadratica, P? & peptona
quadratica, YE? ao extrato de lévedo quadratico, G.P & interagdo entre glicose e peptona e
G.YE a interacdo entre glicose e extrato de lévedo. Os valores percentuais p/p que
maximizam essa funcao € de um meio composto por 0,77% de glicose, 0,74% de peptona e
0,27% de extrato de 1évedo em meio tamponado por tampéo fosfato 100 mM pH 7,0, sendo

previsto uma producéo de 21.725,66 U.L™ de atividade de lipase extracelular.

A partir da combinacdo entre as variaveis independentes foram geradas trés

representacOes graficas (superficies de resposta) da equacéo 2 e sdo mostradas na Figura 7.

Na Figura 7.a), pode-se observar maior amplitude no resultado de atividade
enzimatica para variacdes de glicose e peptona, 0 que corrobora o resultado encontrado na
ANOVA (Tabela 5) de que a interagdo entre glicose e peptona € o fator mais significativo
do modelo. O mesmo pode ser observado na Figura 7.c) que indica que baixas concentracdes
de extrato de Iévedo no meio sdo suficientes para obtencdo de alta atividade enzimatica e
sendo a interacdo entre peptona e extrato de Iévedo ndo significativa para 0 modelo, ha menor
amplitude na variavel resposta a medida que se altera essas variaveis independentes. Esse
resultado € esperado ja que o extrato de Iévedo funciona majoritariamente no meio como

uma fonte de vitaminas necessarias para o crescimento da levedura (Santos et al., 2021).

A alteracdo dos componentes do meio, comparados ao meio de Amaral (2007) foi de
73,0 % de reducdo para o extrato de lévedo, 15,6 % de aumento para a peptona e 63,0 % de

reducdo para a glicose.
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Figura 7. Superficies de resposta baseadas no modelo matematico de segunda ordem obtido para
producao de lipase por Yarrowia lipolytica apds 24 h de fermentacao. (a)(b)(c) Atividade
enzimatica em U.L é dada no eixo Z, enquanto as variaveis independentes codificadas (-1,68; -
1,00; 0; 1,00; 1,68), glicose, peptona e extrato de Iévedo sdo dadas nos eixos X e Y.

5.4. Validacdo do modelo obtido e comparacdo em diferentes condigdes

Devido a pandemia de COVID-19 que se iniciou no ano de 2020, h4 um intervalo de
2 anos entre a constru¢cdo do DCCR e a validagdo do modelo proposto através dos resultados.

Apds este periodo, foi necessario a reativacdo da cepa Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682/1
(Silva et al., 2020) a partir de um dos frascos criogénicos com meio de cultivo e glicerol na

proporcdo de 1/1. Apds a reativacdo da cepa, foi observado que ocorreu uma queda na

producéo de lipase pelo microrganismo, entéo para a validagdo do modelo foi realizada uma
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avaliacdo comparativa de atividade relativa tendo como base o meio anteriormente utilizado
para producéo de lipase extracelular de Amaral (2007). O resumo dos dados obtidos e custo

dos meios pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6. Valores obtidos de atividade enzimatica e atividade enzimatica relativa ao meio
YP*D de Amaral (2007) para producdo de lipase extracelular de Yarrowia lipolytica apds
24h de cultivo nas condicOes de otimizacao estudadas.Y, P e D sdo respectivamente, extrato
de Iévedo (yeast extract), peptona (peptone) e glicose (dextrose).

Y p D  Atividade enzimética Atividade relativa

mnsalo %) (%) (%) (UL (%)
Amaral, 2007 1 0,64 2 3.654,97 + 875,83 -
Condicdo 6timado DCCR 0,27 0,74 0,77  7.725,67 £ 891,98 111,37
Condicdo 9 do DCCR 1,2 1994 1,994 4.136,50 + 157,06 13,17

Na condigdo que maximiza o modelo obtido no DCCR em PBM foi possivel obter
até 7725,67 U.L™t, um aumento de até 111,37 % em relagio ao meio de Amaral, (2007). O
ensaio 9 do DCCR também foi testado como possivel condicdo do meio uma vez que foi
obtido uma produc&o de lipase de 37.876,69 U.L™ durante os experimentos, muito superior
ao previsto na condi¢do o6tima do modelo. Entretanto, 0 aumento em relacdo do meio de
Amaral (2007) foi de apenas 13,17 % sendo obtido apenas 4136,50 U.L? de atividade
enzimética. Tal diferenga de valores pode ser explicada pela alteracdo no metabolismo do
microrganismo ap0s a reativacao e talvez a selecdo de uma coldnia do microrganismo num

meio seletivo solido para producéo de lipase reduza a queda na producao.

Dessa forma, a condicédo de 0,27 % de extrato de Iévedo, 0,74% peptona e 0,77% de
glicose em meio PBM (phophate buffered medium) ap6s 24 h de fermentacéo, foi definida
como a nova condicdo otimizada para producdo de lipase extracelular por Yarrowia
lipolytica.

Uma comparacdo de custo por litro de meio de cultivo foi realizada e os resultados

mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7. Custos das matérias-primas por litro de meio para producéo de lipase por Yarrowia
lipolytica apo6s 24h de fermentacdo nas condi¢bes de Amaral (2007) e no obtido pelo pelo
DCCR.

