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RESUMO

Lipases sdo enzimas amplamente presentes na natureza, podendo ser obtidas de
fontes animais, vegetais ou de microrganismos. O interesse pela producdo industrial de
lipases aumentou muito nas ultimas décadas, devido ao amplo potencial de aplicacdo
destas. Estudos relativos a uma enzima abrangem diversos aspectos que determinam a
viabilidade ou ndo da sua utilizagdo. A tendéncia atual em bioprocessos € analisar de forma
global a producdao enzimadtica, analisando as etapas de pré-fermentacdo (up stream),
obtencdo da enzima, ampliacdo de escla (scale up), recuperagao (down stream) e aplicagao

industrial.

Este trabalho analisou as etapas de pré-fermentacdo (clarificacdo dos meios de
fermentacdo e padronizacdo das condi¢des de cultivo de indculo), fermentacdo (selecdo e
otimizacdo da composicdo dos meios de fermentacdo), ampliacio de escala (estudo da
producdo da enzima em reator de mistura e em reator airlift), purificacdo da enzima (por
cromatografia de interacdo hidrofébica) e caracterizacdo parcial das enzimas brutas e

purificadas obtidas a partir de Geotrichum candidum NRRL Y-552.

De um modo geral, o trabalho mostrou que é vidvel a producdo de lipase a partir
residuos industriais em substituicdo a componentes convencionais de meio de cultura
(como peptona e extrato de levedura). Trés meios de fermentacdo foram otimizados para a
producdo da lipase quanto a sua composi¢do (meio 1: 3,5% de hidrolisado de levedura e
0,7% de 6leo de soja; meio 2: 8,0% de dgua de maceracao de milho e 0,6% de dleo de soja
e meio 3: 12,0% de dgua de maceragao de milho clarificada e 0,6% de 6leo de soja). Foram
obtidas atividades enzimdticas médxima de 20,0 U/mL em frascos agitados e 24,0 U/ml em
reator do tipo airlift, valores bem superiores aos citados na literatura. Por sua vez, o estudo
conjunto da clarificacdo dos meios de fermentacdo e de purificacdo da enzima permitiu
associar a viabilidade do processo de purificagdo com a reducdo de custos proporcionada
pela utilizacdo de residuos industrias como fonte de nitrogénio. Por fim, a utilizagdo de um
reator ndo convencional (airlift ) proporcionou a obtencao de niveis mais altos de atividade
enzimatica, uma vez que provoca menos danos ao desenvolvimento do micélio celular.
Todos esses fatores associados indicam serem promissoras as possibilidades de utiliza¢ao

deste tipo de processo para fins industriais.



ABSTRACT

Lipases are most commonly found in nature, they can be obtained from animals,
vegetables and microorganisms and it can be used on different industries. The industrial
lipase production increased considerably in past few years, such as they have innumerous
application on different industrial processing. Nowadays, lipases studies analyzed some
steps of production as up stream and down stream steps, enzymatic production, scale up
and industrial application. These factors together determine the viability of industrial

process for enzymatic production.

This work analyzed the steps of up stream (previously clarification of fermentation
medium and the optimization of inoculum conditions), fermentation (optimization of
fermentation medium composite), scale up (enzyme production in stirred and airlift
reactors), down stream (lipase purification for hydrophobic interaction chromatography)

and partial characterization of lipases obtaining from Geotrichum candidum NRRL Y-552

This work showed that is viability to produce lipase changing conventional nutrients
(as peptone and yeast extract) for industrial residues as nitrogen sources. Three
fermentation media was optimized to lipase production (medium 1: 3.5% of yeast
hydrolisate and 0.7% of soy oil; medium 2: 8.0% of corn steep liquor and 0.6% of soy oil
and medium 3: 12.0% of clarification corn steep liquor and 0.6% of soy oil). The maximum
lipase activities were of 20.0 U/mL in shake flasks and 24.0 U/mL in airlift reactor, values
so high that those was reported in literature of the same microorganism. Then, the set of
studied of previous clarification and enzymatic recovery allowed to associate the viable of
purification process with cost reduction obtained using industrial residues as nitrogen
source. In addition, highest level of lipase activity was possible using a no conventional
reactor (airlift), due this reactor produced slowly damaged in cell mycelium. All these
factors associated indicate that it is very promising the possibilities of utilization of this

process on industry.



CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL

Lipases compreendem um grupo de enzimas que ocorrem nos reinos animal e
vegetal. A sua fungao bioldgica é catalisar a hidrélise de triglicerideos para produzir dcidos
graxos livres, diacilglicer6is, monoacilglicer6is e glicerol. Essa reacdo é reversivel e,
portanto essas enzimas catalisam a formacgdo de acilglicerdis a partir de dcidos graxos e

glicerol na interface 6leo-dgua (Hatzinikolaou et al., 1996).

As lipase tem encontrando aplicacdes em diversos tipos de industrias, tais como de
alimentos (aditivos, modificadores de aromas), quimica fina (sintese de ésteres), detergente
(remocao de gorduras), tratamento de efluentes (remoc¢do de produtos oleosos),
farmacéutica (remédios, digestivos, enzimas pra diagnodsticos, etc.. O potencial de uso
industrial das lipases em detergentes, biotransformagdes e reacdes de interesterificacdo e
transesterificacdio também tém despertado interesse por essas enzimas. Lipases com
especificidade comprovada tém especial importancia nas reacdes de transformacio e
interesterificacdo, uma vez que os produtos formados podem ser mais facilmente obtidos

por via enzimética do que em processos quimicos convencionais.

Estima-se que atualmente cerca de 3% das enzimas utilizadas no mundo sejam
lipases € o maior mercado produtor de enzimas é a Dinamarca, com cerca de 50% da

producdo mundial de enzimas comerciais.

H4 um amplo campo de aplicacdes industriais para lipases, que vem se expandindo
nas ultimas décadas. Por outro lado, percebe-se uma tendéncia atual de estudar os processos
biotecnolégicos de uma forma mais ampla, tentando inter-relacionar estratégias e
procedimentos adequados desde as etapas iniciais até aplicacdo final da enzima, com intuito
de reduzir custos e melhorar a qualidade final do produto. Dentro desta perspectiva € que
este trabalho foi realizado com o estudo das etapas de pré-fermentacdo (up stream),
otimizacdo dos meios de fermentacdo, ampliacdo de escala (scale up) para reatores de
bancada, estudo da purificacio e caracterizacdo da lipase bruta e purificada de Geotrichum
candidum NRRL Y-552. Além de buscar uma inter-relagdo entre todas estas etapas, outros

diferenciais deste trabalho foram: o estudo prévio das condi¢des do indculo, a utilizagao de



residuos industriais como fonte de nitrogénio, a escolha do 6leo de soja como indutor da

producdo e o uso de um reator ndo convencional na ampliacdo de escala.

O objetivo principal do trabalho foi obter uma lipase com potencial de aplicacao,
partindo de residuos industriais como fontes nitrogénio para a produgdo. A escolha de um
fungo como produtor da lipase ocorreu porque industrialmente este tipo microrganismo €
mais interessante, pois produz lipases extracelulares, o que facilita a recuperacdo do

bioproduto do meio fermentado.

Por sua vez, a escolha dos substratos (hidrolisado de levedura Prodex-lac® e dgua de
maceracdo de milho) veio do baixo custo destes produtos e também da necessidade de
promover um reaproveitamento destes materiais, que sao fontes ricas em nitrogénio. O 6leo
de soja foi escolhido como indutor porque mostrou-se tdo eficente quanto o 6leo de oliva
(indutor comumente utilizado na producdo de lipases) na obten¢do da enzima como
constatou anteriormente (Burkert, 2003). Além disso, o 6leo de soja apresenta como

diferencial um custo menor e uma maior oferta no mercado, especialmente no Brasil.

A utilizacdo desses substratos mostrou-se uma boa alternativa para obtencdo da
lipase, com atividades enzimdticas em torno de 20,0 U/mL, superiores aos citados na
literatura para o mesmo microrganismo e com reducdo de custos superior a 95% quando
comparado com substratos convencionais (como peptona e extrato de levedura). Na fase de
obtencdo da enzima, um estudo prévio sobre as condi¢des de indculo foi realizado,

utilizando meio sintético.

Como conseqiiéncia do objetivo inicial, o desdobramento do trabalho focou na
utilizacdo do bioreator airlift para producdo da enzima, justamente pela escolha de um
fungo para o processo. Em trabalho anterior no LEB (Laboratério de Engenharia de
Bioprocessos/FEA/Unicamp), Burkert et al. (2005) constataram que a auséncia de agitagao
mecanica proporcionou valores de atividade lipolitica superiores aos obtidos em reator de
mistura, utilizando o mesmo microrganismo deste trabalho. A auséncia da agitacdo
mecanica apresenta como vantagens a diminui¢do dos danos ao micélio celular, a reducdo

dos custos com energia e a simplificacdo do design e operagao do sistema.

Para efeito de comparacdo a enzima foi obtida também em um reator de mistura

convencional. As condi¢cdes otimizadas em ambos os fermentadores apresentaram



diferencas em relagdo a atividade enzimatica maxima enzimatica (24 U/mL no reator airlift
e 17,0 U/mL no reator de mistura), mas foram muito similares em termos de produtividade,
pois a maxima atividade enzimdtica foi obtida apds 56 e 36 horas de fermentacdo,

respectivamente

No entanto € importante ressaltar que, a otimizacdo dos meios de fermentacdo e a
utilizacdo de um bioreator adequado ao tipo de microrganismo escolhido, ndo sdo aspectos
suficientes para que o processo de obtencdo da enzima, como um todo, seja vidvel. Neste
caso, a utilizacdo de residuos industriais como substrato implica em um meio fermentado
com uma grande quantidade de residuos e impurezas, o que pode inviabilizar a etapa de
purificacdo, fato este que ja havia sido observado anteriormente por Treichel (2004) no

processo de producgdo e purificagdo de inulinases.

Desta forma, o estudo da etapa de up stream foi realizado com o intuito de facilitar a
posterior purificacdo da enzima (down stream). A dgua de macera¢ao de milho utilizada foi
previamente clarificada e a concentragdo Otima deste substrato clarificado no meio de
fermentacdo foi alterada em relagdo ao valor previamente otimizado para o substrato ndo
clarificado. Esta alteracao proporcionou a manuten¢do de bons niveis de atividade lipolitica

com o uso do substrato clarificado.

Tendo em vista também uma futura aplicacdo da enzima foi realizada a
caracterizacdo enzimdtica, com a determinacao dos parametros tanto da enzima bruta como
da enzima purificada. Nesta fase um estudo comparativo entre as quatro formas da enzima
(enzima bruta e enzima purificada obtida com hidrolisado de levedura Prodex-lac® e
enzima bruta e purificada obtida com dgua de maceracdo de milho clarificada) foi de
grande importancia para comparar modificagdes das caracteristicas da enzima em funcdo
do substrato utilizado e dos processos de clarificacdo prévia e purificagdo da enzima (up

and down stream).

Na etapa de recuperacdo (down stream), a purificacdo da enzima foi realizada
utilizacdo cromatografia de interacdo hidrofébica, bastante eficiente para a purificacido de
lipases, conforme relatado anteriormente por Mendieta (1999). A melhor condi¢do para

purificagdo da enzima foi com a utilizacdo de tampao fosfato 0,01 mol/L contendo 2,0



mol/L de NaCl na etapa de adsor¢ao e com a utilizacdo do mesmo tampao isento de NaCl

para a etapa de dessor¢ao.

Trata-se de um trabalho que se fundamentou na necessidade de uma avaliacdo
ampla do processo de obten¢do da enzima escolhida, fato cada vez mais necessario na area
de processos biotecnoldgicos. A experiéncia acumulada pela equipe de trabalho do LEB
(Laboratério de Engenharia de Bioprocessos/FEA/Unicamp) e a busca por integrar
procedimento e resultados de trabalhos anteriores foram determinantes para o conjunto

deste estudo e dos resultados por ele alcangados.

Visto a extensdo do trabalho e a considerdvel quantidade de resultados obtidos
optou-se pela apresentacdo da dissertacdo na forma de artigos. Os capitulos I, II e III
apresentam a introduc@o geral do trabalho, a revisao bibliogréfica e uma descricao geral das
metodologias utilizadas e a seqiiéncia de experimentos realizados. Os resultados e
discussdo sdo apresentados nos capitulos IV a IX no formato de artigos submetidos a
revistas indexadas ou a congressos cientificos. O capitulo X traz uma conclusio geral do

trabalho.



CAPITULO II - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Lipases — importancia e aplicacoes
Lipases sdo enzimas que atuam principalmente sobre dleos e gorduras através da

clivagem de ligagdes ésteres glicerideos, liberando acidos graxos livres, monoglicerideos
ou diglicerideos. Podem atuar também em processos de interesterificacdo ou
transesterificacao (Vulfson,1993).

Castro & Anderson (1995) descreveram as seguintes possibilidades de reagdes para

as lipases:

RCH,0H + R’ COOH = RCOOCH;R’ + H,0 (reacido de esterificacdo)
RCOOCH,R’ + H,O = RCH;0H + R’ COOH (reagdo de hidrdlise)
RCH,0H + R’"COOCH,;R”’ =R’’CH,0H + R’COOCH;R (interesterificacdo)
RCOOCH;R’ + R"COOCH;R’”> = RCOOCH,R”*” + R”’COOCH,R"’ (transesterificagdo)

Devido ao fato de poderem catalisar diversos tipos de processos diferentes, como
descrito acima, as lipases representam cerca de 20% das enzimas utilizadas em
biotransformacdes segundo Gittlesen et al. (1997) Sao diversos os campos de aplicagdo das
lipases. A tabela 2.1 a seguir sintetiza as principais aplica¢des das lipases em diferentes

tipos de industrias de acordo com Castro & Anderson (1995).

Tabela 2.1 — Aplicagdes industriais de lipases

Industria Aplicagdo
Laticinos Hidrdélise de gordura do leite
Panificacdo Aumento do aroma e da vida de prateleira
Cerverjaria Aceleracao da fermentagdo em funcao dos lipidios
Carne Desenvolvimento do aroma e remoc¢do do excesso de gordura
Farmacéutica Digestao de 6leos e gorduras em alimentos
Médica Determinacao de triglicerideos no sangue
Papel Tratamento de polpas de celulose
Tratamento de residuos Decomposicio e remog¢do de substincias oleosas




Producao da enzima

Com o grande campo de aplicac¢do das lipases, estudos para obtencdo deste tipo de
enzima sdo cada vez mais freqiientes e, muitos sdo os fatores que determinam a forma de
obtencdo e as caracteristicas da enzima obtida. Dentre estes fatores é relevante citar que a
producdo da enzima depende do microrganismo utilizado, condi¢des de indculo,
composi¢do do meio de fermentacdo, aeracdo, agitacdo, pH do meio de fermentagdo,
temperatura, etc.

A otimizacdo das condi¢des de producdo da enzima deve ser realizada a fim de
obter o maximo da producdo enzimatica, considerando também as questdes de custo de
obtencdo, viabilidade técnica de producdo e recuperacdo da enzima a partir do meio
fermentado, selecdo de substratos adequados, etc. A seguir hd um breve relato de trabalhos
encontrados na literatura que procuram situar a importancia de cada uma destas questdes, as
diferentes possibilidades de compatibilizar todos estes aspectos e os resultados que vém

sendo obtidos nos ultimos anos.

Obtencao do inéculo para producio de lipase

A obteng¢do do indculo é uma etapa de fundamental importancia para se atingir bons
niveis de atividade enzimadtica na fermentacdo e, também, para garantir a reprodutibilidade
dos resultados. A utilizacao de fungos em fermentacdes torna a tarefa de reproduzir os
resultados mais dificil, pois o fato de serem organismos pluricelulares faz com que
padroniza¢io do indculo seja mais complexa. E comum nestes casos a utilizacdo da
contagem de esporos em camara de Newbauer para preparacdo do indculo, no entanto, tal
procedimento ndao garante necessariamente bons niveis de atividade enzimdtica na
fermentagdo e nem uma boa reprodutibilidade dos resultados.

De acordo com a equipe do Laboratério de Sistemdtica Microbiana
(DCA/FEA/Unicamp) uma boa op¢do a contagem de esporos é realizar o cultivo do
microrganismo em placa de Petri utilizando meio sélido e, apds a incubacdo, retirar uma
area circular do meio s6lido contendo o microrganismo e transferir assepticamente para o
meio de fermentacdo. Tal procedimento reduz a variabilidade do processo e melhora a

padronizacdo. Além da quantidade de esporos utilizados e a quantidade de indculo, a

composi¢do do meio de cultivo, pH e tempo de incubacdo sdo outros fatores muito



relevantes na obtencdo de um indéculo capaz de levar a resultados satisfatérios e
reprodutiveis no processo fermentativo.

No caso de fungos em que ocorre a formagdo de pellets, (como o Geotrichum
candidum utilizado neste estudo), os fatores linhagem do fungo, tamanho ou quantidade do
in6culo, do tipo de meio de crescimento e as condicoes fisicas utilizadas sdo determinantes
na formacdo dos pellets e na obtencdo de bons resultados na fermentagdo, conforme
observado por Whitaker & Long (1973).

Outros autores também relatam a necessidade de se avaliar as condi¢des do indculo.
Vannot et al.(2001), estudaram a producdo de lipase por Penicillium cyclopium em estado
estaciondrio, sendo uma das varidveis analisadas a quantidade de indculo, além da
concentracdo do substrato e o pH. A melhor condi¢do de producdo da enzima ocorreu com
a utilizacdo de 1,0% de dgua de maceracdo de milho, pH de 5,5 e com inéculo de 10*
esporos/mL. Em continuidade ao trabalho anterior, Vannot et al. (2002) estudaram o efeito
da quantidade de inéculo e da concentracdo de substrato (d4gua de maceracdo de milho) para
producdo de lipase de Penicillium cyclopium. A melhor condi¢do para obtencao do in6culo,
que proporcionou uma alta produgdo de lipase, foi com a utilizacdo de 1,0% de dgua de
maceracdo de milho e 3.200 esporos/mL. A fermentacdo foi realizada com pH inicial de
5,0, temperatura de 25°C e 120 rpm de agita¢do. Observa-se na comparacdo dos dois
trabalhos seqiienciais apresentados que a redug¢do na quantidade de in6culo proporcionou
um maior nivel de atividade lipolitica na fermentacao.

Outro fator que contribui para a qualidade final do inéculo € a composicao do meio
de cultivo. Burkholder & Sinnott (1945) observaram que Penicillim notatum formou pellets
lisos em meio sintético enquanto 0 mesmo microrganismo apresentou pellets rugosos em
meio complexo contendo dgua de maceracao de milho. A diferenca morfoldgica dos pellets
formado pode influenciar nos resultados obtidos durante a fermentagao.

Além dos fatores citados acima, o tempo de incubacdo do inéculo € também
preponderante para o processo, seja pela influéncia no tempo total do processo quanto na
viabilidade das células e/ou esporos obtidos. O efeito da quantidade e da idade de in6culo
foi avaliado por Sen & Swaminathan (2004) na produgdo de sufractantes, que geralmente é
feita em dois estdgios. No referido trabalho, os autores analisaram os efeitos individuais e

cumulativos da utilizacdo de dois estdgios de indculo na producdo de sufractantes a partir



de Bacillus subtilis DSM 3256, em relacdo as varidveis quantidade e idade de in6culo. A
condic¢do 6tima foi obtida com 56 horas de incubacdo e 5,5% (v/v) de inéculo e 4,5 horas e
9,5% (v/v) de indéculo, para o primeiro e segundo estdgios, respectivamente.

As dificuldades iniciais de padronizacdo do in6culo e a pequena produgdo da
enzima na fermentacdo levaram a necessidade de se avaliar as condi¢des do indculo para
producdo da lipase. As varidveis analisadas foram a quantidade e ao tempo de incubacio do
in6culo, que segundo relatos da literatura, sdo as mais importantes quando se trata de obter

um inéculo com condicdes satisfatdrias ao processo fermentativo.

Composiciao de meios de fermentacao para producao de lipase

O estudo de meios industriais de fermentacdo para obten¢do de produtos
biotecnolégicos tem sido de grande importdncia nos ultimos anos. A busca por
composi¢des que levem a uma maior produgdo enzimdtica ¢ um dos principais objetivos
dos estudos realizados. No entanto, outros fatores ganharam importancia significativa mais
recentemente, como a necessidade da obten¢do de composi¢des com menor nimero de
componentes, obtencdo de atividades enzimdticas mdximas em determinada condigao,
reaproveitamento de residuos e outros biomateriais e principalmente, redu¢do dos custos de
producdo.

Virios trabalhos encontrados na literatura relatam as diferentes aplicagdes de
lipases microbianas, bem como a utilizacdo de meios industriais para producdo desta e de
outras enzimas.

A produgdo de lipase extra e intracelular de Geotrichum candidum foi estudada por
Jacobsen et al. (1989 a). A lipase extracelular foi produzida em meio de cultivo contendo
peptona e a adi¢ao de 6leo de oliva ou tween 80 ao meio aumentou significativamente a
producdo. A producdo de lipase intracelular no meio contendo 6leo de oliva foi superior a
de lipase extracelular, na fase inicial de crescimento celular. No entanto a produgdo total de
lipase extracelular foi maior do que a de lipase intracelular, com ambos os indutores da
producdo.

Em continuacio do trabalho anterior, Jacobsen et al. (1989 b) realizaram a producao
e caracterizacdo de multiplas formas de lipases de Geotrichum candidum. O meio de
cultura continha a seguinte composicdo, por litro de d4gua destilada: uréia, 3g;

MgS0,4.7H,0, 2g; KoHPO4.3H,0, 2g; 4cido citrico.1H,0, 1g; 6leo de oliva, 10g; goma
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ardbica, 1g. A produ¢do méaxima de lipase extracelular de cerca de 60U/mL foi encontrada
com 27 horas de fermentagao.

Outras fontes de nitrogénio também foram exploradas na produgdo de lipases. O
uso de fontes ndo convencionais de carbono e nitrogénio vem crescendo nos ultimos anos,
como mostram os trabalhos a seguir. Agua de maceracio de milho, hidrolisados protéicos,
residuos ricos em acucares, proteinas ou material oleoso estdo entre os que mais
freqlientemente sdo utilizados na producao de lipases.

A inducdo de triglicerideos e 4dcidos graxos na produgdo da lipase por Geotrichum
candidum ATCC34614 foi estudada por Shimada et al (1992). Neste caso, o
microrganismo foi cultivado a 27 °C em meio com 5% de agua de maceragcdao de milho e
0,5% de NH4NO;3; como fontes de nitrogénio obtendo cerca de 80 U/mL de atividade

enzimatica de lipase.

Cordova et al. (1998) investigaram a producao de lipase por Rhizomucor pusillus e
Rhizopus rhizopodiformis por fermentacdo semi-sé6lida utilizando uma mistura de bagaco
de cana e pasta de 6leo de oliva. A produgdo da enzima apenas com o bagaco de cana foi de
4,99 e 1,73 U/g, respectivamente, enquanto que com a mistura de bagago de cana e pasta de
6leo de oliva na propor¢do de 50% de cada componente, obteve-se 20,24 e 79,60 U/g,
respectivamente.

Medeiros, 1999 estudou os efeitos das fontes de carbono (6leo de soja, 6leo de oliva
e glicose) e fonte de nitrogénio (dgua de maceracdo de milho e nitrato de amonio) para a
producdo de lipase por Geotrichum sp a 30°C e 120 rpm em frascos agitados. A técnica de
planejamento experimental e andlise da superficie de resposta foram utilizadas para
otimizacdo da producdo de lipase. Os resultados obtidos com as condi¢des otimizadas
foram atividade enzimatica de 18 U/mL utilizando 2,1-2,5% de nitrato de amonio, 13-15%

de 4gua de maceracao de milho e 0,6% de 6leo de soja.

Miranda et al. (1999) estudaram a producdo de lipase por Penicillium citrinum
utilizando um residuo do refinamento de 6leo vegetal como indutor na producio. Foram
utilizados meio de cultura com 1,0% de 6leo de oliva e 0,75% de (NH4),SO4 e outro com
1,6% do residuo industrial e 0,75% de (NH4),SO4. Os resultados obtidos foram
comparados, sendo a atividade maxima obtida com a utilizacdo do 6leo de oliva de 2,63

U/mL e com o residuo industrial , de 5,79 U/mL. Foi avaliada ainda a influéncia da fonte de
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nitrogénio e do pH inicial no meio utilizando o residuo industrial. O sulfato de amdnio na
concentracdo de 0,75% mostrou-se como a melhor fonte de nitrogénio obtendo-se uma
atividade enzimatica de 6,74 U/mL, com 1,6% de residuo industrial no meio. O pH inicial
do meio de 5,5 propiciou uma maior atividade enzimética de 5,26 U/mL, utilizando meio

de cultura com 1,6% de residuo industrial e 0,75% de (NH4),SOy.

Maldonado et al. (2001) investigaram a producdo de lipase por Penicillium
restrictum utilizando diferentes indutores para producdo de lipase (6leo de oliva, de soja e
de milho). Foi obtido a méxima atividade lipolitica de 23,0 U/mL, utilizando-se meio
contendo 3,0% de peptona e 1,5% de 6leo de milho, apds 96 horas de fermentacdo. A
fermentacdo foi realizada a 30° C, 160 rpm e pH inicial do meio de 5,5.

Burkert et al. (2002) e Maldonado et al. (2002) investigaram a produc¢do de lipase
por Geotrichum candidum NRRLY-552 em frascos agitados utilizando meio de cultivo
contendo peptona como fonte de nitrogénio e 6leo de soja como indutor da produgdo e
também as condi¢des de pH inicial do meio de fermentacao e a temperatura de produgdo da
enzima. As condi¢des otimizadas de produ¢do da enzima foram 3,58% de peptona e 0,64%
de 6leo de soja, pH inicial do meio de fermentacdo igual a 7,0, temperatura de produgao de
30°C, agitacao de 250 rpm.

Tan et al. (2004) estudaram a producdo de lipase por Penicillium cammembertii
Thomm PG-3. O meio otimizado para produ¢do da enzima € composto por: 4% de pasta de
soja (isenta de gordura), 0,5% de dleo de jojoba, 0,1% de (NH4),HPO, e Tween 60. A
fermentacao foi realizada a 28°C por 96 horas com pH inicial de 6,4. A maxima atividade
enzimatica obtida foi de 500 U/mL.

Dos trabalhos citados na literatura € possivel verificar que hd um grande nimero de
estudos de producio de lipase utilizando fungos. Este fato, ja citado anteriormente, pode ser
atribuido ao fato dos fungos produzirem enzimas extracelulares, o que facilita a
recuperagdo da enzima do meio fermentado, tornando este tipo de microrganismo mais
interessante do ponto de vista de processo.

Diferentes substratos sao citados na literatura para producdo de lipase. Em relacdo a
fonte de carbono, em geral, utiliza-se sempre algum tipo de 6leo vegetal ou residuo do
processo de refino destes Oleos. Este trabalho escolheu o 6leo de soja como fonte de

carbono e indutor na producdo de lipase devido aos resultados citados na literatura serem
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similares aos obtidos com outros 6leos e ao fato do dleo de soja apresentar um baixo custo
e ter uma ampla produ¢do no cendrio mundial e também no Brasil. As fontes de nitrogénio
relatadas sdo muito diversas, sendo tanto de origem organica quanto inorganica. Um dos
problemas da escolha da fonte de nitrogénio consiste no bindmio produgdo versus custos.
Peptona e extrato de levedura sdo fontes comumente utilizadas, mas apresentam custos
elevados. Por este motivo, varios estudos buscam outras fontes de nitrogénio para obtengdao
de lipases. Nos trabalhos citados anteriormente verifica-se a utilizacdo de peptona, uréia,
dgua de maceracdo de milho, nitrato e sulfato de amdnio, etc, como fontes de nitrogénio.
Neste trabalho, a op¢do foi por avaliar fontes alternativas de nitrogénio (Prodex-lac® e dgua
de macera¢do de milho) que apresentam baixo custo e grande quantidade de nitrogénio total
em sua composi¢do, o que as torna potencialmente interessante como fontes de nitrogénio

para processos biotecnolégicos.

Producao de enzimas em bioreatores

Reatores de mistura sdo muito empregados nos mais diversos tipos de processos
biotecnoldgicos. Vérios trabalhos na literatura procuram determinar as melhores condicdes
de agitacdo e aeracdo para operagdo destes reatores, bem como influéncia de diferentes
tipos de impulsores.

Jacobsen et al. (1989 b) obtiveram lipase de Geotrichum candidum em reator de
mistura utilizando temperatura de 30°C, agitacdo de 750 rpm e aeracdo de 1600mL ar.min™.
O méximo de concentracdo de massa celular, de 5,9 g.L" foi obtido apés 22 horas de
crescimento e 0 maximo de atividade lipolitica foi obtido apds 27 hora de processo.

A producdo de lipase de Penicillium simplicissimum foi estudada por Sztajer et al.
(1992) que obtiveram 6,9 U/mL de atividade lipolitica em reator de mistura com
temperatura de 30°C, 100 rpm de agitacio e 120L/h de aeracdo, apds 48 horas de
fermentacao.

Freire et al. (1997 a) utilizando Penicillium restrictum obteve 13 U/mL de atividade
lipolitica com 200 rpm e 0,5 vvm de aeragao e agitacao, respectivamente.

Os reatores airlift sdo caracterizados por uma circulagdo de fluido num modelo

ciclico definido, através de canais construidos com este propdsito. A diferenga entre o
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liquido contendo bolhas de ar na sec¢do de fluxo ascendente (riser) e do liquido na se¢ao de

fluxo descendente (downcomer) promove a circulagiao do fluido no reator.

Diferentes variacOes de reatores airlift t€m sido desenvolvidas, com diferencas na
geometria do reator, contando com reatores cilindricos e retangulares, com reciclo externo e
tubos concéntricos, tipos de separadores gds-liquido com a finalidade de melhorar a

transferéncia de oxigénio dissolvido em diferentes regides no interior do reator.

As vantagens do reator airlift quando comparado a reatores convencionais vao
desde os custos de implantacdo até a operagdo. O reator airlift destaca-se por necessitar de
uma menor demanda de energia, uma vez que nao requer agitacdo mecanica, € de simples
constru¢cdo em escala industrial, principalmente pela auséncia de partes mdveis e geometria
simples, além de ter grande relacdo altura x diametro, razdo pela qual pode ser construido
em 4areas com restricdo de espaco. Entretanto, as maiores vantagens do reator airlift em
relac@o aos reatores convencionais sao a maior transferéncia de oxigénio, com menor custo

e menor drea ocupada.

Através da investigacdo na produgio de B-D-glucosidase (E.C.3.2.1.21), endo-1,4-
B-D-glucanase (E.C.3.2.1.4) e D-xilanase (E.C.3.2.1.8) por Aspergillus fumigatus IMI
255091 em fermentador com agitacdo convencional e fermentador airlift foi possivel
observar que, no fermentador airlift, as atividades enzimdticas alcancadas foram cerca de
20% maior que no fermentador com agitacio mecanica. Este fato pode ser causado pela
acdo cisalhante do agitador que, embora ndo afete a enzima ja produzida, provavelmente
danifique o micélio do fungo, inibindo a subseqiiente producdo da enzima (Wase et al.,

1985).

Chevalier & Noue (1987) investigaram a produ¢do de o-amilase com células livres
e imobilizadas de Bacillus subtilis em fermentadores de bancada e em fermentador airlift
utilizando as mesmas condi¢des de aeracio a 1/3 vvm e temperatura de 30°C. No
fermentador convencional o crescimento foi mais lento que no airlift, atingindo a
concentracdo maxima de biomassa apds 24 h. A taxa maxima de crescimento para o airlift
foi de 0,55 h'!e 0,37 h'! para o fermentador convencional. Porém, a diferenca mais
significativa foi na producdo da enzima. Apds 12h de fermentacdo no airlift foram

observados 18 U/mL de atividade enzimatica enquanto no fermentador convencional, 15,7
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U/mL ap6s 24 h. Verificou-se ainda que 7,09 mg/L (99,4% de saturacdo) e 5,20 mg/L (71%
de saturacdo) foram as medidas de oxigénio dissolvido no airlift e no fermentador

convencional, respectivamente.

Schmidhalter & Canevascini (1992) estudaram a producdo de um sistema de
enzimas celuloliticas de Coniophora puteana em fermentadores airlift devido a este fungo
ser muito sensivel a agitacdo mecanica convencional. Foram testadas diferentes fontes de
carbono como a glicose, celobiose e celulose amorfa que influenciaram na taxa de
crescimento especifico variando em 0,082, 0,068 e 0,062 h! e o rendimento 0,45, 0,39 e

0,34 g/g, respectivamente.

A produgdo de fosfolipase D (PLD) em processo continuo no airlift € processo em
batelada e batelada alimentada em fermentador com agitacdo mecanica convencional foi
pesquisada usando células de Streptomyces lydicus livres e imobilizadas em quitosana. Na
cultura continua com células imobilizadas foi observada uma alta atividade e produtividade
numa taxa de diluicdo de 0,33 h'. A atividade foi de aproximadamente 12,7 U/mL na
cultura continua com células imobilizadas, enquanto a produtividade foi de 4,19x10° U/L.h,
cerca de 3 vezes maior que a cultura em batelada ( 1,16)(103 U/L.h), 3,6 vezes a cultura em
batelada alimentada (1,27)(103 U/L.h) e 3 vezes maior que a cultura continua com células

livres (1,36x10° U/L.h) (Shinonaga et al., 1996).

Kim et al. (1997) verificaram a producdo de celulase, xilanase e B-glucosidase de
Aspergillus niger KKS em diferentes biorreatores. Foram utilizados os fermentadores tipo
frascos agitados, agitacdo mecanica convencional, borbulhamento em coluna e airlift, os
trés dltimos foram testados em processo batelada e batelada alimentada. Em geral melhores
rendimentos e produtividade das enzimas foram encontrados nos reatores com
borbulhamento em coluna e airlift. Os melhores resultados para a celulase foram um
rendimento de 84 FPA 1U/g, em reator com borbulhamento em coluna, e produtividade de
9,7 FPA IU/L.h, com agita¢do convencional, alcancados no modo de operagdao em batelada
alimentada. A xilanase obteve um rendimento maximo de 9100 U/g em reator com
borbulhamento em coluna operando em batelada, e produtividade de 823 U/L.h no airlift

em batelada alimentada. No caso da B-glucosidase o melhor desempenho foi conseguido
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com o fermentador airlift em batelada, alcancando um rendimento de 370 U/g e 26 U/L.h

de produtividade.

Siedenberg et al. (1997) estudaram a producgdo de xilanase por Aspergillus awamori
em tanque agitado e aerado e em reator airlift. Entre outros fatores verificaram que a
producdo da enzima foi influenciada pelo tamanho do pellet formado e pela concentragdo
de esporos adicionados ao meio de cultivo. No tanque agitado, maiores produtividades no
processo de producao de xilanase foram obtidas com pequenos pellets, em contraste com os
resultados encontrados no airlift. A produgao no tanque agitado foi cerca de 8 vezes maior

que no reator airlift.

A produgdo de L(+) 4cido latico foi estudada por Yin et al. (1997), verificando-se
que apds 4 dias de cultura a concentracdo de L(+) dcido latico foi de 82 g/L em um
fermentador de bancada enquanto que no fermentador airlift a producdo de 92 g/L foi
alcancada em 3 dias, sendo as taxas de producao de 0,85 g/L.h e 1,27 g/L.h e o rendimento
de 68% e 78%, respectivamente. O menor rendimento obtido no fermentador com agitacao
pode ser devido a aderéncia do micélio no vidro, o que resultaria numa diminuicdo na

transferéncia de oxigénio e substrato, fato este nao observado no fermentador airlift.

Jin et al. (1998), fazendo parte de um programa de tratamento de efluentes
estudaram a produgdo de proteina de biomassa microbiana e o-amilase fingica produzida
por Aspergillus oryzae com o efluente liquido do processamento do amido em um reator
airlift e condicdes 6timas de crescimento a pH 5,0 e 35°C conseguiram obter 6 g/L. de
proteina de biomassa microbiana contendo 38% de proteina e 55 EU/mL de a-amilase em

12 horas de cultivo em batelada com um reator com 3,5 litros.

Um bioreator do tipo airlift foi utilizado para producdo de proteina fingica e
glucoamilse de Rhizopus oligosporus DAR 2710 a partir do de um efluente contendo
residuo do processamento de amido (SPW). O processo foi realizado por 14 h a 35°C e pH
inicial igual a 4,0. A biomassa fingica apresentou 46% em massa de proteina fiingica, que €
segura tanto pra consumo humano quanto animal. O processo foi realizado sem

esterilizacdo inicial e sem hidrélise prévia do efluente. (Jin et al., 1999)

Kamimura et al. (1999) estudaram a produgdo de lipase por Geotrichum sp. em

reator de bancada utilizando meio complexo (com 4dgua de maceracdo de milho). Uma
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maxima atividade lipolitica de 28 U/mL foi obtida ap6s 10 horas de fermentagdo, sob

agitacdo de 1,0 vvm, agitacao de 400 rpm e temperatura de 30°C.

Oda et al. (2005) utilizaram um reator do tipo airlift com volume de 20,0L para
producdo de lipase de Rhizopus oryzae que posteriormente foi imobilizada e utilizada na

obtencdo de biodiesel a partir de 6leos vegetais.

Burkert et al. (2005) estudaram a produgdo de lipase em reator de mistura e em
reator do tipo airlift utilizando Geotrichum candidum NRRL Y-552 e meio sintético. Os
resultados obtidos demonstraram uma melhor performance da produgdo no reator airlift, no
qual a produtividade foi cerca de 40% maior do que no reator de mistura, comparando-se as
condi¢des 6timas de operacdo: 1,0 vvm para reator airlift € 1,0 vvm e 300 rpm para reator

de mistura.

O estudo de lipases em bioreatores € bastante relatado na literatura, mas poucos siao
os trabalhos que utilizaram reator do tipo airlift para obtenc¢do de lipases. No entanto, a
aplicacdo de reatores do tipo airlift ¢ muito relatada para sistemas que utilizam fungos
como parte biologica do sistema. A auséncia da agitacio mecanica danifica menos os

micélios celulares, proporcionando melhores resultados na fermentagao.

A escolha deste trabalho foi por utilizar a faixa de valores de aerac¢do estudados
anteriormente por Burkert et al. (2005) de 1,0 a 2,5 vvm para estudo no airlift e a condi¢ao
otimizada do reator de mistura (1,0 vvm e 300 rpm) para comparacio da performance dos

dois sistemas.

Etapa de up stream (clarificacao prévia de substrato)

De acordo com relatos da literatura, a utilizagdo de fontes ndo convencionas de
carbono e nitrogénio vem sendo amplamente estudada para producdo de enzimas. Tais
fontes apresentam como atrativos percentuais relativamente elevados de carbono,
nitrogénio e/ou outros nutrientes, abundancia de oferta e custos reduzidos, pois em geral
sd0 materiais com pouca ou nenhuma destinacdo industrial. No entanto, se por um lado a
utilizacdo destas fontes ndo convencionais traz beneficios, por outro lado etapas

subseqiientes do processo podem se tornar pouco vidveis, como a recuperacao e purificacao
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da enzima do meio fermentado. Isso se deve ao fato de que, de modo geral, estas matérias-
primas contém muitas impurezas e material particulado, o que torna dificil a operacio de
sistemas de purificagdo. Uma alternativa para evitar tal problema € realizar um tratamento
prévio de clarificagdo e remocdo de material particulado destas matérias-primas antes da
fermentacdo. Alguns trabalhos recentes relatam esta necessidade que vem surgindo na area

de bioprocessos nos ultimos anos.

Por exemplo, Treichel (2004) obteve bons resultados no processo de purificacao de
inulinase obtida a partir de meios complexos ao realizar uma prévia clarificagdo dos
substratos utilizados na etapa de producdo (dgua de maceracdo de milho e melaco). A
clarificacdo prévia destes substratos remove uma série de impurezas do meio,
especialmente materiais particulados, que tornariam bem mais dificil a tarefa de

recuperacao da enzima do meio fermentado.

Alguns relatos na literatura dao conta de processos de pré-tratamento para melaco,
residuo industrial rico em agucares, muito utilizado em processos bioldgicos. Kaseno &
Kokugan (1997) utilizaram microfiltracio com membrana de cerimica para o pré-
tratamento de melaco na producdo de etanol. Eles observaram que cerca de 99,5% de
glicose e 90,2% dos actcares totais foram metabolizados pelos microrganismos no melago
tratado contra 83,1% de agucares totais metabolizados quando se utilizou melago ndo

tratado.

Kim & Shoda (1999) estudaram a clarificacdo de melaco através de um processo
semicontinuo de producao de peroxidase de Geotrichum candidum. A peroxidase agiu na
clarificacdo de melaco por quatro semanas com 80% de melaco clarificado. Em um
segundo teste, 0 microrganismo foi imobilizado em uma espuma de polietileno e o tempo

de acdo da peroxidase aumentou para mais de oito semanas.

Mendes (2006) realizou um estudo de pré-tratamento de melagco e 4gua de
macera¢do de milho para producdo de inulinase. A melhor condi¢do de processo foi obtida
quando os dois substratos foram tratados separadamente, o que evitou a floculacdo dos
componentes do meio de fermentacdo. Através do estudo com planejamento fatorial, as
melhores condi¢des do pré-tratamento foram estabelecidas com utilizacdo de 4% (p/p) de

carvao ativo tipo ANFC, sob agitagdao de 150 rpm, 60°C e 10 minutos.
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Conforme citado nos trabalhos acima, a utilizacdo de pré-tratamentos de meios
complexos € uma drea que vem despertando interesse dos pesquisadores, especialmente
com a tendéncia atual de analisar os processos biotecnoldgicos de um ponto de vista mais
global, pensando como uma etapa influencia as etapas subseqiientes. A remocdo de
residuos na fase anterior a fermentacdo pode contribuir para melhorar as condigdes de
obtencdo do bioproduto (removendo substancias inibidoras) e facilitar o processo de

recuperac¢do do bioproduto a partir do caldo fermentado (etapa de down stream).

Purificacao e caracterizacao de lipases

O estudo da purificagdo de enzimas é importante para obten¢io de enzimas com alto
grau de pureza e com bons niveis de atividade enzimdtica. A auséncia ou o reduzido grau
de impurezas contribui para um espectro mais amplo de aplicacdes da enzima e um alto
nivel de atividade enzimdtica permite a utilizacdo de pequenas quantidades da enzima, o

que € vantajoso tanto em termos de processo como de estocagem da enzima.

O processo de purificacdo € fundamental na obtenc¢do e aplicacdo industrial de uma
enzima. Apos a fermentacdo, a enzima encontra-se no meio contendo uma série de outros
compostos que ndo sao de interesse. A escolha do processo de purificacdo enzimatica deve
ser feita levando em consideracdo a necessidade de uma boa recuperagdo da atividade
enzimatica aliada a um alto grau de purificagdo. Além disso, o processo deve ser simples e
barato, evitando sucessivas etapas. Em geral, a fase de purificacdo € a etapa que mais

contribui para o custo total de obtencdo de uma enzima.

A cromatografia de interagdo hidrofébica é um método bastante citado na literatura
para a purificacdo de lipases. A enzima é adicionada a coluna cromatografica em um
solucdo tampao de alta forga idbnica. Como as lipases, em geral, apresentam um carater mais
apolar, estas ficam adsorvidas a matriz utilizada na coluna. Posteriormente, com a redugao
da forga i6nica da solu¢do tampao, a enzima entdo sofre dessor¢do, sendo recuperada com
menor grau de impurezas. A escolha deste método para a purificacdo da enzima neste
trabalho deve-se também ao fato dele j4 ter sido aplicado com sucesso para a purificacao de

lipase de Geotrichum sp., realizada por Mendieta (1999) e por Kamimura et al (2001).
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Outros autores relatam estudos relativos a purificacao enzimaética. Kordel & Schimd
(1990) adaptaram um processo de purificacdo enzimética a caracteristica hidrofobica da
lipase Pseudomonas sp. ATCC 21808. A lipase bruta foi concentrada por ultrafiltracdo e
submetida a cromatografia de troca idnica em Q-Sepharose, seguida de uma cromatografia
de interagdo hidrofébica em Octyl Sepharose. A eluicio da enzima na coluna de O-
Sepharose foi feita com 2-propanol. O processo obteve uma recuperagdo de 56% e fator de

purificacdo de 159 vezes.

De acordo com Baillargeon (1990) no estudo da purificacdo e especificidade de
lipases de Geotrichum candidum a partir de um preparo bruto comercial da enzima, foram
isoladas duas enzimas denominadas lipase A e B. A lipase A continha 11,4% de
carboidratos e mostrou ser estavel com 99% de atividade residual apds incubagdo a 30°C

por 24 horas. As lipases A e B apresentaram composi¢ao de aminoacidos similares

Apesar da importancia do estudo da purificagdo da enzima é preciso considerar que
por mais adequado que seja o processo escolhido, este sempre vai causar alteragdes na
enzima. Reduc¢do da atividade enzimdtica, alteracdes de temperatura e pH 6timo de atuagdo
e de estabilidade sao algumas das caracteristicas que podem ser afetadas com o processo de

purificagdo.

Dessa forma, a caracterizacdo bioquimica das enzimas ganha destaque, pois estas
podem ser afetadas tanto pelo processo de purificagdo como por outros fatores (como
tempo e forma de estocagem, alteracdes no meio de fermentacdo e nas demais condi¢des de
obtencdo, etc.). Além de fornecer dados para compreender a atuagao e as alteracdes sofridas
pela enzima, a caracterizacdo enzimatica também fornece dados que devem ser
considerados no momento da aplicacdo desta enzima para um processo. Temperatura e pH
6timos, estabilidade térmica e com pH, meia-vida e outros parametros sao decisivos na hora

do dimensionamento de um processo enzimatico.