Massa (g. L'}) Preco (RS. g1) * Custo (RS. LY
Amaral, 2007
Y (extrato de Iévedo) 10 1,10 11,04
P (peptona) 6,4 0,83 5,33
D (glicose) 20 0,39 7,74
Custo total (RS. LY) - - 24,11
Produtividade (U.RS™?) - - 151,58
Condigdo 6tima do DCCR - tampao fosfato de potdssio
Y (extrato de lévedo) 2,7 1,10 2,98
P (peptona) 7,4 0,83 6,17
D (glicose) 7,7 0,39 2,98
KH2PO4 13,6 0,78 10,54
KaHPO4 17,4 1,04 18,11
Custo total (RS. L'Y) - - 40,78
Produtividade (U.R$™?) - - 189,45
Condigdo 6tima do DCCR - tampao fosfato de sodio
Y (extrato de lévedo) 2,7 1,10 2,98
P (peptona) 7,4 0,83 6,17
D (glicose) 7,7 0,39 2,98
NaH,PO, 12,0 0,56 6,75
Na,;HPO, 14,2 0,69 9,78
Custo total (RS. L?) - - 28,65
Produtividade (U.RS?) - - 269,62

*Precos em reais (R$) de extrato de lévedo e glicose fornecidos pela empresa Merck e
peptona pela empresa Kasvi em 04 de julho de 2022.

Considerando a preparacdo do tampao fosfato feita com sais de fosfato de potassio
monobésico e dibasico, a condicdo 6tima do DCCR teve aumento de 24,98 % na
produtividade de U por real gasto (quantidade de lipase que libera 1 umol de p-nitrofenolato
a 37 °C por um minuto por real gasto) em relacdo ao meio de Amaral (2007). Este valor pode
chegar a 269,62 U.R$* quando utiliza-se sais de fosfato de s6dio monobasico e dibasico na
preparacdo do tampdo, um aumento de 77,87 % na produtividade de lipase por real gasto.
Esse resultado expressivo no aumento da produtividade, majoritariamente, a grande redugéo
na concentracao de extrato de Iévedo, que é o componente do meio de cultivo mais oneroso,

seguido da peptona e glicose.

A viabilidade econdmica do processo pode ser avaliada em estudos futuros para

producdo de lipase extracelular em biorreator.
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Capitulo 6. Conclusao

A partir dos resultados obtidos no trabalho de melhoramento de em meio complexo

para aumento da produgéo de lipase por Yarrowia lipolytica, foi possivel obter as seguintes

conclusoes:

A utilizacdo do tampdo 100 mM fosfato pH 7,0 foi essencial para a produgéo de

lipase por Yarrowia lipolytica;

Sais derivados de metais de transicdo tiveram alta influéncia na atividade
enzimatica de lipases extracelulares de Yarrowia lipolytica mesmo em
concentracOes baixas entre 1 e 5 mM e sua utilidade no meio de cultivo pode ser

avaliada posteriormente;

A partir do DCCR, foi obtido um modelo matematico de segunda ordem que
maximiza a producao de lipase prevendo atividade enziméatica de 21.725,66 U.L™
apos 24 h de fermentagdo num meio composto por: 0,27 % de extrato de Iévedo,

0,74% de peptona e 0,77% de glicose em tamp&o 100 mM fosfato pH 7,0;

Foi possivel ter um aumento de até 111,37 % na atividade de lipase utilizando o
meio de cultivo proposto. Esse resultado foi obtido com 73,0 % de reducdo do
extrato de Iévedo, 15,6 % de aumento da peptona e 63,0 % de reducdo da glicose,
em comparacdo com 0 meio anteriormente utilizado para producdo de lipase
extracelular. Essa alteracao resultou numa reducéo de 49,7 % no custo de producao
do litro de meio de cultivo.
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Capitulo 7. Sugestdo de trabalhos futuros

Durante o trabalho, foi possivel observar melhorias e lacunas que podem ser

abordadas em trabalhos futuros para obten¢do de um meio de cultivo otimizado:

e A selecdo de uma coldnia produtora de lipase em meio seletivo sélido poderia ter
sido realizada ap0s a reativacdo da cepa e isto poderia resultar em resultados mais

proximos ao esperado pelo DCCR.

e A influéncia da utilizacdo de sais contendo Co®* no meio de cultivo pode ser

avaliada para a producéo de lipase.

e O trabalho aborda uma aplicacdo direta de um Delineamento composto central
rotacional acreditando-se que os fatores estudados sdo significativos e proximidade
das regibes 6timas sem antes ter sido feito avaliagdes prévias das variaveis por
experimentos fatoriais completos. Isto pode ser a explicagdo pela qual ndo se
obteve um melhoramento quanto a utilizagdo de glicose no meio, uma vez em que
n&o ser foi avaliado seus efeitos em concentrages mais elevadas a ponto de induzir
a repressdo catabolica. Um estudo com o aumento da concentragdo de glicose no

meio pode ser realizado.

e Um estudo sobre a viabilidade econémica da producédo da lipase extracelular por

Yarrowia lipolytica em biorreator no meio proposto pode ser realizado.
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