Existe uma diversidade muito grande de lipases que podem ser obtidas a partir de
microrganismos e estas podem apresentar caracteristicas muito distintas entre si. Ha lipases
que tem sua 6tima em pH dcido, outras atuam préximas a neutralidade e, ainda aquelas
ditas alcalinas. Em relacdo a temperatura 6tima também hd um amplo espectro de lipases

atuando em vdrias faixas de temperatura. Estas s@o apenas duas caracteristicas que
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influenciam no tipo de aplicacdo que pode ser dado a uma enzima. Essas e outras
caracteristicas enzimdticas podem ser afetadas por uma série de fatores, como forma de
obtencdo da enzima, tipo de reagdo em que a enzima € aplicada, tempo, temperatura e pH
de estocagem, processos de purificagdo, etc. Sendo assim, o estudo da caracterizagao
enzimdtica é alvo de muitos estudos relatados na literatura e ele foi incluido neste trabalho
para analisar os efeitos da utilizacdo de diferentes fontes de nitrogénio na obtencdo da
enzima, da aplicacdo de processo de clarificacdo da fonte de nitrogénio e do processo de

purificagdo.

Na literatura é comum encontrarmos relatos de estudos de purificacdo feitos
conjuntamente com a caracterizagdo enzimatica, assuntos amplamente estudados na drea de

Bioquimica e também de Bioprocessos.

A caracterizagdo e a purificacdo de lipases de Geotrichum candidum foram
estudadas por Veeraragaven et al. (1990). As lipases I e II foram purificadas 35 vezes com
62% de recuperacdo em atividade e 94 vezes com 18% de recuperacdo, respectivamente.
As lipases I e II tém valores de pH 6timo de 6 e 6,8 e pontos isoelétricos de 4,56 e 4,46,

respectivamente. As enzimas sao estaveis na faixa de pH 6 a 8.

Philips & Pretorius (1991) purificaram e caracterizaram a lipase extracelular de
Galactomyces geotrichum, um fungo teleomorfo do Geotrichum candidum e compararam
as caracteristicas das duas enzimas. A quantidade médxima de lipase produzida pelo
Galactomyces geotrichum foi observada apds 24-36 horas de incubagdo, e meio preparado
com Oleo de oliva. A lipase modificada mostrou ter diferente composi¢ao de aminodcidos
em relacdo a lipase de G. candidum. A atividade maxima da enzima de G. geotrichum
obtida neste trabalho foi a pH 7,75 e 30°C e a mesma perdeu toda atividade quando
submetida a tratamento a 56°C por 35 minutos. A especificidade das lipases por dcidos

graxos insaturados foi semelhante na comparacdo das duas enzimas.

Uma preparacdo bruta de lipase de Ustilago maydis ATCC 14826 foi injetada em
coluna de troca ibnica S-Sepharose, obtendo-se duas fragdes (I e II) com atividade
lipolitica. A lipase I foi aplicada em coluna de butyl Sepharose, com recuperacdo global de
12%. A lipase II foi purificada com recuperagdo de 13,5%, em coluna de DEAE-Sepharose
e butyl Sepharose (Lang et al., 1991).
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Rua & Balesteros (1994) relatam a purificacdo de lipases de Candida rugosa em
coluna hidrofébica de Phenil Sepharose e colunas de Sephadex G-25 e Sephacryl HR-100.

A recuperacdo global foi de 50% e o fator de purificacdo de 9,6 vezes.

Com uma coluna hidrofébica de butyl-Sepharose equilibrada com tampao tris 50
mmol/L. (pH 8,0) contendo 0,1 mol/L NaCl, Rua et al. (1997) purificaram lipase de
Bacillus themocatenulatus. A eluicao foi feita com 4cido célico 1%, no mesmo tampao. O

fator de purificacdo obtido foi de 28 vezes e a recuperagdo de 51%.

A purificacdo da lipase produzida por Alcaligenes sp. foi estudada por Sousa (1996)
através de fracionamento com sulfato de amoénia e cromatografia em coluna DEAE-

Sephadex A-50, obtendo-se 2 fragdes com atividade de lipase, denominadas fragdes I e II,

Macédo (1997 a) estudou a producdo de lipase por Geotrichum sp., em

frascos agitados, nas condi¢des operacionais de 30 °C por 48 horas de incubag¢do com 100

rpm de agitacdo. A lipase de Geotrichum sp. apresentou atividade maxima de 6 U/mL na

faixa de pH 5 a 8 a 45 °C. A atividade enzimatica foi acrescida em 45% na presenca de 1
mmol/L. de MgSOj4 no sistema de reacgao.

A lipase obtida por Geotrichum sp. foi purificada 16,5 vezes através de

fracionamento com sulfato de amonia e cromatografia em coluna DEAE-Sephadex A-50. A

enzima apresentou atividade 6tima na faixa de pH 5-8 a 45°C (Macédo, 1997 b).

Mendieta (1999) utilizando coluna hidrofébica de butyl Sepharose equilibrada com
tampao fosfato 0,01 mol/L pH 7,0 adicionado de 2 mol/L de NaCl, purificou lipase de
Geotrichum sp. A eluic¢do foi feita com o mesmo tampao sem o sal. Os resultados obtidos

de recuperagdo e fator purificacdo foram de 68% e 39 vezes respectivamente.

Lipase de Ophistoma piliferum foi purificada por cromatografia de interacao
hidrofébica em coluna de Octhyl Sepharose, seguido de cromatografia de troca idnica.
Foram obtidas duas diferentes lipases. A lipase presente em maior quantidade apresentou
peso molecular de 60KDa e pl igual a 3,79; enquanto a fracdo minoritaria apresentou 55
KDa e pl de 3,60. Verificou-se que a atividade hidrolitica da enzima sobre p-
nitrofenilbutirato (C4) e p-nitrofenilestearato (C18) era igual, um resultado ndo esperado.

(Brush et al., 1999)
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Lipase de Chromobacterium viscosum foi fracionada utilizando polipropileno
Sepharose gel. Foram estudadas a influéncia da composi¢do fase mével na etapa de
adsor¢do e observou-se que a adsor¢dao aumentava com o aumento da forga iOnica na fase
movel. A total retencdo da enzima foi obtida com uma concentragdo de 20% p/v de sulfato
de amodnio em tampao fosfato. A dessorcdo foi realizada com a diminui¢do da forca idnica

do tampao. (Diogo et al., 1999).

Burket et al. (2001) realizaram a caracterizagdo parcial da lipase de Geotrichum
candidum obtida a partir de meio sintético contendo peptona e 6leo de soja. A enzima
apresentou pH e temperatura 6timos de 7,0 e 37°C. A estabilidade térmica da enzima foi
relativamente baixa, com uma meia-vida de 3,6 h (37°C e pH 7,0) e a atividade enzimatica
foi quase totalmente inibida pela presenca de ions Cu**e Ag" e, parcialmente inibida, pela

presenca de Fe** e Zn".

A lipase de Aspergillus carneus foi purificada por cromatografia de interacdo
hidrofébica obtendo-se um fator de purificacdo de 24 vezes e uma recuperagdo da atividade
de 38%. A enzima apresentou pH e temperatura 6timos de 9,0 e 37°C, respectivamente. Foi
estavel na faixa de pH 8 a 10 por 24 horas e por 5 minutos a temperatura de 70°C. (Saxena

et al., 2003).

A producdo em larga escala de uma lipase lissomica dcida recombinante obtida de
Schizosaccharomyces pombe foi realizada por sistema de batelada alimentada e a enzima
obtida foi purificada em duas etapas, utilizando cromatografia de interagao hidrofébica,
seguida de cromatografia de troca anionica. A enzima purificada apresentou peso molecular

de 90 a 150 kDa e atividade especifica de 300 U/mg. (Ikeda et al., 2004).
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CAPITULO III - MATERIAIS E METODOS

Fluxograma das etapas do trabalho

1°. Etapa — Estudo das condi¢des de

obtenc¢do do indculo (capitulo IV)

2%, Etapa - Otimizacdo dos meios de

fermentagdo utilizando residuos

industriais (capitulo V)

3%, Etapa - Produgcdo da enzima em

reator do tipo air-lift (capitulo VI)

4%, Etapa - Producdo da enzima em

reator de mistura (capitulo VI)

5% Etapa — Estudo da etapa de up stream

- clarificacdo do substrato (capitulo VII)

6°. Etapa - Purificacdo da enzima
(capitulo VII)

7°. Etapa - Caracterizacdo bioquimica

da enzima (capitulos VIII e IX)

X N U U U e
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Estudo  para  determinacdio  da
quantidade e idade de in6culo.

Planejamentos  experimentais com
cinética de fermentacao para
determinagdo dos meios otimizados

com diferentes fontes de nitrogénio
(meio 1 — Prodex-lac® e meio 2 — agua
de maceragao de milho).

Estudo da aeragdo (1,0 a 2,5 vvm) para
producdo de lipase, com ambos os
meios otimizados.

Producao da enzima em reator de
mistura (1,0 vvm e 300 rpm) para
comparacdo da performance em relagao
ao reator do tipo airlift , com ambos os
meios otimizados

Estudo da clarificag@o prévia da dgua de
maceracdo de milho para producido da
lipase e ajuste da concentracdo Otima
desse substrato.

Estudo da purificagdo da lipase obtida
com ambos os meios otimizados por
cromatografia de interacdo hidrofébica
(HIC)

Caracterizacdo parcial da lipase bruta e
determinagcdo do pH e temperatura
6timos da lipase purificada obtidas com
ambos os meios otimizados



O fluxograma apresentado acima apresenta de forma esquemdtica as etapas
realizadas durante o trabalho. Cada etapa apresentada estd relacionada com o capitulo na
qual encontra-se descrita nesta dissertacdo. A primeira etapa estd no capitulo IV que
descreve a obtencao de melhores condi¢des de obtencdao do indculo. O capitulo V apresenta
a etapa de otimizacdo da composicao dos meios de fermentacdo e o capitulo VI traz os
resultados das etapas 3“. e 4", do estudo da produgdo da lipase em reatores de bancada. O
estudo de up stream e purificacdo aparece relatado no capitulo VII e a caracterizacao

enzimatica € objeto de discussdo dos capitulos VIII e IX.

Microrganismo

Geotrichum candidum NRRLY-552 gentilmente cedido pela Agricultural Research
Service Collection, armazenado em meio dgar Yeast Malt (3 g/L de extrato de levedura,
3g/L de extrato de malte, 5 g/L. de peptona, 10 g/L. de glicose e 30g/L de 4gar) a 4°C foi

escolhido para o desenvolvimento do projeto de producdo de lipase.

Obtencao do inéculo para producio de lipase por Geotrichum candidum

Ensaios para determinacdo da quantidade de indculo

O microrganismo armazenado em dgar Yeast Malt foi ressuspendido com 1,0 mL de
agua estéril e transferido para uma placa de Petri contendo o mesmo meio de cultura. Esta
placa foi incubada por 48 horas a 30°C sem agitacdo. Em todos os ensaios realizados neste
trabalho este procedimento foi adotado como primeira etapa do processo de obtencdo de
indculo.

No primeiro teste para determinagdo da quantidade de indculo dreas circulares de
1,54 cm? (d = 1,4 cm) foram retiradas da placa contendo o microrganismo e transferidas
para um tubo de ensaio contendo meio de indculo (5,0% de peptona; 0,1% de nitrato de
sodio; 0,1% de sulfato de magnésio e 1,0% de 6leo de soja). Neste teste foram realizados
quatro ensaios utilizando 1, 2, 3 e 4 areas circulares, respectivamente. Os tubos de ensaio
foram incubados por 24 horas a 30°C e 250 rpm. Apds incubagdo o conteudo de cada tubo
foi transferido para erlenmeyers de 500 mL com 100 mL do meio de crescimento e esses

foram novamente incubados por 24 horas a 30°C e 250rpm. A fermentagdo foi realizada
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com meio de fermentacdo (5,0% de peptona; 0,1% de nitrato de sédio; 0,1% de sulfato de
magnésio e 1,0% de 6leo de soja) transferindo-se 10% (v/v) de in6culo para o meio de
fermentagdo. A resposta analisada foi a atividade lipolitica durante a fermentagao.

O segundo teste para determinacdo da quantidade de inéculo avaliou o volume de
meio de indculo utilizado (50 a 300mL) e o didmetro da area circular contendo o
microrganismo adicionada ao meio de indculo (1,5 e 1,0 cm), totalizando 12 ensaios. Neste
caso, a resposta analisada foi a atividade lipolitica durante o tempo de incubacdo de
indculo. A partir desse teste, o indculo foi realizado em apenas dois estagios (crescimento
em placa e incubacdo em meio liquido em erlenmeyer) ao contrdrio do primeiro no qual foi
realizado um estdgio a mais (incubag¢ido em meio liquido em tubo de ensaio).

O terceiro teste para determina¢do da quantidade de indculo foi idéntico ao segundo
com a redugdo do nimero de ensaios. Analisou-se as variaveis volume de in6culo (50 e 100

mL) e didmetro da area circular (1,5 e 1,0 cm).

Ensaios para determinacdo do tempo de incubacdo do indculo.

O volume de in6culo e o didmetro da area circular foram definidos em 100 mL e 1,0
cm, respectivamente. Na seqiiéncia foram realizados quatro ensaios para escolha do melhor
tempo de incubacdo de in6culo. Os ensaios foram realizados com os dois estagios de
indculo (crescimento em placa e incubacdo em meio liquido) conforme descrito no sub-
item anterior, seguido do processo fermentativo. Avaliou-se os tempos de incubacdo de
in6culo de 15, 24, 36 e 48 horas. A atividade lipolitica durante a fermentacgao foi a resposta

analisada.

Andlise do efeito da padronizacdo do indculo: incremento na atividade lipolitica e

reprodutibilidade dos resultados

A andlise dos efeitos da padroniza¢do do indculo sobre o processo fermentativo foi
realizada com a comparacao entre dois planejamentos experimentais fracionérios 2% com
as varidveis independentes concentragdo de peptona (3,0 a 7,0%), de nitrato de sddio (0 a
0,2%), de sulfato de magnésio (0 a 0,2%) e dleo de soja (0,5 a 1,5%). O primeiro
planejamento foi realizado antes da padronizagdo do indculo e o segundo, apds a

padronizacdo. A resposta analisada foi a atividade lipolitica durante a fermentagdo.
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Comparou-se o incremento da atividade lipolitica em decorréncia da mudanca do
procedimento de in6culo em cada ensaio.

A reprodutibilidade dos resultados foi avaliada com um teste de cinética de
fermentacdo com 4 ensaios realizados nas mesmas condi¢des (5,0% de peptona; 0,1% de
nitrato de sédio; 0,1% de sulfato de magnésio; 1,0% de 6leo de soja; pH inicial de 7,0; 30°C
e 250 rpm). Avaliou-se a atividade lipolitica média e o desvio padrdo para cada tempo de

fermentacdo amostrado (6 a 96 horas).

Estudo da composicao dos meios de fermentacao

O estudo da composi¢do dos meios de fermentacao foi realizado com a utilizagcdo de
dois residuos industriais — Prodex-lac® (hidrolisado protéico) e dgua de maceracdo de
milho. Os meios escolhidos foram anteriormente testados por Burkert (2003).

A primeira etapa do processo consistiu na realizacio de um planejamento
experimental fraciondrio PA para cada meio escolhido, para selecionar as varidveis
significativas do processo. Para o meio contendo Prodex-lac® (meio 1) foram avaliadas as
varidveis independentes concentragao de Prodex-lac® (1,0 a 7,0%), de nitrato de sédio (0 a
0,2%), de sulfato de magnésio (0 a 0,2%) e 6leo de soja (0,5 a 1,5%) e para meio contendo
dgua de maceracdo de milho (meio 2), concentragdo de dgua de maceracdo de milho (5 a
15%), de cloreto de amonio (0 a 1%), Prodex-lac® (0,5 a3,5%) e 6leo de soja (0,4 a 1,0%).

Com os resultados obtidos nos planejamentos fraciondrios foram selecionadas as
varidveis estatisticamente significativas em cada um dos meios para a realizagdo dos
planejamentos experimentais completos. Para o meio 1, as varidveis significativas foram
concentracdo de Prodex-lac® e de 6leo de soja, estudadas agora nas faixas de 1,0 a 5,0% e
de 0,2 a 1,0%, respectivamente. J4 para o meio 2, selecionou-se as varidveis concentragao
de 4gua de maceracdo de milho e de 6leo de soja, analisadas nas faixas de 2,0 a 10% e de
0,2 a 1,0%, respectivamente.

Com etapa dos planejamentos experimentais completos foi possivel a obtencdo de
um modelo empirico que representasse a produgdo da lipase tanto para o meio 1 como para
o meio 2. A partir dos modelos foi obtida a condicdo 6tima de obtencdo da enzima para
cada meio. As condi¢des otimizadas do meio de fermentacdo para rodugdo da enzima foram

utilizadas para as etapas posteriores do trabalho.
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Producio da enzima em reator do tipo airlift

Com os meios otimizados obtidos na primeira etapa do processo, prosseguiu-se o
estudo da producdo de lipase com a utilizacdo de reatores de bancada. O foco desta etapa
do trabalho foi a utilizacdo do bioreator do tipo airlift para producao de lipase utilizando o
Geotrichum candidum, que é um fungo imperfeito filamentoso.

A escolha desse reator foi feita com base em estudos relatados na literatura (ver item
2.3) que utilizaram com sucesso reatores airlift para fermentacdes com fungos
filamentosos. A opg¢do de utilizar este reator pra produgdo de lipase baseou-se ainda no
estudo realizado anteriormente por Burkert (2003), no qual a comparacdo dos resultados de
atividade lipolitica e produtividade foram melhores no reator airlift do que em reator de
mistura convencional.

O estudo foi realizado com os dois meios previamente otimizados (meio 1: 3,5% de
Prodex-lac® e 0,7% de 6leo de soja; meio 2: 8,0% de dgua de maceracido de milho e 0,6%
de 6leo de soja) nas condigdes de aeracdo de 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 vvm. As fermentacdes
foram realizadas em reator do tipo airlift com pH inicial do meio igual a 7,0 e temperatura
de producao de 30°C. A atividade enzimética, produtividade, pH do meio de fermentacdo e

o consumo de oxigénio ao longo do tempo foram as respostas analisadas no processo.

Producao da enzima em reator de mistura

Para efeito de comparacdo a produgdo da enzima foi realizada em reator de mistura,
com as condicdes otimizadas por Burkert (2005), que obteve uma melhor producio e
melhor produtividade de lipase de Geotrichum candidum nas condicdes de 300 rpm de
agitacdo e 1,0 vvm de aeracdo, pH inicial de 7,0 e temperatura de 30°C. As respostas

avaliadas neste caso foram as mesmas escolhidas para o reator airlift.

Estudo da etapa de up stream (clarificacao prévia do substrato)

A utilizacdo de residuos industriais neste projeto poderia comprometer a etapa de
purificagdo da enzima, uma vez que os substratos contém diversas impurezas que podem
danificar ou obstruir a coluna de purificagdo. Desta forma, foi realizado um estudo de

clarificacdo prévia da d4gua de maceracdo de milho para produgdo da lipase.

28



A técnica de clarificacdo escolhida foi a realizada por Treichel (2004), que consiste
em misturar o substrato a ser clarificado com carvao ativo. A dgua de maceracio de milho
(ja na concentragdo a ser utilizada na fermentacao) foi misturada com 8,0% de carvao ativo
e a mistura foi submetida a tratamento a 65°C e 150 rpm por 1 hora. Em seguida, a mistura
foi submetida a filtragdo a vacuo por duas vezes. Os outros componentes do meio foram
adicionados apds a clarificagdo da dgua de maceracao de milho.

Foram avaliadas as concentragdes de 8 a 15% de dgua de maceracdo de milho
clarificada para producdo da lipase. Esta alteracdo na concentra¢do do substrato em relacdo
ao meio otimizado deve-se ao fato que de que a clarificacdo além de remover impurezas,
também pode retirar componentes que contribuem para a produg¢do da enzima, dai a
necessidade de se fazer um ajuste nos valores da concentra¢do do substrato clarificado em
relac@o ao substrato bruto.

As fermentacdes foram realizadas em frascos agitados a 30°C e 250 rpm, com pH
inicial do meio de 7,0. A atividade lipolitica foi a resposta analisada e os dados foram
tratados através de andlise univaridvel utilizando o teste de Tukey (que avalia se hd
diferenca estatisticamente significativa entre diferentes condi¢cdes utilizadas através do

valor da MDS — menor diferenca significativa).

Purificacio da enzima

A purificacao da lipase obtida com ambos os meios industriais foi realizada através
do método de cromatografia de intera¢do hidrofébica (HIC). A montagem foi feita com um
sistema FPLC, com uma coluna de 1 cm de didmetro interior e altura de leito de 5 cm,
contendo Butyl Sepharose. A coluna contendo a resina foi lavada com tampao fosfato de
sédio 0,01 mol/L pH 7,0 e equilibrada com tampao fosfato 0,01 mol/L pH 7,0 contendo 2
mol/L de cloreto de sddio.

A etapa de adsorcdo foi realizada com a amostra da enzima em tampao fosfato 0,01
mol/L pH 7,0 contendo NaCl. A concentracio de NaCl no tampao utilizado na adsorcdo
variou de 1,0 a 3,0 mol/L, de acordo com valores testados anteriormente por Mendieta
(1999).

A dessorcao da enzima foi realizada com a passagem do mesmo tampao sem a

presenca de NaCl. As amostras da enzima purificada foram analisadas quanto a atividade
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lipolitica e ao teor de proteina solivel, para calcular o fator de purificacdo e a recuperagao

da atividade.

Caracterizacio enzimatica

Neste trabalho foi realizada a caracterizagdo parcial das lipases bruta e purificada,
obtidas com os dois substratos escolhidos. As caracteristicas analisadas neste estudo foram
temperatura e pH 6timos, estabilidade em relagdo a temperatura e ao pH, determinagdo das
constantes cinéticas Ky, € Vi € do tempo de meia vida, energia de ativacdo e desativagao,

estabilidade ao congelamento.

Temperatura e pH otimos

Quatro planejamento experimentais completos 2%, com as varidveis independentes
temperatura (27 a 47°C) e pH (6,0 a 8,0), foram realizados para determinagdo dos valores
de temperatura e pH 6timo da reagdo enzimdtica. A emulsdo reacional (tampao fosfato,
goma arédbica e 6leo de oliva) foi preparada com diferentes valores de pH e a reagdo

enzimatica foi realizada a diferentes temperaturas.

Estabilidade térmica

A determinacdo da estabilidade em funcdo da temperatura foi realizada incubando-
se a enzima em solu¢do tampao pH = 7,0 (pH 6timo determinado na etapa anterior) em
diferentes valores de temperatura (25, 30, 35, 37, 40, 45, 50, 55 e 60°C). Amostras de cada
ensaio foram coletas em diferentes intervalos de tempo (de acordo com a temperatura
estudada) e tiveram a atividade enzimatica determinada de acordo com Freire et al. (1997
b).

Nesses experimentos variou-se a temperatura em que a enzima fica incubada, mas
todas as amostras coletadas foram analisadas a 37°C. Os resultados obtidos nesses
experimentos foram utilizados para calcular a meia-vida (t;;) € a constante de desativacdo
(Kq) para cada temperatura estudada.

Os valores de Ky podem ser calculados através da equacdo 3.1, considerando que a
altas temperaturas a cinética de desnaturacdo enzimadtica € de 1°. ordem e que o valor de K4

€ funcdo apenas da temperatura absoluta (T).

30



-In (VIVy) =Kg. t (3.1)

onde: V = atividade enzimética em cada tempo de amostragem
V, = atividade enzimadtica no tempo inicial (t = 0)
K4 = constante de desativacdo da reacdo enzimdtica

t = tempo de incubacg@o da amostra

Na prética, os valores experimentais de Ky sdo determinados através do coeficiente
angular do grafico —In(V/V,) versus t.

A meia vida da enzima € o tempo necessario para que a enzima tenha sua atividade
reduzida pela metade, ou seja, V = 0,5V, Sendo assim, a partir da equacdo 3.1.,

substituindo-se o termo V, obtém-se a equacgao 3.2. para o cdlculo da meia vida da enzima.

tin=-1n(0,5)/K4 (3.2)

onde: t;» = meia vida da enzima

K4 = constante de desativacdo da reacdo enzimdtica

Energia de ativagdo (E,) e energia de desativacdo (E,)

O célculo da energia de ativacdo foi realizado utilizando alguns pontos do estudo da
temperatura 6tima (27, 37 e 47°C) e com pontos obtidos a 30 e 44°C, todos utilizando meio
reacional com pH igual a 7,0. Com os dados obtidos construiu-se o grafico —In(V/V,)
versus 1/T. A partir do coeficiente angular do gréfico, obteve-se a energia de ativagdo

através da equacdo de Arrhenius linearizada (eq. 3.3).

- In (V/V,) =E/RT (eq. 3.3)

onde: V = atividade enzimdtica na temperatura analisada

V, = atividade enzimadtica na temperatura de referéncia (T =37°C)

E, = energia de ativacdo da reagc@o enzimética
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R = constante dos gases perfeitos

T = temperatura absoluta

A energia de desativacdo da reagdo enzimatica (E4) foi determinada a partir dos
dados do estudo da estabilidade térmica. A partir do coeficiente angular do gréfico —In(Ky)

versus 1/T e utilizando a equagdo 3.4. determina-se o valor da energia de desativacdo (Eg).

In Kqg=1In K- E¢/RT (eq.3.4)
onde: K4 = constante de desativacdo da reac@o enzimética a uma dada temperatura.
K = constante de desativacdo da reacdo enzimdtica na temperatura de referéncia.
E4 = energia de desativacdo da reacdo enzimatica
R = constante dos gases perfeitos

T = temperatura absoluta

Estabilidade em relacdo ao pH

A determinagdo da estabilidade em fun¢ao do pH foi realizada com incubacgdo a
temperatura de 30°C, a mesma utilizada anteriormente por Burkert (2003). Foram
escolhidos os valores de pH 6,0; 7,0 e 8,0 para o estudo da estabilidade. As amostras foram
coletadas em diferentes tempos de incubacdo e a atividade enzimadtica determinada segundo
Freire et al. (1997 b) na temperatura de 37°C. Os resultados obtidos foram utilizados para o

calculo da meia vida de enzima em funcao do pH de incubagio.

Determinagdo das constantes cinéticas K, e Vyax

A determinacdo das constantes cinéticas K, e Vy.x foi realizada variando-se a
concentracdo do substrato para a reacdo enzimatica (6leo de oliva). A faixa escolhida para
determina¢do das constantes cinéticas foi de 8 a 100 g/L. de 6leo de oliva adicionado ao
meio reacional.

Para cada ensaio foi preparada uma emulsdo reacional com uma concentracao
diferente de O6leo de oliva, dentro da faixa escolhida. A emulsdao foi utilizada para
determinagdo da atividade enzimadtica de acordo com o método descrito por Freire et al.

(1997B).
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Estabilidade ao congelamento

Amostras das enzimas obtidas foram congeladas e analisadas periodicamente para
determinar a atividade residual em fun¢do do tempo de congelamento e a determinagdo do
tempo de meia vida.

Métodos analiticos

Determinacdo da atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada de acordo com o método descrito por Freire et
al. (1997 b). O método € baseado na titulacdo dos dcidos graxos liberados pela acdo da
enzima lipase, presente no caldo fermentado bruto, sobre os triglicerideos de 6leo de oliva
emulsionados em goma ardbica.

Em frascos de 100 mL s@o adicionados 19 mL de emulsdo (5% de goma ardbica e
5% de 6leo de oliva) em tampao fosfato 100mM pH 7,0. A esta mistura é adicionado 1 mL
do caldo fermentado contendo a enzima incubando-se 30 minutos a 37°C. A reacdo é
paralisada com adi¢do de 20 mL de solucdo acetona:etanol 1:1 v/v e os acidos graxos
liberados sao titulados com solu¢do de NaOH 0,05 N até pH final 11 em titulador
automatico Mettler Toledo DL50. Uma unidade de atividade de lipase € definida como a
quantidade de enzima que libera 1 wmol de &4cido graxo por minuto, nas condi¢des
descritas.

Para determinacdo da temperatura e pH 6timos da enzima, a metodologia de andlise
foi diferente em relacdo a citada por Freire et al. (1997 b), pois a temperatura de anélise da
atividade enzimdtica variou na faixa de 27 a 47°C e o pH do meio reacional na faixa de 6,0
a 8,0. A mesma faixa de temperatura foi utilizada para determinacdo da energia de ativagao
da enzima (E,), mas neste caso, o pH do meio reacional foi sempre igual a 7,0.

Quanto a determinagdo das constantes cinéticas K, e Vpi, em relacdo a
metodologia descrita acima, foi modificada a concentragcdo de 6leo de oliva utilizado, para

na faixa de 8 a 100 g/L (0,8 a 10% 6leo de oliva).
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Determinacdo do pH do meio de fermentacdo

O pH do meio de producao foi determinado através da leitura direta do pH

das amostras em pHmetro Mettler Toledo 320.

Determinacdo do teor de proteina

A determinacdo da concentracdo de proteina solivel foi realizada pelo método

descrito por Lowry et al. (1959).

Determinacdo de oxigénio dissolvido (OD)

O teor de oxigénio dissolvido (OD) foi determinado por leitura direta através de

eletrodo de oxigénio acoplado aos fermentadores.
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ABSTRACT

Lipases are extremely versatile enzymes that are able to catalyze a large number of
reactions. Lipases are produced by a variety of microorganisms including bacteria,
filamentous fungi and yeasts. Fungi are preferred for industrial production because they
produce extracellular lipases. Lipases have been the subject of investigation over the last
few years and it is important to obtain the best production conditions (composition of
culture medium, aeration, agitation, temperature and pH). Furthermore, fungi are
pluricellular that can cause variations amongst experiments, which can be prejudicial in the
production of inocula with the same physiological conditions. In addition, variations in the
inoculum have distinct influence on the results and reproducibility of process. The aim of
this work was to study the inoculum size and age for lipase production by Geotrichum
candidum NRRLY-552 that would enable the optimization of lipase production. The
optimized conditions were an inoculum size of 0.79 cm’ (circular area containing the
spores), added to 100 mL of culture medium and an inoculum age of 15 hours. These
conditions reduced the experimental error and resulted in a five times improvement in
lipase activity. Optimization of the inoculum conditions possibilitied to continue the study

of the lipase production optimization by G. candidum [1].

INTRODUCTION

Lipases (triacylglycerol acylhydrolases, E.C. 3.1.1.3) are enzymes with considerable
physiological significance and industrial potential. Lipases catalyze the hydrolysis of
triacylglycerols to glycerol and free fatty acids. In contrast to esterases, lipases are only
activated when adsorbed at an oil/water interface [2]. A real lipase can split emulsified
esters of glycerin and long-chain fatty acids such as triolein and tripalmitin.

Lipases have promising applications in organic chemical processing, detergent
formulations, synthesis of biosurfactants, the oleochemical industry, the dairy industry, the
agrochemical industry, paper manufacture, nutrition, cosmetics and pharmaceutical
processing. The development of lipase-based technologies for the synthesis of novel

compounds is rapidly expanding the uses of these enzymes [3].
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Due to their wide-ranging significance, lipases remain a subject of intensive study
[4,5,6] Research on lipases is focused particularly on their structural characterization,
elucidation of action mechanisms, kinetics, sequencing and cloning of lipase genes, and
general performance characterization [4, 6, 7]. Recently other important factors concerning
the efficient production and application of lipases have been studied, such as the
development of lipase bioreactor systems and the optimization of up and down streams.

Fungi are preferred for the industrial production of lipase because they produce
extracellular lipases, which facilitate their separation from the fermentation medium. The
fungus G. candidum has been reported to be a potent lipase producer and factors affecting
lipase production by this strain have been optimized, seven variables having been found to
be important, i.e., pH, temperature, cultivation time, salt concentration and % of carbon and
nitrogen in the medium [8, 9,10,11]

The development and management of the inoculum through various production
stages has a definite effect on the subsequent performance and economics of the process. In
commercial industrial fermentation processes, it is well known that the age and density of
the inoculum used directly influences the duration of the lag phase, specific growth rate,
biomass yield, sporulation and quality of the final product, and hence the production cost
[12,13].

The effect of inoculum age and size on enzyme production has been investigated
recently. The importance of these studies is considerable when using fungi in enzyme
productions, because they are pluricelullar organisms that can make homogenization of the
inoculum difficult and consequently modify the enzyme activity and reproducibility of the
results.

The production of lipase by Penicillium cyclopium using response surface
methodology was studied in two papers [14, 15] and the results showed that the three most
important factors were substrate concentration, pH and inoculum size. The optimal
conditions for high lipase production were 1.0% substrate (corn steep), 3,200 spores/mL,
initial pH of 5.0, temperature of 25°C and 120 rpm agitation.

The inoculum size influences the morphology of Ceratocystis ulmi, but was not
influenced by the inoculum spore type, spore age, temperature, pH, oxygen availability,

trace metals, sources of sulfur and phosphorous, concentrations of glucose and prolineor the
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addition of adenosine, reducing agents, methyl donors, amino sugars, fatty acids or carbon
dioxide. However, an unknown quorum-sensing factor excreted by the growing cells was
modifying the morphology of the mycelia. The authors concluded that the effect of
inoculum size is a manifestation of a quorum-sensing system that is mediated by an
excreted extracelullar molecule, and they suggested that this was characteristic of a
dimorphic fungus. [16].

A two-stage inoculum system was used to investigate the effects of inoculum age
and size on the production of surfactin by Bacillus subtilis. This study focused on the
elucidation of the individual, cumulative and interactive effects of two of the above
parameters. The maximum relative surfactin concentration was obtained using a primary
inoculum age and size of 56h and 5.5% (v/v) and secondary inoculum of 4.5h and 9.5%
(v/v), respectively. The results showed a strong interaction between the primary and
secondary inoculae and a maximum relative surfactin concentration of 58 CMC™ (or 1.3
g.L'l) was obtained. [17].

Thus the aim of this study was to investigate the influence of inoculum size and age
on lipase production by G. candidum NRRL Y-552, allowing for an increment in lipase

activity and a reduction in the variability of the results.

MATERIAL AND METHODS

Effect of inoculum size

The first test used to elucidate the effects of the inoculum on lipase production used
a different procedure to that used at the end of the study. G. candidum was cultivated in
Petri dishes containing malt extract agar (3 g/l malt extract, 3 g/L yeast extract, 5 g/L
peptone (Difco, Sparks, USA),10 g/L glucose (Ecibra, Sao Paulo, Brazil) and 30 g/L agar)
for 48 hours at 30°C. One to four circular 1.54 cm? areas (1.4 cm in diameter) were cut out,
transferred to culture tubes containing 10 mL of malt extract, incubated for 24 hours at
30°C and transferred to 500 mL Erlenmeyer flasks containing 100 mL of a medium
containing 5.0% of peptone, 0.1% of NaNOs (Ecibra, Sao Paulo, Brazil), 0.1% of MgSO4
(Ecibra, Sao Paulo, Brazil) and 1.0% of soy oil (Soya, Brazil), with an initial pH of 7.0.
These flasks were incubated for 24 hours at 30°C and 250 rpm and 10% (v/v) of the

resulting solution was used as the inoculum for lipase production using a medium with the
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same composition as the inoculum medium. Fermentation was carried out at 30°C and 250
rpm for about 72 hours. Lipase activity and pH were determined during fermentation.

In the second test concerning inoculum size, two variables were studied, i.e.,
inoculum diameter (1.0 and 1.4 cm) and the inoculum medium volume of (50 to 300 mL) to
determine the best inoculum size. Circular areas of solid medium containing spores were
cut out and transferred directly to flasks containing inoculum medium. Lipase activity and
pH were determined during the incubation time of the inoculum.

The best conditions obtained in the second test, i.e., inoculum diameter (1.0 and 1.4
cm) and the inoculum medium volume of (50 and 100 mL), were used in the third test to
obtain the best conditions of inoculum size. The third test was the same as the second test

with a smaller number of trials.

Effect of Inoculum Age

After the best inoculum size for lipase production by G. candidum had been
determined, experiments were run to determine the influence of inoculum age on lipase
activity. The inoculum was prepared as described above and flasks containing the inoculum
medium incubated for 15, 24, 36 or 48 hours and used to inoculate the fermentation

medium. Lipase activity and pH were determined during the fermentation time.

Lipase production

The influence of inoculum conditions (inoculum size and age) on lipase production
was determined using two 2*' experimental designs. The independent variables studied
were the concentrations of peptone (3.0 to 7.0%), MgSO4 (0 to 0.2%), NaNOs (0 to 0.2%)
and soy oil (0.5 to 1.5%). The first experimental design was performed using the initial
inoculum procedure and the second experimental design with the best conditions for
inoculum size and age determined in the initial study. The results of the two experimental
designs were compared, analyzing the increment in lipase activity.

The best conditions obtained in the second experimental design were used in a test
to determine the fermentation kinetics to evaluate the influence of inoculum size and age on

the reproducibility of the results obtained for lipase activity.
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Lipase assay

Lipase activity was determined by a micrometric assay with 0.05M NaOH, using
emulsified olive oil as the substrate. The reaction mixture consisted of 19 mL of an olive
oil/ gum Arabic emulsion (5% olive oil and 5% gum Arabic) in 0.1 M potassium phosphate
buffer, pH 7.0. This mixture was homogenized in a blender for 3 min and the enzyme
reaction started by adding 1 mL of culture supernatant. The assay was carried out at 37°C
and 200 rpm for 30 min and the reaction stopped by adding 20 mL of 1:1 acetone-ethanol
(v/v). The amount of fatty acids produced was quantified by titration with 0.05 M NaOH
using an automatic titration apparatus (Mettler DL21). One unit of lipase activity was
defined as the amount of enzyme that liberates 1 umol of fatty acid equivalents per minute

under the conditions of the assay [18].

RESULTS AND DISCUSSION

Determination of inoculum size

As shown in figure 1 there was a decrease in lipase activity with increase in
inoculum size (number of circular areas) during the fermentation time. After 47 hours of
fermentation, 15.75 and 2.77 U/mL lipase activity were obtained when 1x 1.54 cm” and 4 x
1.54 cm?, were used as inoculum, respectively. The lipase activity obtained with one
circular area was about six times higher, suggesting that a smaller quantity of spores added
to the same substrate concentration is better to obtain higher levels of lipase activity during
fermentation. This fact could be related to a typical phenomenon found in mycology, self-
inhibition of fungal spore germination. Many fungal spores exhibit a crowding effect [19,
20] in which the spores contain a prepackaged self-inhibitor that prevents germination
under crowded conditions [16]. Another effect observed was that fungi with small
inoculum sizes produced a transient mycelial stage with the mycelium length inversely
proportional to the inoculum size [21]. This effect was also obtained in the production of
cellulase by Trichoderma reesei Rut C-30, in which the average dimension of pellet seems
to be inversely proportional to the inoculum size [22]. The effects of self-inhibition and
inoculum size could explain the results obtained in this work, in which small quantities of
inoculum were propitious in obtaining a more effective inoculum for the fermentation

process.
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According to these results it was decided to use only one circular area of malt agar
containing spores, but two different areas were chosen for the next test: 1.54 cm® (1.4 cm in
diameter) and 0.79 cm?® (1.0 cm in diameter), because the first analysis suggested that the

smaller inoculum size could be more efficient in this process.
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Figure 1 — Effect of inoculum size on lipase production by G. candidum in lipase activity

(each area has 1.54 sz)

The results of the second test for inoculum size are shown in table 1. The highest
activities were obtained with a circular area of 1.0 cm of diameter and 50 mL of inoculum
medium (trial 1) and a circular area of 1.0 cm of diameter and 100 mL of inoculum medium
(trial 2), where 7.53 and 7.74 U/mL were obtained after 24 and 48 hours of incubation time,
respectively. The values obtained for lipase activity in this test were smaller than those
obtained in the first test, because the lipase activity was determined during the inoculum
incubation time and not during the fermentation time, as in the first test.

The second test showed that the conditions using a smaller quantity of spores
produced better results for lipase activity, as in the first test. This result suggests that the
hypothesis about the relation of quantity of spores inoculated and quantity of substrate in
the medium is highly probable, i.e. the smaller the relation the greater the lipase activity.

Similar results were observed by another author, as described above [21].
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The test was not conclusive with respect to the volume of inoculum medium, but it
suggests that the best condition is 50 or 100 mL. This is probably because oxygen transfer

is more efficient when using a smaller volume of inoculum medium.

Table 1 - Results obtained in the second test for inoculum size

Trial Volume of inoculum  Circular areas Lipase activity (U/mL)
medium (mL) diameter (cm)

24 h 48 h

1 50 1.0 7.53 4.01
2 100 1.0 2.62 7.74
3 150 1.0 3.83 4.02
4 200 1.0 3.12 3.37
5 250 1.0 2.93 3.33
6 300 1.0 3.60 4.83

""""" 750 14 473 021

8 100 1.4 4.49 3.05
9 150 1.4 4.23 3.34
10 200 1.4 3.27 2.95
11 250 1.4 2.09 2.71
12 300 1.4 1.16 2.48

Since the highest results for lipase activity were obtained with a circular area of
inoculum of 1.0 or 1.4 cm in 50 or 100 mL of inoculum medium, these conditions were
used to determine the effect of inoculum size on lipase activity.

As shown in table 2, the best lipase activity was obtained when the inoculum was
made with a circular area of 1.0 cm diameter (0.79 cm’ of area) in 100 mL of inoculum
medium and incubated for 37 hours. In the production of xylanase by Pleurotus ostreatus
SYJ042, the authors used the same methodology as used in this work, i.e., spore cultivation
in a solid medium and transference of the circular areas to the inoculum medium. They

obtained the same optimal circular area (0.79 cm?) using four 0.5 cm diameter disks [23].
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Table 2 — Results of the third test for inoculum size

Trial Volume of Circular area Lipase activity (U/mL)

inoculum diameter (cm)

dium (mL
medium (mL) 6.0h 12h 18h 24h 29h 37h 42h

1 50 1.0 00 00 00 310 398 481 8.49
2 100 1.0 00 00 024 264 461 1320 12.09
3 50 1.4 021 0.09 0.15 374 515 682 8.70
4 100 1.4 0.84 0.0 036 432 491 890 7.66

Inoculum age

The next step in this research was to determine the influence of inoculum age on
lipase activity. As shown in table 3, inoculae older than 15 hours resulted in higher lipase
activity levels. The lipase activities and pH profile are shown in figure 2.

The inoculum age varied a lot depending to the process, cultivation conditions,
composition medium, microorganism and other factors. The best condition for the
inoculum age of G. candidum determined this work was shorter than in the other studies
using different microorganisms. For example, an optimized inoculum age of 18 and 96
hours was obtained for the alkaline protease production by Bacillus mojavensis [24] and
Bacillus sp [25], respectively. The best inoculum age found using the two-stage inoculum
of alpha-amylase produced by Bacillus amyloliquefaciens showed the best results with 28
hours of primary inoculum and 6 hours of secondary inoculum. [26]. The inoculum age of
Aspergillus niger was better at 52.3, 60.5 and 52.5 hours for the production of
polymethylgalacturonase, polygalacturonase and pectinlyase, respectively [27].

Table 3— Results of inoculum age test

Trial Inoculum age (h) Lipase activity (U/mL)
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
1 15 13.90 17.19 15.80 16.78 5.37
2 24 10.90 10.72 11.82 10.83 7.81
3 36 3.05 4.61 7.17 5.44 0.52
4 48 1.99 491 4.36 3.41 3.04
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Figure 2 —Lipase activity during fermentation time in inoculum age test.
Comparison of lipase production using different inoculum procedures

Two 2*" factorial designs were applied to compare the initial inoculum procedure
with the new conditions obtained in this work. The results are shown in table 4.

Table 4 — The results of the two factorial designs using different inoculum procedures

Trial Peptone NaNO; MgSO; Soy oil Lipase activity after 48 hours
(%) (%) (%) (%) First factorial design ~ Second factorial design
1 30¢-1) O0¢G1 O0¢1) 0.5¢1) 3.25 13.21
2 70+1) O0C-1) Ol 1.5+ 2.56 18.01
3 3.0¢-1) 02(+1) O0(1) 1.5(+D 2.77 7.78
4 70++1) 02(+1) O(C1) 05D 1.05 5.00
5 30¢-1) O0¢D 02(+1) L5+ 2.71 3.43
6 7.0+ 01 02+1) 0.5¢(1) 2.16 6.69
7 3.0¢-1) 0.2(+1) 0.2(+1) 0.5(-1) 2.61 11.11
8 7.0+1) 0.2(+1) 0.2(+1) 1.5(+1) 2.93 13.97
9 500) 0.1(0) 0.10) 1.0(0) 2.84 21.87
10 5.00) 0.10) 0.1(0) 1.0(0) 1.57 14.43
11 50@0) 0.10) 0.1(0) 1.0(0) 2.86 20.11

* Results obtained using the optimized inoculum conditions (one circular area of 0.79cm’,

100 mL of inoculum medium and 15 hours of inoculum incubation).
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As shown in table 4, the modification of the inoculum conditions resulted in a good
increment in lipase activity, which ranged from 1.25 to 7.50 times. This result confirmed
the fact that the inoculum size and age used were much better than the initial conditions,
and were adequate for use with filamentous fungi such as G. candidum. This result is very
interesting because it showed that experimental designs can be used to show up problems
occurring in other phases not being directly analyzed. The small values obtained for lipase
activity and the small differences between the values for lipase activity in the different
treatments, suggest there were problems in the pre-fermentation, which should be studied
before statistically optimizing the medium composition for lipase production.

The kinetics of fermentation was carried out to determine the lipase production
profile during the fermentation time and to analyze for process reproducibility. Four trials
were made under the same conditions at the central point of the experimental design (5% of
peptone, 0.1% of sodium nitrate, 0.1% of magnesium sulfate and 1.0% of soy oil) with
many samples during fermentation time. Fermentation was carried out at 30°C, 250 rpm

and an initial pH of 7.0. The results are shown in table 5.

Table 5 — Results for fermentation reproducibility for lipase production by G. candidum

Time (h)  Trial 1 Trial 2 Trial 3  Trial 4 Average Standard Standard

(UmL) (U/mL) (U/mL) (U/mL) activity Error Error

(U/mL) (U/mL) (%)
6.0 0.83 0 0.53 0 0.34 0.41 121
12 4.27 4.82 2.57 3.73 3.80 0.97 25.6
24 10.12 7.53 7.49 7.23 8.09 1.36 16.8
30 10.86 7.14 9.70 6.23 8.48 2.16 25.5
37 - 10.32 8.83 10.48 9.88 0.91 9.2
48 15.19 10.18 11.03 9.63 11.51 2.52 21.9
54 12.93 9.20 9.36 7.76 9.81 2.19 22.4
71 8.55 8.47 3.83 7.56 7.10 222 314
78 1.61 5.07 1.11 1.41 2.30 1.86 80.8
83 0.21 4.97 1.85 5.11 3.03 241 79.4
96 0.28 0 0.03 0 0.08 0.40 175
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As shown in table 5, the inoculum conditions used reduced the variability of the
results. Between 24 and 54 hours, when the highest levels for lipase activity were observed,
the deviation in the relation of the average values was around 20%, which is a good result
for fermentation using filamentous fungi. Such kinetics also produced a greater level of
lipase activity than described in the literature. The average lipase activity after 48 hours
(11.51 U/mL) was about twice the size of that obtained in another study with the same
microorganism [28] and about five times bigger that previously obtained in this work,

before modification of the inoculum size and age.

CONCLUSION

The conditions obtained in this work with respect to inoculum size and age
contributed to the improvement of lipase production by G. candidum NRRL Y-552 and
reduced the variability in the fermentation results. The optimized inoculum was obtained
from a suspension of G. candidum spores in malt extract agar using 1.0 mL of distilled
water. This suspension was incubated in solid yeast malt agar for 48 hours at 30°C. A
circular area (0.79 cm?) was cut out and placed in an Erlenmeyer flask containing 100 mL
of inoculum medium (5.0% of peptone, 0.1% of NaNOs, 0.1% of MgSO, and 1.0% of soy
oil) and incubated for 15 hours at 30°C and 250 rpm. 10% of this inoculum (v/v) was

inoculated into the fermentation medium and fermentation carried out at 30° C and 250

rpm.
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Abstract

Lipase production by microorganisms has been much studied in recent years. Different
carbon and nitrogen sources are used for different types of microorganism. Yeasts are the
most commonly used microorganisms since they are unicellular and easier to manipulate,
but fungi are more interesting to bioprocess because they produce extracellular enzymes,
which makes enzyme recovery from the fermentation medium easier. In this work lipase
production by Geotrichum candidum NRRL Y-552 was studied using with alternative
nitrogen sources. Two substrates were chosen as nitrogen sources — yeast hydrolysate
(Prodex-lac®) and corn steep liquor. These substrates were chosen because they have no
important applications in industry, are cheap and contain high levels of nitrogen. Corn steep
liquor was analyzed from 5 at 15% and yeast hydrolisate from 1 at 7% using a factorial
design. In both cases soy oil was used as the carbon source and inducer of lipase
production. This substrate is a good option, because soy oil is produced on a very large
scale in many countries, especially in Brazil, and is cheaper than olive oil (more commonly
used substrate for lipase production). The results showed that the optimal conditions for
lipase production were 8% of corn steep liquor with 0.6% of soy oil (culture medium one)
and 3.5% of yeast hydrolysate with 0.7% of soy oil (culture medium two). The maximum
lipase activities obtained were, respectively, 17.0 and 24.0 U/mL, after 48 hours of

fermentation.

Key words: lipase, corn steep liquor, yeast hydrolysate, soy oil, optimization, complex

medium

1. Introduction

Lipase production is the aim of many studies reported in the literature. Different
nutrient sources and innumerous types of microorganism are used for this enzyme
production. Enzyme production is the first step in the study of an enzyme, and some factors
may be observed in this process. In this case, one important factor is to try to obtain the
highest level of enzyme production, but this is not necessarily sufficient for a good

development of the other phases of the enzyme process. The costs of production and the
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characteristics of the fermentation medium are very important to obtain an efficient
process.

Alternative nutrient sources have been much explored in recent years, because they
are of reduced cost and involve the reutilization of resources produced by industries,
agriculture and other processes, important in the reduction of environmental problems
concerning the destination of these sub products. Some studies reported in the literature
have shown good results using non-conventional carbon and nitrogen sources.

Lactic acid production by Enterococcus faecalis RKY1 showed a 106%
improvement in productivity and 138% improvement in cell weight on adding 15.0 g/L of

corn steep liquor to the fermentation medium (Hurok et al., 2005). Corn steep liquor was

also used in the production of lipase by Geotrichum sp. using a factorial experimental
design to obtain the best production conditions. Maximum lipase activity of 20 U/mL was
obtained using 13% of corn steep liquor, 2.1% of ammonium nitrate and 0.6% soy oil

(Burkert et al., 2004). Glucose oxidase production by Aspergillus niger showed a 10%

improvement when using corn steep liquor as the nitrogen source as compared to its

production using a medium without this nutrient (Kona et al., 2001). The production of a-

amylase by Aspergillus niger was not influenced by the addition of 20mL/L corn steep

liquor to the medium, but this substrate stimulated cell growth (Djekrif-Dakhmouche et al.,
20006).

The culture medium for the production of glucosyltransferase by Erwinia sp. was
optimized using an experimental design and response surface methodology. The best
production conditions were 160 g/L of sugar cane molasses, 20g/L of peptone and 15 g/L of

yeast hydrolysate after 8 h incubation at 30°C (Kawagutti et al., 2006).

The valorization of olive-mill wastewater (OMW) was also investigated as the
substrate in the growth medium for the microbial production of extracellular lipase.
Geotrichum candidum (NRRLY -552 and Y-553), Rhizopus oryzae (NRRL 6431),
Aspergillus oryzae (NRRL 1988 and 495), Aspergillus niger (NRRL 334), Candida
cylindracea (NRRL Y-17506) and Penicillium citrinum (NRRL 1841 and 3754, ISRIM
118) were screened for this production. All the strains were able to grow on undiluted
OMW and Candida cylindracea produced the highest lipase activity of 9.23 TU ml™ of
medium supplemented with NH4Cl (2.4 g L") and olive oil (3.0 g L, showing that OMW
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is a good option for lipase production (D’ Annibale et al., 2006). The same idea, i.e.,

adding value to agro-industrial residues, was reported in another paper (Mazzuti et al.,

2006) in which inulinase production by Kluyveromyces marxianus was studied using
sugarcane bagasse, a residue with a high sugar concentration, as the support carbon source.
Corn steep liquor was used as a nitrogen supplement.

Corn steep liquor was also used in the production of protease by Pseudomonas
aeruginosa strain K, but in this case, the substrate inhibited the protease activity (Rahman

et al., 2005). However, in a co-production of thermostable a- amylase and B-galactosidase

by Bacillus subtilis, corn steep liquor was the best nitrogen source (Konsula &

Liankopoulou-Kyriakides, 2006).

2. Material and methods

2.1. Inoculum

The microorganism used was Geotrichum candidum NRRLY -552 and the
inoculum was prepared from spores obtained from malt extract agar using 1.0 mL of
distilled water. These spores were incubated on Yeast Malt Agar in a Petri dish for 48 hours
at 30°C. A circular disk was then cut out and added to a flask containing the inoculum
medium (5.0% peptone, 0.1% NaNOs, 0.1% MgSO, and 1.0% soy oil). This medium was
incubated for 15 hours at 30°C and 250 rpm and 10% v/v of inoculum then transferred to

the fermentation medium.

2.2. Optimized fermentation medium containing yeast hydrolysate

Two factorial designs were used to study lipase production from the yeast
hydrolysate. A 2*"' fractional factorial design was first used, the independent variables
being the concentrations of yeast hydrolysate (1.0 to 7.0%), sodium nitrate (0 to 0.2%),
magnesium sulfate (0 to 0.2%) and soy oil (0.5 to 1.5%). The yeast hydrolysate used
contained about 4.0% of total nitrogen. After analyzing the effect of the four variables in
the fractional factorial design, two variables were selected and a Central Composite
Rotatable Design (CCRD) used to analyze the concentrations of yeast hydrolysate between

1.0 and 5.0% and of soy oil between 0.2 and 1.0%. All fermentations were carried out at
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30°C in 500 mL shaker flasks containing 100 mL of fermentation medium, with an initial
pH of 7.0 and 250 rpm of agitation. Lipase activity and the pH at 24, 48 and 72 hours of

fermentation were analyzed as the process responses.

2.3. Optimized fermentation medium containing corn steep liquor

Lipase production using corn steep liquor was analyzed in three sequential steps.
First the lipase production using different nitrogen sources — corn steep liquor, ammonium
chloride, yeast hydrolysate and peptone was investigated. After the preliminary trials, a 2*"
fractional factorial design was applied with the following independent variables: the
concentrations of corn steep liquor (5.0 to 15%), ammonium chloride (0 to 1.0%), yeast
hydrolysate (0.5 to 3.5%) and soy oil (0.4 to 1.0%). The corn steep liquor used contained
about 4.6% of total nitrogen. The second experimental design was applied using just two
variables: the concentrations of corn steep liquor (2.0 to 10.0%) and soy oil (0.2 to 1.0%).
The fermentations were carried out under the same conditions used in the medium

optimization containing yeast hydrolysate.

2.5. Analytical methods

Lipase activity was measured using a titrimetric assay, titrating with 0.05M NaOH,
the substrate being emulsified olive oil. The reaction mixture consisted of 19 mL of an
olive oil/ gum Arabic emulsion (5% olive oil and 5% gum Arabic) in 100 mM potassium
phosphate buffer, pH 7.0. This mixture was homogenized in a blender for 3 min and the
enzyme reaction started by adding 1 mL of culture supernatant. The assay was carried out
at 37°C and 200 rpm for 30 min. The reaction was then stopped by adding 20 mL of
acetone-ethanol 1:1 (v/v), and the amount of fatty acids produced titrated with 0.05M
NaOH to pH 11.0 using an automatic titration apparatus (Mettler DL.21). One unit of lipase
activity was defined as the amount of enzyme that liberates 1 mol of fatty acid equivalents

per minute under the assay conditions (Freire et al., 1997). The values for pH were obtained

using a pHmeter.
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3. Results and discussion

3.1. Optimized fermentation medium containing yeast hydrolysate

Lipase production using yeast hydrolysate as the nitrogen source was studied in a 2*
! fractional experimental design. Table 1 shows the values used in this first experimental

design and the results obtained.

Table 1 — Fractional factorial design for lipase production using yeast hydrolysate as the
nitrogen source

Trial Yeast NaNO; MgS0O, Soy oil Lipase activity (U/mL)
hy d/;?ygsate (%) (%) (%) 24 hours 48 hours 73 hours
1 1.0(-1) 0(-1) 0(-1)  0.5(-1) 8.77 4.35 0.00
2 7.0(+1) 0(-1) 0C-1) 1.5(+1) 9.34 18.74 13.17
3 1.0(-1) 0.2(+1)  O(-1) 1.5(+1) 1.78 0.09 0.00
4 7.0(+1) 0.2(+1)  0O(-1) 0.5(-1) 8.57 14.21 8.14
5 1.0(-1) 0C-1)  0.2(+1) 1.5(+1) 6.65 0.93 1.35
6 7.0(+1) 0C-1)  0.2(+1) 0.5(-1) 7.52 18.97 0.72
7 1.0(-1) 0.2(+1) 0.2(+1) 0.5(-1) 7.31 0.00 0.00
8 7.0(+1) 0.2(+1) 0.2(+1) 1.5(+1) 8.93 11.44 16.28
9 4.0(0) 0.1(0) 0.100)  1.0(0) 10.16 19.09 18.03
10 4.0(0) 0.1(0) 0.1(0)  1.0(0) 12.57 23.20 9.36
11 4.0(0) 0.1(0) 0.1(0)  1.0(0) 11.57 22.00 5.86
12 4.0(0) 0.1(0) 0.1(0)  1.0(0) 11.27 20.33 221
13 4.0(0) 0.1(0) 0.1(0)  1.0(0) 10.28 20.70 3.78

* Codified values in parenthesis.
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Table 2 — Effect on lipase activity after 48 hours of fermentation

Variable Effect (U/mL) Standard error t-value (8) p-value
Medium 13.39%* 0.44%* 6.14 <0.01%*
Yeast hydrolysate 14.50* 1.11%* 2.61 0.03*
NaNOs3 -4.31 1.11 -0.78 0.46
MgSO,4 -1.51 1.11 -0.27 0.79
Soy oil -1.58 1.11 -0.28 0.78

* Statistically significant values at p< 0.10.

The results obtained in this experimental design showed the principal effects of the
four variables analyzed on lipase activity after 48 hours of fermentation (process time when
the maximum lipase activity was verified). The yeast hydrolysate concentration showed a
highly positive effect on lipase activity of 14.50 U/mL as the concentration increased from
1.0 to 7.0%.

The best results were obtained with the central point trials using 4.0% of yeast
hydrolysate and thus concentrations around this value were studied in the next factorial
design. The effects of the other three variables were not significant at p < 0.10 so the values
of these were maintained low values. Sodium chloride and magnesium sulfate were
excluded from the fermentation medium because they were absent at level -1 (0%). The soy
oil concentration was also not significant so its range was reduced from 0.2 to 1.0%. This
reduction is important in industrial applications, where small variations in concentration
represent a considerable decrease in the amount of substrate used and consequent reduction
in medium costs. In another study using peptone as nitrogen source, it was also observed

that only the nitrogen source had a significant effect on lipase production by Geotrichum

candidum (Burkert et al., 2002). The results obtained in the fractional factorial design were
used to choose the significant variables for this process and to define the concentrations for
the next factorial design. The concentrations of yeast hydrolysate and soy oil were studied

using a CCRD as shown in table 3.
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Table 3— Central composite rotatable design for lipase production using yeast hydrolysate

as the nitrogen source

Trial  Yeast hydrolysate (%) Soy oil (%) Lipase activity (U/mL)
24 hours 48 hours 72 hours
1 1.58(-1) 0.32(-1) 10.66 0.54 2.07
2 4.42(+1) 0.32(-1) 9.53 17.82 8.83
3 1.58(-1) 0.88(+1) 11.63 14.12 0.00
4 4.42(+1) 0.88(+1) 12.81 20.58 222
5 1.0(-1.41) 0.60(0) 8.18 0.76 0.00
6 5.0(+1.41) 0.60(0) 9.44 16.26 0.81
7 3.0(0) 0.2(-1.41) 14.27 14.24 1.54
8 3.0(0) 1.0(+1.41) 11.45 19.62 0.39
9 3.0(0) 0.60(0) 17.55 18.11 0.00
10 3.0(0) 0.60(0) 14.16 17.38 0.00
11 3.0(0) 0.60(0) 11.31 19.15 2.48
12 3.0(0) 0.60(0) 14.20 18.29 0.00
13 3.0(0) 0.60(0) 15.42 19.27 0.00

* Codified values in parenthesis.

The results of these experiments were used to calculate the analysis of variance

(ANOVA) shown in table 4.
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Table 4 — Analysis of Variance (ANOVA) for lipase activity after 48 hours of fermentation

using yeast hydrolysate as the nitrogen source

Source of Sum of Degrees of  Mean  F-test  F-listed p-value
variation Squares Jfreedom Square
Regression 520.94 4 130.24 67.13 3.84 <0.0001
Residual 15.53 8 1.94
Lack of fit 13.08 4 3.27
Pure Error 2.45 4 0.61
Total SS 536.47 12
R*=0.97

The ANOVA showed that the Fi for regression (67.13) was very significant as
compared to Fiigeq (3.84) with p < 0.0001 (very significant) and an R%- value of 0.97, which
can be considered an excellent result. R>-values above 0.90 are considered very good

(Haaland, 1989). The low values for the pure error indicate that the model obtained had

only slight lack of fit and good reproducibility. This fact can be confirmed by analyzing the
results obtained at the central points (trials from 9 to 13), which showed little variation
considering it was a microbiological process. According to these analyses it was possible to
obtain a second-order codified model (equation 1) to represent lipase production as a

function of the yeast hydrolysate and soy oil concentrations.

Lipase activity = 18.01 + 5.72 yeast hydrolysate- 4.77 (yeast hydrolysate)’ + 3.00 soy oil
— 2.70 (yeast hydrolysate)(soy oil) (eq. 1)

Equation 1 shows that only the quadratic term for the soy oil concentration was not
significant and was thus incorporated into the lack of fit. The model represented in equation

1 was used to obtain the response surface (fig. 1).
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Figure 1 - (a) Response surface and (b) contour curve for lipase activity as a function of the
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yeast hydrolysate and soy oil concentrations.

Analyzing the surface (fig.1), the best conditions for lipase production were
obtained with a yeast hydrolysate concentration from 2.8 to 4.0% and a soy oil
concentration from 0.7% to 1.0%. It can be seen that there is a region of maximum lipase
activity and various combinations of the yeast hydrolysate and soy oil concentrations were
good to obtain maximum lipase activity. The condition selected was 3.5% of yeast
hydrolysate and 0.7% of soy oil, because this combination produced a high level of lipase
activity and used the minimum possible quantity of soy oil (more expensive substrate)
according to the model.

Two trials were carried out using the optimized conditions to verify the results
predicted by the model. Lipase activities of 23.7 and 24.7 U/mL were obtained in these
trials, values about 25% above the predicted values. Comparatively, this difference between
the experimental values obtained under the optimized conditions and the values predicted
by the model, can be considered normal. A previous study with Geotrichum candidum
showed that there is a variability of about 20% in lipase activity when two fermentations

carried out under the same conditions are compared, the difference being caused by the

inoculae, which are prepared at different moments (Burkert, 2003). The lipase activity

obtained in this study was very similar to that obtained with the same microorganism in

medium containing peptone as nitrogen source. The best condition of 3.6% peptone and
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0.6% soy oil resulted in about 20 U/mL of lipase activity (Burkert et al., 2002). Therefore,
the great advantage of the present study is that similar lipase activity was obtained as
compared to that obtained by the above-cited authors, but using a cheaper nitrogen source.
Comparatively, the medium optimized in this work was about 95% cheaper than the

medium containing peptone as nitrogen sourece, that resulted in similar lipase activity from

the same microorganism (Burkert, 2003). Compared to the study using Geotrichum

candidum (Baillargeon et al., 1989), the values obtained for lipase activity in the present

study were about four times higher.

3.2. Optimized fermentation medium containing corn steep liquor

After optimizing the medium containing yeast hydrolysate as the nitrogen source,
another alternative source of nitrogen was analyzed. Corn steep liquor is a by-product from
the processing of corn and contains considerable quantities of protein and different types of
salts and ions. Table 5 shows the preliminary investigation carried out using corn steep

liquor and other nitrogen sources, and the respective results for lipase activity.

Table 5 — Preliminary experiments using corn steep liquor and other substrates as nitrogen

sources for lipase production

Trial Fermentation medium Lipase activity (U/mL)
24 hours 48 hours 72 hours

1 Corn steep liquor (10%) and soy oil 9.38 13.96 1.17
(0.7%)

2 Corn steep liquor (10%), ammonium 13.30 8.25 6.88

chloride (0.5%) and soy oil (0.7%)
3 Corn steep liquor (10%), yeast 3.37 10.49 10.22
hydrolysate (3.5%) and soy oil (0.7%)

4 Yeast hydrolysate (3.5%) and soy oil 16.28 24.25 4.82
(0.7%)

5 Peptone (3.6%) and soy oil (0.6%) 9.28 10.83 0.55
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This preliminary experiment showed two important results. First, trial 4, using the
best conditions obtained in the study with yeast hydrolysate as the nitrogen source, gave the
highest value for lipase activity, confirming the previously obtained results. The second
important result was the good lipase production obtained in trials 1, 2 and 3, using corn
steep liquor as the sole nitrogen source or combined with other sources. This fact suggests
that corn steep liquor could be a potential nitrogen source for this process. According to
these results a 2*" fractional factorial design was applied using the concentrations of corn
steep liquor, ammonium chloride, yeast hydrolysate and soy oil as the independent

variables. Table 6 shows the resulting lipase activities.

Table 6 - Fractional factorial design for lipase production using corn steep liquor,

ammonium chloride and yeast hydrolysate as the nitrogen sources

Trial Corn steep Ammonium Yeast Soy oil (%) Lipase activity (U/mL)
liquor (%) chloride (%) hydrolysate(%) 24 hours 48 hours
1 5.0(-1) 0(-1) 0.5(-1) 0.4(-1) 14.38 16.78
2 15.0(+1) 0(-1) 0.5(-1) 1.0(+1) 3.41 8.75
3 5.0(-1) 1.0(+1) 0.5(-1) 1.0(+1) 9.67 9.72
4 15.0(+1) 1.0(+1) 0.5(-1) 0.4(-1) 5.70 3.98
5 5.0(-1) 0(-1) 3.5(+1) 1.0(+1) 4.48 9.81
6 15.0(+1) 0(-1) 3.5(+1) 0.4(-1) 4.24 4.06
7 5.0(-1) 1.0(+1) 3.5(+1) 0.4(-1) 1.03 5.18
8 15.0(+1) 1.0(+1) 3.5(+1) 1.0(+1) 1.43 6.50
9 10.0(0) 0.5 (0) 2.0(0) 0.7(0) 1.67 4.09
10 10.0(0) 0.5 (0) 2.0(0) 0.7(0) 3.73 4.07
11 10.0(0) 0.5 (0) 2.0(0) 0.7(0) 3.79 4.18
12 10.0(0) 0.5 (0) 2.0(0) 0.7(0) 4.46 5.11

* Codified values in parenthesis.
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Table 7 - Effect on lipase activity after 48 hours of fermentation

Variable Effect (U/mL) Standard Error t-value (7) p-value
Medium 6.85%* 0.92% 7.43% <0.01%*
Corn steep liquor -4.55% 2.26* -2.01%* 0.08*
Ammonium chloride -3.51 2.26 -1.55 0.16
Yeast hydrolysate -3.42 2.26 -1.51 0.17
Soy oil 1.20 2.26 0.53 0.61

* Statistically significant values at p< 0.10.

The results shown in table 7 showed that only the corn steep liquor concentration
had a significant effect at p <0.10. The corn steep liquor concentration had a significant
and negative effect of 4.55 U/mL, which means that the concentration at level -1 was better
than the concentration at level +1. The concentration of this variable was thus reduced in
the next experimental design. The ammonium chloride, yeast hydrolysate and soy oil
concentrations showed no significant effects. The soy oil concentration was therefore
changed to from 0.4 to 1.0%, the same range studied in the optimization of the yeast
hydrolysate medium reported above. Ammonium chloride and yeast hydrolysate were
removed from the fermentation medium, because their concentrations were low at level -1,
0 and 0.5% respectively. The results of this factorial design showed that corn steep liquor
could be contained a quantity of salts sufficient for cell development and lipase production.

This fact was reported in other previous studies (Burkert et al., 2002 and Burkert et al.

2004). According to the results of this factorial design, a central composite rotatable design
was applied using corn steep liquor and soy oil. Table 8 shows the concentration ranges of

the variables and the results obtained.
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Table 8— Central composite rotatable design for lipase production using corn steep liquor as

the nitrogen source

Trials Corn steep liquor (%) Soy oil (%) Lipase activity (U/mL)
24 hours 48 hours

1 3.16(-1) 0.32(-1) 13.40 221

2 8.84(+1) 0.32(-1) 15.15 19.35
3 3.16(-1) 0.88(+1) 13.56 2.51

4 8.84(+1) 0.88(+1) 5.58 17.12
5 2.0(-1.41) 0.6 (0) 13.12 1.22
6 10.0(+1.41) 0.6 (0) 5.60 22.85
7 6.0 (0) 0.2(-1.41) 10.28 12.58
8 6.0 (0) 1.0(+1.41) 5.10 18.25
9 6.0 (0) 0.6 (0) 11.58 15.65
10 6.0 (0) 0.6 (0) 8.74 20.80
11 6.0 (0) 0.6 (0) 9.97 22.99
12 6.0 (0) 0.6 (0) 8.27 18.23

* Codified values in parenthesis.

The second experimental design gave the best results after 48 hours of fermentation
with the maximum lipase activity at about 22.0 U/mL. The results obtained were used to

calculate the analysis of variance (ANOVA) according to table 9.
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Table 9 — Analysis of Variance (ANOVA) for lipase activity after 48 hours of fermentation

using corn steep liquor as the nitrogen source

Source of Sum of Degrees of Mean F-test F-listed  p-value
variation Squares freedom Square
Regression 670.80 3 223.6 24.89 4.07 <0.001
Residual 71.91 8 8.98
Lack of fit 41.64 5 8.33
Pure Error 30.27 3 10.09
Total SS 742.71 11
R =0.90

In this case the ANOVA showed that the model obtained using the experimental
data from the factorial design with corn steep liquor and soy oil was significant and
predictive. The Fi.y (24.89) was sufficiently higher than Fjigeq (4.07), about five times, with
p <0.001 and the R’- value was 0.90, considered to be a good value. In this case the lipase
activity at the central points varied from 16 to 23 U/mL and the mean value was 19.4
U/mL, which means there was about 20% of variability in lipase activity around the mean

value, which was previously observed using the same microorganism (Maldonado et al.,

2006). According to these analyses it was possible to obtain a second-order codified model
(equation 2) that described lipase production as a function of the corn steep liquor and soy

oil concentrations.

Lipase activity = 19.43 + 7.80 Corn steep liguor — 4.57 (Corn steep liquor )*-2.87 (Soy 0il)’ (eq. 2)

Equation 2 shows that the linear term for soy oil and the interaction term for corn
steep liquor and soy oil were not statistically significant (p <0.001) and were incorporated
into the lack of fit. The model represented in equation 2 was used to obtain the response

surface (fig. 2).
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Figure 2 - (a) Response surface and (b) contour curve for lipase activity as a function of the

corn steep liquor and soy oil concentrations.

According to the surface in figure 2, the best conditions for lipase production were
8.0% of corn steep liquor and 0.6% of soy oil. Under these conditions the predicted value
for lipase activity was 22.7 U/mL, which was similar to the maximum experimental values
obtained in the central composite rotatable design. Comparing the lipase productions from
the yeast hydrolysate and corn steep liquor mediums, there was no significant difference,
and the maximum lipase activities obtained with both substrates were very similar. This is a
very interesting result, because it shows that both substrates were good options for lipase
production, substituting conventional nitrogen sources such as yeast extract and peptone.
Corn steep liquor has another advantage, it is cheaper than yeast hidrolysate. The cost of
the optimized corn steep liquor medium is equivalent to 0.5% of the cost of the medium

containing peptone (Burkert, 2003) and 6.25% as compared to the yeast hydrolysate

medium optimized in this study.

4. Conclusions

The compositions of optimal mediums containing alternative nitrogen sources for

lipase production by Geotrichum candidum were obtained in this study, using factorial
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designs and response surface analyses. The best conditions were 3.5% yeast hydrolysate
(4.0% of total nitrogen) and 0.7% soy oil (medium 1) and 8.0% of corn steep liquor (4.6%
of total nitrogen) and 0.6% soy oil (medium 2). The lipase activities obtained were about

four times greater than the values found in the literature (Baillargeon et al., 1989 and

Hatzinikolaou et al., 1996) and were similar to those found in a previous study with the

same microorganism using peptone as the nitrogen source (Burkert, 2003), showing that the

yeast hydrolysate and corn steep liquor can be used as substitutes for conventional nitrogen
sources such as peptone (11.2% of total nitrogen) with the same efficiency for lipase
production and at reduced cost, since these substrates are cheaper than conventional

nitrogen sources.
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Abstract

Lipase production by Geotrichum candidum NRRL Y-552 was analyzed in two
types of bioreactor (stirred and airlift) using two complex mediums with different nitrogen
sources (yeast hydrolysate or corn steep liquor). The aeration rate varying from 1.0 to 2.5
vvm was studied in an airlift reactor and the results were compared with fermentation in a
stirred reactor with 300 rpm of agitation and 1.0 vvm of aeration. The best aeration in the
airlift reactor was 1.0 vvm, resulting in a production of 25.0 U cm™ of lipase after 56 hours
of fermentation, using both mediums. The maximum lipase activities in the stirred reactor
were 15.0 U cm™ , after 32 hours of fermentation, and 17.0 U cm™ after 36 hours, using
yeast hydrolysate and corn steep liquor as nitrogen source, respectively. The best lipase
productivity values were 0.479 and 0.601 U cm™ h™'. Comparatively, the airlift reactor was
a good option for processes requiring a longer fermentation time. However, for shorter
fermentation times, the two reactors were very similar. These results are very significant.
Although they are similar to the results of other authors using conventional mediums, the

costs of lipase production using the alternative nitrogen sources are about 95% lower.

Key words: Lipase; air-lift; stirring reactor; yeast hydrolysate ; corn steep liquor;

productivity

INTRODUCTION

Lipases are enzymes obtained from animals, plants and microorganisms (bacteria,
yeast and fungi). Their principal function is to catalyze the hydrolysis of triglycerides to
produce fatty acids, diacylglycerides, monoglycerides and glycerol. This reaction is
reversible and so the enzymes can then catalyze the formation of triglycerides from the

acylglycerols and fatty acids at the oil-water interface '.

The various applications of lipases include specific organic syntheses, fat and oil
hydrolysis and modification, flavor enhancement in food processing, the resolution of
racemic mixtures and chemical analyses’. Recently, immobilized lipase produced by
Rhizopus oryzae was used in biodiesel-fuel production by the methanolysis of plant oils

such as soybean oil, in an airlift bioreactor”.
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Lipase productivity is affected by different environmental factors such as agitation,
aeration, temperature, pH, medium composition and the presence of inducers, amongst
others®. Filamentous fungi are frequently used in fermentation processes because their
extracellular enzymes make recovery easier than in processes using other types of
microorganism. However, mechanical agitation generally damages the cellular mycelium
and reduces enzyme production. Improvements were observed using a fermenter with no
mechanical agitation as compared to the use of a conventional fermenter, probably due to
better preservation of the mycelium during the fermentation time’. To make a satisfactory
choice between different bioreactor types, their performances must be assessed and
compared to the more conventional stirred fermenter.

Lipase production was studied in stirred and airlift reactors using peptone as the
nitrogen source, and the results showed that the lipase activity produced in both reactors
was very similar, although productivity in the airlift reactor was 60% higher than in the
stirred reactor®. Cellulase production by Aspergillus fumigatus was studied in disc turbine
agitator vessels and in an airlift fermenter. The enzyme activity decreased with increasing
agitation rate in the disc turbine agitator vessels, and under similar conditions, was 20%
higher using the airlift fermenter. The airlift fermenter avoids the shear effects produced by
the disc turbine agitator in conventional fermenters and this fact improved the enzyme
activity’.

Production costs are a very important parameter, which must be carefully analyzed
for bioprocesses. The highest level of enzyme activity was obtained using conventional
components such as peptone or yeast extract, but these substrates are very expensive.
Alternative nitrogen sources have been used to minimize the production costs of many
enzymes. Lipase production by Geotrichum sp. was studied using corn steep liquor as the
nitrogen source, and 19.0 U cm™ lipase activity was obtained after 9.0 hours of
fermentation in a stirred reactor®. The best conditions for lipase production by Rhizopus sp.
BTNT-2 were obtained using potato starch (1.25%w/v), corn steep liquor (1.5%w/v) and
olive oil (0.5%v/v), as the carbon, nitrogen and lipid sources, respectively. The maximum
lipase activity of 59.2 U.cm™ was obtained after 48 hours of fermentation at 120 rpm, 28°C
and an initial pH of 5.5, a value 206% higher than the initial lipase activity obtained before

3

optimization of the medium’. Lipase activity of 24.0 U. cm™ was produced in shaker flasks
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by G. candidum NRR Y -552 using 3.5% of yeast hydrolysate as the nitrogen source and

0.7% of soy oil as the production inducer'.

The aim of this study was to optimize the aeration conditions in an airlift bioreactor
for lipase production by G.candidum NRRLY-552 using alternative nitrogen sources, and

compare these results with those obtained in a bench scale stirred bioreactor.

MATERIAL AND METHODS
Fermentation

G.candidum NRRL Y-552 from the Agricultural Research Service Collection,
Peoria, III was chosen for the lipase production. The inoculum was prepared from a
solution containing spores obtained from malt extract agar using 1.0 mL of distilled water.
This solution was incubated at 30°C for 48 hours in a Petri plate containing Yeast Malt
Agar. A circular area of 0.79 cm” was then cut out and placed in a flask containing the
inoculum medium, consisting of 5.0% peptone (Difco), 0.1% of NaNOs (Synth), 0.1% of
MgSO, (Ecibra) and 1.0% of soy oil (Soya). This medium was incubated for 15 hours at

30°C and 250 rpm and then transferred to the fermentation medium'".

The fermentations were carried out in an airlift fermenter with aeration of from 1.0
to 2.5 vvm, temperature of 30°C and initial pH of 7.0. Two complex media were used, one
containing 3.5% of yeast hydrolysate (hydrolyzed protein from Prodesa) and 0.7% of soy
oil and the other containing 8.0% of corn steep liquor (Corn Products) and 0.6% of soy oil.
Fermentations were also carried out in a stirred reactor to compare the results with those of
the airlift fermenter. In this case, the same complex media were used, and the fermentations
were carried out at 300 rpm, 1.0 vvm, 30°C and an initial pH of 7.0%. All fermentations
were performed with a 2.2L volume of medium and 10% (v/v) of inoculum. Lipase activity,
pH during the fermentation time and dissolved oxygen, were analyzed as the process

responses.

Analytical methods

Lipase activity was measured by titration with 0.05M NaOH using emulsified olive

oil as the substrate. The reaction mixture consisted of 19 mL of an olive oil/ gum Arabic
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emulsion (5% olive oil and 5% gum Arabic) in 100 mM potassium phosphate buffer, pH
7.0. This mixture was homogenized in a blender for 3 min and the enzyme reaction started
by adding 1 mL of culture supernatant. The assay was carried out at 37°C and 200 rpm for
30 min. The reaction was stopped by adding 20 mL of acetone-ethanol 1:1 (v/v), and the
amount of fatty acids produced determined by titration with 0.05M NaOH to pH 11.0, using
an automatic titration apparatus (Mettler DL21). One unit of lipase activity was defined as
the amount of enzyme that liberates 1 pmol of fatty acid equivalents per minute under the
assay conditions'?.

Dissolved oxygen and pH were measured using electrodes connected to the

fermenter.

Results and Discussion
Lipase production in an airlift reactor

The maximum lipase activity of 24.0 U cm™ was obtained after 56 hours of
fermentation with 1.0 vvm of aeration using yeast hydrolysate or corn steep liquor as the
nitrogen source. The maximum lipase productivities of 0.601 and 0.535 (U cm™ h™) were
also obtained with 1.0 vvm of aeration after 32 and 36 hours of fermentation, using yeast
hydrolysate and corn steep liquor respectively as the nitrogen source. Table 1 shows the
results for maximum lipase activity and productivity in the two media. The pH and
dissolved oxygen profiles during the fermentation time under the different aeration

conditions are shown in Figure 1.
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Table 1 — Maximum lipase activity and maximum lipase productivity for lipase production

in an airlift reactor using yeast hydrolysate and corn steep liquor as the nitrogen sources

Yeast hydrolysate Corn steep liquor
Aeration (vvin) Maximum Maximum lipase Maximum Maximum lipase
lipase activity productivity lipase activity productivity
(U cm™) (Ucem™ 1) (U cm™) (Ucem™ 1)
1.0 24.3 0.601 24.8 0.535
1.5 12.1 0.539 11.7 0.315
2.0 13.9 0.434 12.3 0.372
2.5 17.1 0.469 18.1 0.463
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Figure 1 — Lipase activity, pH and dissolved oxygen during the fermentation time using

yeast hydrolysate with (a) 1.0 (b) 1.5 (c) 2.0 and (d) 2.5 vvm and using corn steep liquor
with (e) 1.0 (f) 1.5 (g) 2.0 and (h) 2.5 vvm of aeration

The maximum lipase activity, about 24.0 U cm™ , was obtained using 1.0 vvm of

aeration in both media, while under other conditions, the lipase activities were below 18.0

U cm™. However, the time needed to obtain the maximum lipase activity using 1.0 vvm

was much higher than that required under higher aeration conditions. This was probably

due to the cell growth being slower at the low aeration rate, but this aeration condition

76

Dissolved oxygen (%)

Dissolved oxygen (%)

—®— Lipase
= pH
-4 %DO

—8— Lipase
- pH
-4 %DO



preserved the cell mycelium for a longer time, resulting in higher lipase activity as
observed in other studies using filamentous fungi’”’.

The maximum lipase productivities of 0.601 and 0.535 U cm™ h' were also
obtained with 1.0 vvm of aeration, but with 32 and 36 hours of fermentation, using yeast
hydrolysate and corn steep liquor respectively as the nitrogen source. The maximum lipase
activity and maximum productivity were obtained at different times, the maximum lipase
productivities occurring between 24 and 40 hours, while the maximum lipase activities
occurred between 32 and 56 hours (fig 1). Using yeast hydrolysate as the nitrogen source,
the results showed that an increment of 75% in the fermentation time (from 32 to 56 hours)
resulted in an increment of 26% in the lipase activity, but the productivity decreased about
28%. The same relation was observed when corn steep liquor was used as the nitrogen
source: an increase of 55% in the fermentation time (from 36 to 56 hours) resulted in an
increment of 29% in the lipase activity and a 17% decrease in productivity. In this case, the
increase in lipase activity was not sufficient to justify the increment in process time, since it
reduced productivity. Energy consumption and process times are generally more important
when considering the overall process, since they greatly affect the costs of the process.

Another important variable was the pH, which was a good indicator of the end of
fermentation. As can be seen in figure 1, the pH values decreased during the first hours of
fermentation to values between 6.5 and 7.0, and these values generally went up again after
50 hours of fermentation. pH values of about 7.0 contribute to obtaining and maintaining
high lipase activity, because this enzyme is more stable at pH values of around 7.0 and its
half-life decreased considerable at pH values above 8.0'*! These results represent another
important reason for choosing low process times, because the pH values increased
considerably when the fermentation time increased.

Under better aeration conditions, the dissolved oxygen fell very fast in the first
hours of fermentation, but after 15 hours the oxygen concentration increased continuously
up to the end of fermentation, showing that the oxygen supply was sufficient for the cell
metabolism, even when using a low aeration condition. Under other aeration conditions, the
dissolved oxygen also fell during the first 15 or 20 hours of fermentation, but did not go up
again after this time. This was probably due to a high biomass concentration in the reactor,

required a greater oxygen concentration. Although the high biomass concentration
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decreased the recycle in ferment and probably had a negative effect on lipase activity. This
phenomenon also occurred with G. candidum when airlift fermentation was carried out
using conventional medium®. The poor medium hydrodynamics within the reactor
increased with the increase in fermentation time, which also showed that low fermentation
times are a better option for this process.

Aeration of 1.0 vvm and a process time of up to 40 hours are the best conditions for
lipase production in an airlift reactor, since these conditions allow for the maximum lipase
productivity, prevent hydrodynamic recycling problems in the reactor and maintain the
enzyme more stable with pH values of around 7.0. The prior optimization of the
fermentation medium was very important, giving very similar results, independent of the
nitrogen source. This fact showed that the conclusion of this work had a strong relationship
with process variables such as aeration, pH value and dissolved oxygen and can be used as

a parameter for other processes with filamentous fungi.

Lipase production in a stirred reactor
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Figure 2 — Lipase activity, pH and dissolved oxygen during the fermentation time using (a)
yeast hydrolysate and (b) corn steep liquor as the nitrogen source in a stirred reactor at 300

rpm and 1.0 vvm.
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Lipase production by G.candidum was also performed in a stirred reactor and the

3 after 32 hours of

maximum lipase activities were between 15.0 and 17.0 U cm’
fermentation, using yeast hydrolysate or corn steep liquor as the nitrogen source,
respectively, as shown in figure 2. Comparing the airlift and stirred reactors, the maximum
lipase activities in the stirred reactor were between 56 and 40% smaller. Differently to that
observed in the airlift reactor, an increase in fermentation time in the stirred reactor did not
result in an increment in lipase activity. The higher shear rate due to the mechanical
agitation probably contributed to the low lipase activity obtained in this case. This effect
was observed in previous work with the same microorganism using peptone as the nitrogen
source in a stirred reactor”.

The best lipase productivities, in this case, were 0.479 and 0.509 U cm™ h! using
yeast hydrolysate and corn steep liquor, respectively. Both results for productivity were
obtained after 32 hours of fermentation, at the same time in which the highest lipase
activities were obtained. Productivities in the stirred reactor were smaller compared to the
values obtained in the airlift reactor, as previously reported6. However, the difference in
productivities between the airlift and stirred reactors was not much different in this case;
productivity using the yeast hydrolysate was 25% higher in the airlift reactor as compared
to the stirred reactor, while that using corn steep liquor was only 6% higher in the airlift
reactor. According to these results, the best productivities were very similar in both
reactors, when compared using the same nitrogen source. Thus, the two reactors have a
similar performance up to 40 hours of processing, but after this time, the airlift reactor
showed a considerable advantage with respect to lipase activity. If productivity is
considered to be the most important parameter, then it can be concluded that the airlift and
stirred reactor processes were equivalent. However, the airlift reactor can be a good option
in fermentations with filamentous fungi that require a longer fermentation time, since the
damage to the mycelium is considerable lower without mechanical agitation, as already
observed in other studies™®"'°.

The maximum lipase activity was about 30% higher when using peptone as the
nitrogen source, as compared to yeast hydrolysate and corn steep liquor. However, the

productivities using the alternative nitrogen sources were about 20% higher as compared to

the conventional medium®. For this process, alternative nitrogen sources have the advantage
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of higher productivity, which is an interesting response in this case. In addition, yeast
hydrolysate and corn steep liquor were cheaper as compared to peptone, the cost of the

medium in this case being about 95% lower'”.

Relationship between Ky a and lipase production and productivity

The oxygen supply, which can be represented by the Kpa values, is an important
factor affecting lipase production by G. candidum®. The relationship between Kia and
lipase productivity in the airlift reactor is shown in figure 3.
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Figure 3 — Relationship between Ky a and lipase productivity in the airlift reactor.

As observed before®, augmentation of the Kja values decreased lipase productivity
under higher aeration conditions, due to a fast cell growth rate leading to a high biomass
concentration, which blocked the biomass recycle process in the reactor. In fact, the poor

medium hydrodynamics reduced the maximum lipase productivity.

CONCLUSIONS

The results obtained in this work showed that the use of alternative nitrogen sources
was a good option to reduce the costs of lipase production, as observed in other studies'®'®.
Another important conclusion is that the airlift reactor is a good option for the traditional
stirred reactors usually used in the production of bioproducts such as enzymes, when the
process requires long fermentation times. The lipase activity obtained in the airlift reactor

was higher than that obtained in the stirred reactor using the alternative nitrogen sources
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(yeast hydrolysate or corn steep liquor). The maximum lipase activity and the maximum

lipase productivity were also higher when comparing alternative nitrogen sources with

peptone. The lipase activity obtained in this work was four to five times higher than the

values previously found for the same microorganism'® and up to 55% higher than those

obtained in the same process using peptone as the nitrogen source’.
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RESUMO

As lipases sdo enzimas que catalisam reagées de hidrélise de lipidios, transformando-os
em produtos, como dcidos graxos livres, glicerol, mono e dissacarideos. Estudos da
produgdo destas enzimas, via fermentacdo, vém sendo realizados desde as iiltimas décadas,
devido ao seu grande apelo industrial. Possuem grande importincia na indistria de
alimentos (como modificadores de aroma e em laticinios), farmacéutica (digerindo oleos e
gorduras em alimentos), quimica fina (na fabricacdo de detergentes) e na drea medicinal
(pela determinacdo de tri acil glicerdis no sangue).

Utilizou-se neste trabalho, dois meios de fermentacdo distintos utilizando residuos
industriais como fonte de nitrogénio para o microrganismo, um com dgua de macera¢do de
milho, submetida a um processo de clarificacdo utilizando carvdo ativado, e o outro meio
(com concentragdes previamente otimizadas) continha Prodex-lac® (hidrolisado de
leveduras) sem sofrer o processo de clarificacdo. Na clarificacdo do meio foram
estudadas concentracoes de dgua de maceracdo de milho de 8 a 15%. Os melhores
resultados de atividade lipolitica foram obtidos com as concentracoes de 9 e 12%. A partir
de cromatografia de interacdo hidrofobica foi possivel separar parcialmente as lipases
produzidas com os meios industriais de Prodex-lac® e dgua de maceragdo de milho,
obtendo-se uma recuperacdo enzimdtica e fator de purificacdo de 94,3% e 86,7 vezes,
respectivamente, para o meio contendo Prodex-lac® e 96% e 44,3 vezes para o meio

clarificado.

INTRODUCAO

As lipases compreendem um grupo de enzimas (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3 )
encontradas em vegetais, animais e microrganismos. Sua caracteristica € catalisar a reacao
de hidrdlise de triacilglicerol, obtendo dcidos graxos livres, di € monoacilglicerol e glicerol.
Essa reacdo € reversivel e, portanto essas enzimas catalisam a formacao de acilglicerdis a
partir de 4cidos graxos e glicerol na interface 6leo-dgua (Hatzinikolaou et all 1996).

O aumento nas ultimas décadas, no interesse da produgao de lipases microbianas deve-se
ao seu amplo potencial de aplica¢des industriais em aditivos de alimentos com a fun¢do de
modificagdo de aroma, sintese de ésteres, producdo de detergentes (hidrélise de gorduras),

tratamento de efluentes decompondo e removendo substincias oleosas, em cosméticos
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removendo lipideos, na drea farmacéutica agindo na hidrélise de dleos e gorduras em
alimentos, na remocdo de lipideos em peles de animais para a fabricacdo de couros e na
medicina pela determinagdo de triglicerideos no sangue (Castro & Anderson, 1995).

A producdo de lipase € amplamente discutida na literatura devido ao grande potencial de
aplicacdo desta enzima. A obten¢do da mesma através de meios complexos utilizando
residuos industriais tem um apelo econdmico quanto a viabilizacdo da produgdo industrial e
também ecoldgico. Tem-se verificado que € possivel obter os mesmos niveis de atividade
enzimatica utilizando estes residuos industriais como substrato para o microrganismo
quanto os meios sintéticos. No entanto, a tendéncia atual do mercado pela producio de
enzimas por via biotecnoldgica é ver esses processos de forma integrada, para que a
otimizacdo seja realizada desde as etapas iniciais do preparo do meio e condicdes de cultivo
(“up stream™) até a fase de purificagdo (“down stream”).

O uso da 4gua de maceracdo de milho (dgua de maceragdo de milho) para a produgdo
desta enzima tem sido estudado e os resultados apds a otimizacdo sdo semelhantes aos
obtidos com meio sintético. No entanto, o uso da dgua de maceragdo de milho pode tornar
invidvel a etapa de recuperacdo e purificacdo da enzima, necessitando assim uma etapa

prévia de clarificacdo do meio.

MATERIAIS E METODOS

Para se obter as melhores condi¢des para producdo de lipase de Geotrichum candidum
NRRLY-552 foram realizados experimentos utilizando um meio clarificado com dgua de
maceracdo de milho como fonte de nitrogé€nio. Para efeito de comparacdo foram realizados
testes com a enzima obtida com um meio industrial ndo clarificado (3,5% de Prodex-lac® e
0,7% de 6leo de soja, segundo Maldonado et al (2002)).

O meio contendo dgua de maceracdo de milho € previamente tratado com 8% de carvao
ativo, a 65°C e 150 rpm por 1 hora. Apds o tratamento, o meio € filtrado 2 vezes, segundo
Treichel et al (2004).

A concentracdo de dgua de maceracdo de milho foi estudada na faixa de 8 a 15% e
utilizou-se 0,6% de 6leo de soja, adicionado ao meio apds o tratamento com carvao ativo e

filtracdo. O pH final do meio foi ajustado para 7 e as fermentacdes foram realizadas em
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frascos agitados a 250 rpm e 30°C durante 48 horas, de acordo com Maldonado et al
(2003). O meio fermentado foi filtrado a vicuo e as amostras foram congeladas para analise
de atividade lipolitica.

Para a purificacdo das enzimas utilizou-se cromatografia em coluna de interacdo
hidrofébica de butyl Sepharose como a fase estaciondria num sistema FPLC com vazao de
0,5 mL/min. Equilibrou-se a coluna com tampao fosfato 0,01 mol/L pH 7,0 adicionado de
NaCl (fase mével) previamente filtrado em membrana Millipore de 0,45 um de diametro de
poros. Fez-se eluicio com o mesmo tampao, porém sem o NaCl. Nos testes preliminares
optou-se por usar 1 cm de altura de resina numa coluna de 1 cm de diametro. As
concentracoes de NaCl testadas na fase mével foram: 2, 3 e 4 mol/L. Coletou-se amostras
em fracdes de 8 mL, realizou-se andlises de proteina de acordo com o método descrito por
Lowry et al, (1951) e de atividade lipolitica para se obter o fator de purificacdo e a
porcentagem de recuperacdo da enzima.

Para a purificacdo, visando a posterior caracterizacao da enzima, modificou-se a altura de
resina para 10 cm com o objetivo de se obter uma maior quantidade da enzima purificada.
As fragOes coletadas foram de 20 mL e utilizou-se a fracdo que apresentou uma maior

atividade lipolitica para estudo de caracterizacio utilizada em outro trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa a 4gua de maceracdo de milho foi estudada nas condigdes de 8, 9 e
10% em triplicatas (A,B e C). A atividade enzimatica foi determinada em cada ensaio apés
24 e 48 horas de fermentacdo. O acompanhamento da atividade enzimético e do pH, em
funcdo do tempo pode ser visualizado na figura 1. De acordo com a figura 1(a), a méxima
atividade lipolitica de 18,17 U/mL foi obtida apds 48 horas de fermenta¢do, com meio
utilizando 9,0% de dgua de maceracdo de milho, estes resultados sao similares aos obtidos
por Maldonado et al (2002), utilizando 8% de dgua de maceracdo de milho em um meio
ndo clarificado, obtendo cerca de 17,0 U/mL. Através da figura 1(b), observa-se que ha
uma diminui¢do inicial do pH e apds 24 horas de processo ha um aumento do valor do
mesmo. Esses resultados apresentam o mesmo comportamento de ensaios realizados com o
mesmo microrganismo feitos por Burket et al (2001) e Maldonado et al (2002), com meios

sintético e industrial, respectivamente.
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Figura 1: Acompanhamento (a) da atividade lipolitica e (b) do pH em func¢ao do

tempo na producdo de lipase por Geotrichum candidum NRRLY-552 com meio industrial
clarificado.

Para determinar se ha diferenca significativa entre as concentracdes utilizadas neste
experimento foi feita a andlise de variancia (ANOVA) e um teste de Tukey para a atividade
no tempo de 48 horas de fermentacdo. Foi calculada a minima diferenga significativa

(MDS), a qual foi de 4,96 U/mL. O teste de Tukey estd apresentado na tabela 1.

Tabela 1: Teste de Tukey para a validacao do estudo das concentracdes de dgua de

maceracdo de milho estudadas.

Ensaios 48h (U/mL) Média* Desvio
(U/mL) Padrao

8,0% A 9,28

8,0% B 4,00 6,54" 2,65

8,0% C 6,33

9,0% A 18,17

9,0% B 12,97 14,47° 322

9,0% C 12,27

10,0% A 9,94

10,0% B 11,00 10,72*° 0,68

10,0% C 11,22

* Médias marcadas com letras diferentes, diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo

teste de Tukey.
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Comparando-se as médias obtidas em cada condi¢cdo conclui-se que houve diferenca
significativa apenas entre os ensaios realizados com as concentragdes de 8 e 9%, com uma
diferenca de 7,93 U/mL.

A partir dos resultados obtidos no primeiro experimento utilizando meio clarificado,
decidiu-se realizar um segundo experimento estudando a concentracdo de &4gua de
maceracdo de milho numa faixa mais ampla, nas concentracdes de 9, 12 el5%. Neste
experimento foram coletadas amostras nos tempos de 24, 35 e 48 horas de fermentagdo
para andlise do pH e da atividade lipolitica. O acompanhamento da atividade enzimética e

do pH, em func¢do do tempo podem ser visualizados na figura 2.
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Figura 2: Acompanhamento (a) da atividade lipolitica e (b) do pH em funcdo do tempo na
producdo de lipase por Geotrichum candidum NRRLY-552 utilizando meio industrial

clarificado.

Observando a figura 2(a) nota-se que a atividade enzimdtica nas trés concentragdes
utilizadas foram semelhantes apds 48 horas de fermentacdo, havendo uma queda entre 35 e
48 horas para a concentracdo de 15%. A figura 2(b) mostra que o pH do meio teve um
perfil semelhante ao obtido no ensaio anterior e também por Burket et al (2001) e
Maldonado et al (2002), com o mesmo microrganismo, ocorrendo um decréscimo inicial no
pH até 24 horas, com posterior aumento deste até o final da fermentacdo. Os resultados

foram analisados através de andlise de variancia (ANOVA) e do teste de Tukey para
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verificar se houve diferenca entre as concentracdes utilizadas. A minima diferenca
significativa (MDS) para estes ensaios foi de 4,11 U/mL. O teste de Tukey esta apresentado

na tabela 2.

Tabela 2: Teste de Tukey para a validacao do estudo das concentracdes de dgua de

maceracdo de milho estudadas.

Ensaios 48h (U/mL) Média* (U/mL) Desvio Padrdo
9,0% A 5,46

9,0% B 10,27 9,01° 3,12
9,0% C 11,31

12,0% A 9,87

12,0% B 10,32 10,75° 1,15
12,0% C 12,05

15,0% A 7,94

15,0% B 8,37 7,83" 0,60
15,0% C 7,18

“Médias marcadas com letras diferentes, diferem significativamente entre si (p>0,05)

pelo teste de Tukey.

Analisando a tabela 2 nota-se que nas médias obtidas em cada condi¢do ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as trés concentragdes utilizadas neste
experimento a 95% de confianga, sendo as diferencas entre essas médias, menores que a
MDS calculada. Isso indica que ndo hé diferenca significativa na atividade enzimdtica ao
utilizar qualquer uma das trés concentracoes.

Para a realizacdo da etapa seguinte de purificacdo da enzima obtida com o meio
clarificado optou-se por utilizar 12% de dgua de maceracdo de milho para obtencdo da
enzima, para se ter uma margem de seguranca de concentragdo para estes estudos e para
uma possivel ampliagao do processo em escala industrial.

Ap6s a finalizagdo dos estudos da concentracdo do meio clarificado, realizou-se o estudo
da purificacio das enzimas obtidas com os dois diferentes meios de fermentacao.

Para a determinacdo das melhores condi¢des de purificacdo foram realizados testes
preliminares, variando-se a concentragcdo de NaCl na fase movel, de acordo com a
metodologia descrita por Mendieta (1999). As concentracdes de NaCl testadas na fase

movel foram: 2, 3 e 4 mol/L e foram coletadas amostras em fra¢des de 8 mL. O tamanho
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utilizado da coluna contendo a resina butyl Sepharose foi de 1 cm de altura e de diametro
interno. O cdlculo da quantidade de proteina total em cada amostra coletada foi realizado de
acordo com a metodologia de Lowry et al, (1951), utilizando uma curva linearizada padrao.
A atividade especifica (Ap) € o fator de purificagdo (FP) foram calculados de acordo com
as equagdes 1 e 2, respectivamente.

A
Aesp=——— (Eq. 1 FP
P proteina (Fa. 1) Aesp( bruta )

_ Aesp( purificada )

(Eq. 2)

onde: A= atividade lipolitica média; Aesp (purificada) = atividade especifica (U/mg)

da amostra purificada; Aesp (bruta) = atividade especifica (U/mg) da amostra no estado
bruto.

Os resultados obtidos de atividade enzimdtica recuperada utilizando as diferentes

concentracgdes salinas estdo dispostos na tabela 3.

Tabela 3: Resultados da purificacdo da lipase obtida com (a) meio clarificado contendo
dgua de maceracao de milho e (b) obtida com meio nao clarificado contendo Prodex-lac®,

em diferentes concentracdes salinas na fase movel.

Concentragdo Atividade recuperada Concentragdo Atividade
salina na fase (U/mL) salina na fase recuperada (U/mL)

movel movel

2 g/l 5,38 2 g/l 5,11

3¢g/lL 4,98 3¢g/lL 4,69

4 o/l 5,5 4 o/l 6,48

Bruta 11,06 Bruta 11,97

(a) (b)

Para a obtencd@o da enzima purificada para realizacdo do estudo de caracterizacao decidiu-
se utilizar uma concentracdo de 3 mol/L de NaCl na fase movel, pois apesar de apresentar
um menor fator de purificacdo, esta condi¢do foi a que evitou perdas na etapa inicial de
eluicdo e na qual se obteve a recuperagdo da enzima em apenas uma fracgdo coletada, fato
este interessante para a realizacdo do estudo de temperatura e pH 6timo (explorados em
outro trabalho paralelo a este), onde € necessario uma maior atividade enzimdtica numa

dnica amostra.
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Na etapa seguinte, a altura de resina utilizada na coluna foi de 10 cm e a quantidade de
meio bruto injetado foi de 20 mL, sendo coletadas fracdes de 23 mL. Nestas condigdes
obteve-se lipase purificada com uma atividade enzimaética de 9,9 U/mL para o meio de dgua
de maceracdo de milho e 9,43 U/mL para o meio contendo Prodex—lac®, obtidas na
segunda fracdo apods o inicio da elui¢do. A recuperagdo de atividade lipolitica foi de 96% e
o fator de purificagcdo foi de 44,3 vezes para a enzima obtida com o meio clarificado e a
recuperacio enzimdtica para a lipase obtida com o meio contendo Prodex-lac® foi de 94,3%
e o fator de purificacdo de 86,7 vezes. As enzimas obtidas foram diluidas em tampao
fosfato 0,01 mol/L pH 7,0 até uma atividade enzimética de aproximadamente 7,0 U/mL. As
figuras 3 e 4 apresentam os cromatogramas dos ensaios utilizado as lipases obtidas com os

dois diferentes meios.
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Figura 3: Cromatograma da purificagcdo de lipase obtida com meio nao clarificado contendo
Prodex—lac®, em coluna cromatogréfica de 10 cm de altura, utilizando 3,0 mol/L de NaCl

na fase movel .
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Figura 4: Cromatograma da purificacdo de lipase obtida com meio nao clarificado contendo
dgua de maceracao de milho, em coluna cromatografica de 10 cm de altura, utilizando 3,0

mol/L de NaCl na fase moével.

CONCLUSOES

Para se atingir os mesmos niveis de atividade enzimatica com a dgua de maceracdo de
milho clarificada é preciso haver um aumento da concentra¢do, pois o tratamento com
carvao ativado pode retirar do meio, além de contaminantes e de substincias inibidoras
indesejdveis, alguma quantidade de certos nutrientes necessdrios ao desenvolvimento do
microrganismo. Neste estudo houve um aumento de 50% na quantidade de 4gua de
maceracdo de milho utilizada para obten¢do da enzima com mesmo nivel de atividade do
meio ndo clarificado. Considerando que o custo deste substrato € muito baixo, o aumento
na concentracio utilizada nio € significativo porque as impurezas retiradas do meio de

fermentacdo viabilizam a etapa de purificacdo (downstream), que € a etapa de custo mais

elevado na obten¢do industrial da enzima.
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Os testes para a purificagdo da lipase de Geotrichum candidum NRRLY-552 obtida com
os dois meios estudados neste trabalho, revelaram uma enzima com caracteristicas
proximas as caracteristicas das enzimas estudadas no estado bruto.

Os valores de recuperacdo enzimadtica obtidos estdo acima dos valores obtidos na
literatura consultada. Mendieta (1999) utilizando o mesmo processo sem, no entanto,
realizar o pré-tratamento da dgua de maceragdao de milho para adicdo no meio de cultivo,
obtendo uma recuperagdo enzimatica de no maximo 68% e um fator de purificagdo de 39
vezes.

Utilizando-se tampao fosfato 0,01 mol/L a pH 7,0 adicionado de NaCl 3mol/L. como fase
movel (concentracdo otimizada levando-se em consideracdo os resultados obtidos com os
dois meios), os valores de recuperacdo enzimatica e fator de purificacdo foram 96% e 44,3
vezes, respectivamente, utilizando o meio clarificado e 94,3% e 86,7 vezes,
respectivamente, para o meio nao clarificado. Estes resultados apresentam elevados valores
tanto de recuperacdo enzimdtica como de fator de purificacdo, demonstrando que estas
condic¢des de processo sdo excelentes para purificagdo desta lipase.

As enzimas purificadas, obtidas a partir de meios industriais, tém elevada recuperagao e
caracteristicas similares as enzimas obtidas no estado bruto, o que torna o processo uma

op¢do mais econdmica para a produgdo de lipase.
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RESUMO

A utilizagdo de lipase de origem microbiologica vem se expandindo em diversos setores
industriais nos ultimos ano, principalmente devido a principal caracteristica deste tipo de
enzima que é catalisar a reagdo de hidrélise de lipidios transformando-os em subprodutos
como dcidos graxos livres, monossacarideos, dissacarideos e glicerol. O  estudo  da
temperatura e pH otimos de uma enzima sdo fundamentais para sua aplicacdo em
diferentes tipos de processos. Uma determinada enzima pode exibir diferentes
comportamentos de acordo com o substrato, temperatura e pH em que atua. No entanto,
além disso, a maneira como a enzima ¢é obtida também pode influenciar sua atuagdo. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento da lipase de Geotrichum candidum
obtida com dois meios complexos contendo diferentes fontes de nitrogénio (um contendo
Prodex-lac® e outro dgua de maceracdo de milho). O estudo foi feito com a enzima bruta e
também com a enzima purificada. O pH otimo de atuacdo das 4 enzimas analisadas foi em

torno de 7,0 e a temperatura otima variou na faixa de 37 a 47° C.

INTRODUCAO

A grande versatilidade nas aplicacdes industriais de lipases leva a necessidade de se
estudar as caracteristicas deste grupo de enzimas, pois lipases obtidas de diferentes fontes
podem exibir diferentes propriedades, especialmente em relagdo a temperatura e pH 6timo
de atuacdo. A utilizacdo de diferentes substratos para obtencdo de lipases, ainda que se
utilize um mesmo microrganismo para sua obteng¢do também pode alterar as propriedades e

a especificidade desta enzima.

Burkert ef al. (2001) realizaram a caracterizacao da lipase em caldo bruto de Geotrichum
candidum NRRLY-552 produzida em meio sintético (3,58% de peptona e 0,64% de 6leo de
soja). Esta apresentou atividade 6tima de 26 U/mL em pH 7,0 (tampao fosfato) a 37°C,
maior estabilidade a 30°C e pH 7,0 e menor a 50°C e pH 7,0 com meia-vida de 38,51 e 0,03
h, respectivamente. Os parametros cinéticos Km e V4 obtidos foram de 28,73 mg/mL e

22,57 U/mL, respectivamente.
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Mendieta (1999) observou que lipases de Geotrichum sp. obtidas utilizando meio de
fermentacdo contendo 5% de dgua de maceracao de milho, 0,5% de nitrato de amonio e 1%

de dleo oliva apresentavam maior estabilidade durante o armazenamento congelado.

A lipase extracelular de Bacillus stearothermophilus MC 7 foi purificada em eletroforese
de gel e sua maxima atividade enzimaética foi obtida na faixa de 75 a 80°C e o tempo de

meia-vida de 30 minutos a 70°C. (Kambourova et al., 2003).

Schuepp et al. (1998) obtiveram e caracterizaram lipases intra e extracelulares de

Pseudomonas fragi CRDA 037. A faixa de pH 6timo para ambas as lipases foi de 8,7 a 9,0.

Lipase de Aeromonas sobria 1LPO04, isolada do leite cru, foi purificada e caracterizada. A
maéxima atividade lipolitica foi obtida com o bindmio de 45°C e pH 6,0. A enzima mostrou-

se estdvel em pH alcalino na faixa de 6,5 a 10. (Lotrakul & Dharmsthiti,1997).

Este trabalho teve por objetivo investigar a influéncia da temperatura e do pH da lipase
obtida por Geotrichum candidum NRRL Y-552 utilizando diferentes substratos, visto que
existe uma grande variacdo na atividade enzimdtica de diferentes lipases devido a acdo
destes dois fatores. Este trabalho ainda procurou investigar as modifica¢des na temperatura
e pH 6timos de atuacdo das mesmas lipases apds processo de purificacdo, que também pode

gerar alteracdes significativas na atuac¢do da enzima.

MATERIAS E METODOS

Producio da enzima

As lipases foram obtidas utilizando Geotrichum candidum NRRLY-522 a partir de dois
meios complexos previamente otimizados por Maldonado et al. (2003). Um meio continha
3,5% de Prodex-lac® (hidrolisado protéico) e 0,7% de 6leo de soja e o outro meio 12% de
dgua de maceragdo de milho previamente clarificada com carvao ativo e 0,6% de 6leo de
soja. A fermentacao foi realizada em frascos agitados por 48 horas a 30°C e 250 rpm, com

pH inicial do meio igual a 7,0. As enzimas foram congeladas e analisadas posteriormente.
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Purificacio da enzima

As lipases purificadas foram obtidas, a partir das lipases brutas produzidas com os dois
meios citados anteriormente, através de cromatografia de interacdo hidrofébica utilizando

resina Buthyl Sepharose, segundo metodologia descrita por Mendieta (1999).

Determinacio da temperatura e pH 6timos

As quatro lipases analisadas (lipase bruta e purificada obtida com Prodex-lac® e lipase
bruta e purificada obtidas com dgua de maceracdo de milho) foram caracterizadas quanto a
temperatura e pH através de planejamento experimental completo 2% + 4 pontos axiais + 3
pontos centrais. A temperatura foi estudada na faixa de 27 a 47°C e o pH na faixa de 6,0 a
8,0. Os resultados obtidos foram utilizados para obten¢do de um modelo de segunda ordem

que descrevesse a atividade lipolitica em fun¢do da temperatura e do pH.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacio da temperatura e pH 6timos das lipases brutas

Para a determinagdo da influéncia da temperatura e do pH na atividade lipolitica da lipase
bruta obtida com dgua de maceracdo milho e com Prodex-lac® foram realizados dois
planejamentos experimentais completos 2° + 4 pontos axiais + 3 pontos centrais. Os

resultados obtidos estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1: Resultados obtidos no planejamento experimental completo com lipase bruta
obtida com meio clarificado contendo dgua de maceracdo de milho ou com meio contendo

Prodex-lac®

Ensaios Temperatura (°C) pH Atividade (U/mL) Atividade (U/mL)
para lipase obtida para lipase obtida
com AMM* com Prodex-lac®

1 30 (-1) 6,3 (-1) 8,70 12,82

2 44 (+1) 6,3 (-1) 11,17 15,61

3 30 (-1) 7,7 (+1) 10,63 19,74

4 44 (+1) 7,7 (+1) 13,72 13,47

5 27 (-1,41) 7,0 (0) 9,15 10,44

6 47 (+1,41) 7,0 (0) 17,52 18,76

7 37 (0) 6,0 (-1,41) 11,02 11,84

8 37 (0) 8,0(+1,41) 11,60 21,38

9 37 (0) 7,0 (0) 12,52 29,96

10 37 (0) 7,0 (0) 13,55 27,68

11 37 (0) 7,0 (0) 12,65 26,86

*agua de maceragdo de milho

A méxima atividade lipolitica da enzima produzida com Prodex—lac® foi obtida nos
ensaios do ponto central, com temperatura de 37° C e tampao fosfato 0,01 mol/L pH 7,0,
alcangando valores em torno de 27 U/mL. Valores iguais a esses de temperatura e pH 6timo
ja haviam sido observados por Burkert et al. (2001) para a lipase bruta de Geotrichum
candidum NRRL Y-552 obtida com meio sintético, utilizando peptona como fonte de

nitrogénio.

Observando a tabela 1 ainda é possivel perceber que a maior atividade lipolitica da

enzima produzida com meio clarificado de dgua de maceragdo de milho foi obtida no
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ensaio 6, no qual utilizou-se meio reacional com tampao fosfato pH 7,0 e temperatura de
determinac¢do da atividade enzimética de 47°C.

A partir dos dados experimentais foi feita a andlise de variancia (ANOVA) para cada
planejamento. Em ambos os casos o valor do F calculado foi superior ao F tabelado a 95%
de confianca e o coeficente de correlagcdo (R) foi superior a 0,9. Sendo assim foi possivel
obter um modelo de 2°. ordem, estatisticamente significativo e preditivo para atividade

lipolitica em funcdo da temperatura e do pH. As superficies de respostas para os modelos
obtidos estdo apresentadas na figura 1.
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Figura 1 — (a) Superficie de resposta (b) curva de contorno para atividade lipolitica em
fun¢do da temperatura e pH da lipase bruta obtida com meio clarificado contendo dgua de
maceracdo de milho (c) Superficie de resposta (d) curva de contorno para atividade

lipolitica em fun¢do da temperatura e pH da lipase bruta obtida com meio contendo Prodex-
lac®

Os valores obtidos para pH 6timo, em ambos os casos, igual a 7,0, ja haviam sido obtidos
para lipase de Penicillium restrictum por Freire et al. (1997) em meio sintético e para

lipase de Geotrichum candidum NRRL- Y552 por Burkert et al. (2001) utilizando também
com meio sintético.

Com relacdo a temperatura 6tima nota-se que o meio contendo dgua de maceracdo de
milho clarificado deu origem a uma enzima mais estdvel a temperatura, apresentando uma
temperatura 6tima de 47° C contra 37°C obtida para a lipase bruta produzida com Prodex-
lac® neste trabalho e da lipase bruta obtida com meio sintético por Burkert et al. (2001). Tal
fato demonstra que as alteragdes na composi¢do do meio ocorridas devido com a
clarificagdo causaram uma mudanca de comportamento da enzima em relacdo a

temperatura 6tima. A remog¢do de substancias inibidoras ou a mudanga na conformacgdo da
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enzima sao hipéteses que poderiam explicar esta alteracdo na temperatura 6tima de atuagao

da enzima.

Determinacio da temperatura e pH 6timos das lipases purificadas

As lipases purificadas obtidas com as duas fontes de nitrogénio foram também
analisadas em dois planejamentos experimentais completos 22+ 4 pontos axiais + 3 pontos

centrais. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Resultados obtidos no planejamento experimental completo com lipases

purificadas utilizando d4gua de maceragdo de milho ou Prodex-lac® como fonte de

nitrogénio.

Ensaios Temperatura (°C) pH Atividade (U/mL) Atividade (U/mlL)
para lipase obtida para lipase obtida
com AMM* com Prodex-lac®

1 30 (-1) 6,3 (-1) 5,05 7,16

2 44 (+1) 6,3 (-1) 5,10 6,00

3 30 (-1) 7,7 (+1) 6,82 8,53

4 44 (+1) 7,7 (+1) 7,68 6,98

5 27 (-1,41) 7,0 (0) 5,32 7,34

6 47 (+1,41) 7,0 (0) 4,66 8,68

7 37 (0) 6,0 (-1,41) 3,27 5,93

8 37 (0) 8,0(+1,41) 5,11 9,42

9 37 (0) 7,0 (0) 7,03 8,92

10 37 (0) 7,0 (0) 6,73 9,49

11 37 (0) 7,0 (0) 7,53 9,89
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Analisando os resultados da tabela 2 € possivel perceber que ambas as lipase obtidas tém
um méximo de atividade enzimadtica bem préximo e que estes valores sdo atingidos nas
condi¢des do ponto central, de temperatura de 37° C e pH 7,0. E interessante notar que
estas lipases mantém as mesmas caracteristicas Otimas de atuacdo, mesmo apds a
purificagdo. Comparando as lipases brutas obtidas com peptona (Burkert et al., 2001), com
Prodex-lac® e dgua de maceracdo de milho (neste trabalho) e as duas lipases purificadas,
obtidas com estes dois meios industriais também, apenas a lipase bruta obtida com dgua de
maceracdo de milho teve um comportamento destoante das demais, com um aumento de
10°C na temperatura 6tima. Isto mostra que a enzima nao sofreu grandes modificacdes no

processo de purificagdo.

As superficies de resposta obtidas para as lipases purificadas estdo

apresentadas na figura 2.
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Figura 2 — (a) Superficie de resposta (b) curva de contorno para atividade lipolitica em
funcao da temperatura e pH da lipase purificada obtida com meio clarificado contendo dgua
de maceracao de milho (c) Superficie de resposta (d) curva de contorno para atividade
lipolitica em funcdo da temperatura e pH da lipase purificada obtida com meio contendo
Prodex-lac®
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CONCLUSAO

Através deste trabalho foi possivel determinar as caracteristicas de quatro lipases (duas
brutas e duas purificadas) de Geotrichum candidum NRRL Y -552 obtidas com meios
industriais. As enzimas sdo muito similares entre si, demonstrando que o processo de
purificacdo altera pouco as caracteristicas da enzima. Outro fato interessante € que a lipase
bruta obtida com meio clarificado contendo 4dgua de maceracdo de milho mostrou-se
termicamente mais ativa a uma temperatura de 47° C, o que € interessante, pois dependendo
da fonte de nutriente utilizada na producdo ocorrem alteracdes na enzima, o que pode levar
a outras aplicacOes para enzimas obtidas de um mesmo microrganismo. O aumento da
temperatura 6tima € interessante, uma vez que aumenta o campo de aplicacdo da enzima

para processos que necessitam de temperaturas mais altas de processamento.
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RESUMO
A utilizacdo de enzimas em processos industriais € de extrema importancia nos dias

atuais, isto se deve a dois fatores principais: facilidade de obtencdo das enzimas por via
biotecnoldgica e as vantagens que as enzimas apresentam em relagdo a catdlise quimica
(maior especificidade e menor consumo energético). A forma de obtencdo de uma enzima
pode alterar importantes caracteristicas, como estabilidade térmica, constantes cinéticas,
temperatura ¢ pH 6timo de atuagdo. O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo
comparativo entre lipases de Geotrichum candidum, obtidas a partir de trés fontes de
nitrogénio distintas: peptona, hidrolisado de levedura (Prodex-lac®) e 4gua de maceracio de
milho clarificada. As lipases obtidas foram analisadas quanto a estabilidade térmica,
estabilidade em relagdo ao pH e ao congelamento, valores das constantes cinéticas K, e
Viix, energia de ativacdo (E,) e da energia de desativacdo (E4q). A determinacdo destes
parametros foi util para verificar que ha uma influéncia importante da fonte de nitrogénio
sobre as caracteristicas da lipase. Também foi possivel observar que a lipase obtida com
dgua de maceracdo de milho apresentou caracteristicas diferenciadas das outras lipases, o
que pode lhe permitir uma gama maior de aplicagdes.

SUMMARY
Lipase application on different industries is very important nowadays. This fact is

consequence of two important characteristics of enzymes: facility to obtain enzyme for
microorganism and the advantages that enzymes have than chemical catalyze (higher
specificity and lower energy consume). The process for enzyme production can change
protein characteristic as thermo stability, kinetic parameters, optimal temperature and pH.
The aim of this work was made a comparative study between lipases of Geotrichum
candidum obtained from different nitrogen sources (peptone, yeast hydrolizate and
clarificated corn steep liquor). Thermo stability, pH-stable, kinetics parameters Ky, € Vax,
denaturation energy and activation energy were measured for the studied lipases. The
parameters determinated were important to verify that nitrogen source have a significant
influence on lipase characteristic and it can be seen that lipase obtained using clarificated
corn steep liquor have different characteristic than lipases obtained using yeast hydrolizate

and peptone, that what possibility a biggest number of application to this lipase.
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1- INTRODUCAO

Lipases compreendem um grupo de enzimas (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3)
encontradas comumemente em vegetais, animais e triglicerideos, fornecendo dcidos graxos
livres, diacilglicerideos, monoacilglicerideos e glicerol. Essa reagdo é reversivel e, portanto
essas enzimas catalisam a formacgdo de acilglicerdis a partir de 4cidos graxos e glicerol na
interface 6leo-dgua [5].

Muitos trabalhos citados na literatura relatam caracteristicas de enzimas obtidas de
diferentes formas e pelos mais variados microrganismos. A lipase de Galactomyces
geotrichum obtida com meio contendo 6leo de oliva apresentou atividade maxima em pH
7,75 e 30°C e mostrou-se pouco estdvel na temperatura de 56°C, ndo qual perdeu toda
atividade ap6s incubacdo por 35 minutos [14].

A lipase purificada de Geotrichum candidum apresentou-se estavel na faixa de pH
de 6 a 8 e pH 6timo de 6 a 6,8 [17]. J4 a lipase de Geotrichum sp. purificada por
fracionamento com sulfato de amodnia e cromatografia em coluna DEAE-Sephadex A-50
apresentou atividade 6tima na faixa de pH entre 5 e 8 a 45°C [8]. Uma esterease
termoestavel foi obtida a partir de Bacillus sp. com atividade maxima obtida em pH 6,0 a
65°C. Esta enzima mostrou atividade residual de 70% apds 1h de incubagao e de 50% apés
10 horas de incubac¢@o na temperatura 6tima e a 40°C reteve 83% da atividade inicial apds
100 horas de incubacao [1].

Lipase de Penicillium restrictum incubada com diferentes tampdes, em diferentes
faixas de pH apresentou maior atividade enzimética em tampao fosfato pH 5,5 [4]. Valores
dos pardmetros cinéticos da lipase de Penicillium restrictum foram determinados em um
outro trabalho [6]. Para tributirina, 6leo de babacu e 6leo de oliva, os valores de Ky e Vix
obtidos foram de 5,1 mg/mL e 4,88 U/mL; 13,9 mg/mL e 13,1 U/mL; 21,56 mg/mL e 11,2
U/mL, respectivamente. Lipase de Antrodia cinamommea foi purificada por fracionamento
com sulfato de amoénia e cromatografia em coluna DEAE-Sephadex e, apresentou-se

estdvel na faixa de temperatura de 25 a 60°C, com temperatura 6tima de 45°C [16].
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2 - MATERIAIS E METODOS
A caracterizagdo parcial da lipase bruta de Geotrichum candidum obtida com
diferentes fontes de nitrogénio (peptona, hidrolisado de levedura e dgua de maceracdo de
milho clarificada) feita analisou a estabilidade em relacdo a temperatura, ao pH e ao
congelamento; as constantes cinéticas K, € Vs, a meia-vida, a energia de ativacdo e

desativacao.

2.1 - Obtencao das enzimas

As lipases foram obtidas apds 48 horas de fermentagao em frascos agitados a 30°C e
250 rpm de agitacdo, segundo os meios otimizados: 3,6% de peptona e 0,6% de dleo de
soja [2], 3,5% hidrolisado delevedura e 0,7% de 6leo de soja [12] e 12,0% de dgua de
maceracdo de milho clarificada e 0,6% de 6leo de soja [15]. As fermentagdes foram
realizadas em frasco de 500mL, com volume util de 100 mL, sendo utilizado 10% v/v de

indculo, preparado segundo procedimento previamente otimizado [9].

2.2- Estabilidade térmica

A estabilidade térmica em funcdo da temperatura foi determinada incubando-se
amostras da enzima, adicionada de solugcdo tampdo fosfato pH=7,0, a diferentes
temperaturas (25, 30, 35, 37, 40, 45, 50, 55 e 60°C). Amostras foram coletadas em
diferentes intervalos de tempo e a atividade lipolitica foi analisada segundo metodologia
utilizada para determinacdo de atividade lipolitica com outro tipo de microrganismo [4]. A
atividade enzimdtica foi determinada com temperatura da reagdo enzimadtica a 37°C. A
partir destes ensaios foi possivel determinar os valores da energia de desativagao (Eg) e a
meia-vida (t;;) para cada enzima em cada uma das temperaturas investigadas.

Amostras das enzimas foram submetidas ao congelamento e tiveram a atividade
enzimatica analisada ao longo do tempo para determinagdo da estabilidade a temperatura de

estocagem.
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2.3-Estabilidade em relacao ao pH

Para determinacdo da estabilidade ao pH, todas as amostras de enzimas foram
incubadas a 30°C a diferentes valores de pH (6,0 a 8,0). As amostras foram coletadas em
diferentes intervalos de tempo e analisadas de acordo com a metodologia citada

anteriormente [4].

2.4-Determinacao da energia de ativacao
Para determinacdo do valor da energia de ativacdo (E,) realizou-se a reacdo
enzimatica a diferentes temperaturas (27 a 47°C) com enzima obtida diretamente do caldo

fermentado.

2.5-Determinacao das constantes cinéticas K, € Vpax

A determinagdo das constantes cinéticas K;, e Vy.x foram realizadas variando-se a
concentracdo do substrato para a reacao enzimatica (6leo de oliva). A faixa escolhida para
determina¢do das constantes cinéticas foi de 8 a 100 g/L. de 6leo de oliva adicionado ao

meio reacional.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1-Estabilidade térmica e estabilidade ao congelamento

Lipases obtidas a partir de peptona, hidrolisado de levedura e d4gua de maceragdao de
milho clarificada foram incubadas em diferentes temperaturas para determinacdo da
estabilidade térmica e em relacdo ao congelamento. A partir dos resultados obtidos foram
determinadas a constante de desativacdo (Kd) e a meia-vida (t;») para cada temperatura

analisada. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 — Valores experimentais da constante de desativacao (K4) e da meia-vida (t;/2)
para lipase de Geotrichum candidum obtidas com diferentes fontes de nitrogénio em fungdo

da temperatura (pH = 7,0)

Temperatura Peptona Hidrolisado de levedura — Agua de maceragdo de

de incubagdo milho clarificada
(°C) Kd(h')  tip(h)  Kd(')  up(h)  Kd(h7) tir2 (h)
25 - - 0,003 203,88 0,01 61,90
30 0,02 38,50 0,03 24,15 0,03 22,65
37 0,19 3,61 0,16 4,44 0,04 16,40
40 0,89 0,77 0,19 3,73 0,10 7,17
45 4,42 0,16 0,51 1,36 0,44 1,56
50 22,02 0,03 6,91 0,10 4,30 0,16
60 - - 14,64 0,05 16,35 0,04

ti» (meses) ti2 (meses) ti» (meses)
Congelamento 8,0 14,4 46,2

A andlise comparativa da tabela 1 mostra que a lipase de Geotrichum candidum
perde estabilidade em temperaturas superiores a 37°C, com valores de meia-vida que
diminuem consideravelmente com o aumento da temperatura. Esta constatacdo indica que
aplicagdes em sistemas a temperaturas mais elevadas ndo seriam vidveis com este tipo de
enzima.

Na faixa entre 25 e 37°C, as trés enzimas apresentam uma relativa estabilidade e a
fonte de nitrogénio tem influéncia sobre este fator. A lipase obtida com hidrolisado de
levedura € bastante estavel a 25°C, com meia vida de aproximadamente 8,5 dias, no entanto
a 30°C este valor reduz-se para 1,0 dia. Por sua vez, a lipase obtida com dgua de maceracao
de milho clarificada é menos estavel a 25°C (meia vida de 2,6 dias), mas tem um declinio
da estabilidade menos acentuado, apresentando uma meia vida de 7,17 horas a 40°C. A
enzima obtida com peptona apresenta valor de meia-vida comparativamente maior a 30°C,
mas perde bastante estabilidade em temperaturas maiores ou iguais a 37°C.

Em relacdo a estabilidade da enzima congelada, observa-se que a enzima obtida

com agua de maceracdo de milho € consideravelmente mais estdvel, com uma meia vida
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83% superior comparada a lipase obtida com peptona e 68% maior que a lipase obtida com
hidrolisado de leveduras. A melhor estabilidade térmica da lipase obtida com 4gua de
maceracdo de milho clarificada pode estar relacionada com alteragdes provocadas pelo
processo de clarificacao e pela composi¢ao da 4gua de maceracdo de milho.

Outros autores verificaram uma maior estabilidade nas lipases obtidas com dgua de
maceracdo de milho em relagdo a outros substratos. A temperatura 6tima da lipase de
Geotrichum candidum obtida com 4dgua de maceragdo de milho clarificada foi 10°C
superior em comparagao com a lipase obtida com hidrolisado de levedura e peptona [15],
no entanto apds purificagdo da enzima, nao se verificou mais diferenga entre a temperatura
Otima das lipases obtidas com diferentes fontes de nitrogénio [11].

A lipase de Geotrichum sp. obtida com dgua de maceracdo de milho mostrou-se

mais estavel ao congelamento do que as obtidas com outras fontes de nitrogénio[7,13].

3.2 - Estabilidade em relacao ao pH

Lipases obtidas a partir de peptona, hidrolisado de levedura e d4gua de maceragdo de
milho clarificada foram incubadas em diferentes pH para determinacdo da estabilidade em
relacdo ao pH. A partir dos resultados obtidos foram determinadas a constante de
desativacdo (Kd) e a meia-vida (t;) para cada valor de pH analisado analisada. Os

resultados obtidos estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Valores experimentais da constante de desativacao (K4) e da meia-vida (t;/2)
para lipase de Geotrichum candidum obtidas com diferentes fontes de nitrogénio em fungdo

do pH a temperatura de 30°C.

pH de Hidrolisado de levedura ~ Agua de maceracdo de
incubagdo milho clarificada
Kd(h')  tp(h) Kd(h') tiz (h)
6,0 0,014 49,51 0,019 40,30
7,0 0,015 47,48 0,017 40,07
8,0 0,124 5,61 0,021 32,54
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No caso do substrato hidrolisado de levedura, nota-se uma perda da estabilidade em
pH 8,0. Este fato ja havia sido observado anteriormente para lipase de Geotrichum
candidum obtida com peptona, que apresenta um declinio rdpido da atividade lipolitica em
pH maior ou igual a 8,0 [3]. Estudos da producdo em reator air-lift mostraram também um
declinio rdpido da atividade lipolitica quando o pH do meio de fermentacdo atingia niveis
maiores do que 8,0 [10]. No entanto, em relacdo a lipase obtida com dgua de maceragdo de
milho clarificada, nota-se uma menor influéncia do pH sobre a perda da atividade lipolitica
na faixa estudada, com uma meia-vida cerca de 6 vezes maior em pH 8,0 comparada com a
enzima obtida com hidrolisado de levedura. Isto confirma que a lipase obtida com este
substrato € mais estdvel ndo apenas em relacido a temperatura, mas também em relacio ao
pH, como ja fora observado por outros autores [7,13]. Tal verificacdo torna a utiliza¢do da
enzima obtida com dgua de macera¢ao de milho clarificada potencialmente interessante ao

se pensar em aplicacdes da em faixas mais amplas de temperatura e pH.

3.3- Determinacao da energia de ativacio e desativacao

A partir da andlise da estabilidade térmica e da variagdo da temperatura de
realizagdo enzimatica foi possivel determinar os valores da energia de desativacdo (Eq) e da
energia de ativacdo (E,), respectivamente, para as lipases obtidas com os diferentes

substratos (tabela 3).

Tabela 3 — Valores experimentais da energia de desativagao (E4) e da energia de ativacao

(Ea) para lipase de Geotrichum candidum obtida com diferentes fontes de nitrogénio

Fonte de nitrogénio Energia de Energia de desativacdo
ativagado (kcal/mol) (kcal/mol)
Peptona 10,85 78,90
Hidrolisado de levedura 6,97 33,47
Agua de maceragao de milho clarificada 5,23 43.50

Dos resultados obtidos observa-se que a substituicio da peptona por fontes de
nitrogé€nio alternativas provoca uma diminui¢@o tanto na energia de desnaturagdo como na

energia de ativacdo da lipase. Comparativamente isto significa que a uma mesma
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temperatura a reagdo enzimdtica € mais favorecida para lipase obtida a partir da dgua de
maceracao de milho clarificada, pois exige uma menor energia de ativagdo. Em relacdo a
desnaturagdo, a lipase obtida com hidrolisado de levedura € a de mais facil desnaturagdo,
isto pode explicar a reducdo tao brusca na meia-vida de enzima obtida com hidrolisado de
levedura quando a temperatura de incubagdo varia de 25 para 37°C. No entanto, tal fator
ndo explica o comportamento da lipase obtida com peptona. Provavelmente o
comportamento da lipase obtida com este substrato sofre influéncia de outros fatores que
levam a uma desnaturagdo mais rdpida da enzima a partir de 37°C, mesmo necessitando de

uma energia de desnatura¢do mais elevada.

3.4- Determinaciao das constantes cinéticas K, € Vyax

A tabela 4 apresenta os valores das constantes cinéticas Ky, € Vp.x para as trés
lipases estudadas. Os valores das constantes cinéticas foram determinados variando-se a
concentracdo do substrato na reacio enzimdtica. O substrato utilizado neste caso foi o dleo

de oliva.

Tabela 4 — Valores das constantes cinéticas K, € V4« para lipases de Geotrichum

candidum obtidas com diferentes fontes de nitrogénio

Fonte de nitrogénio K., (mg/mL) Vinax (U/mL)
Peptona 28,73 22,57
Hidrolisado de levedura 37,34 37,31
Agua de maceragio de milho clarificada 94,93 37,59

Comparando-se as trés lipases, observa-se um grande aumento no valor de K, para
a lipase obtida com dgua de maceracdo de milho clarificada, o que implica que esta enzima
consegue atuar eficientemente mesmo em concentracdes mais elevadas do substrato. Esta
constatacdo ¢é interessante, pois a enzima obtida com &4gua de maceracdo de milho
clarificada possui uma série de caracteristicas distintas em relagdo as outras duas lipases
obtidas, o que refor¢a o fato de ela poder ter aplicacdes diferenciadas. Em relacdo ao valor
de Vnix Observa-se que as lipases obtidas com meios industriais apresentam maior atividade

maxima em relac@o a lipase obtida com peptona, o que demonstra que estes substratos sao
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potencialmente interessantes para a obten¢do de niveis de atividade enzimdtica mais

elevados em relacdo ao meio sintético, com um custo reduzido.

4-CONCLUSAO

A partir deste estudo foi possivel verificar que as caracteristicas da lipase produzida
por um mesmo microrganismo podem sofrer alteracdes em funcdo do tipo de substrato
utilizado na produgdo. Na comparagdo dos trés substratos analisados foi possivel perceber
que a dgua de maceracdo de milho clarificada possibilitou a obten¢do de uma lipase com
caracteristicas diferenciadas, tais como, menor variagdo na estabilidade térmica em
temperaturas proximas a temperatura 6tima, menor variacdo na estabilidade em funcdo da
variacdo do pH do meio, maior estabilidade ao congelamento, reduzido valor de energia de
ativacdo da reacdo enzimadtica e valor de K, consideravelmente maior. Estas caracteristicas
indicam que esta lipase pode ser aplicada em processos mais robustos, ou seja, com maior
variacdo de temperatura, pH e concentracdo de substrato, comparativamente as lipases
obtidas com peptona e com hidrolisado de levedura, bem como pode ser estocada por mais
tempo em temperatura de congelamento.

Os resultados obtidos também demonstraram que para as trés enzimas a faixa de
temperatura de 25 a 37°C e valor de pH de 6,0 a 7,0 sdo as condi¢des que proporcionam a

manutenc¢do da atividade enzimdtica por mais tempo.
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CAPITULO X - CONCLUSOES

A partir da analise de todos os resultados obtidos ao longo deste trabalho foi

possivel chegar as seguintes conclusoes:

Estudo do _indculo — foi necessdrio estabelecer um procedimento experimental de

obtencdo do indculo na producdo de lipase por Geotrichum candidum que
permitisse um aumento nos valores da atividade lipolitica e reducio da variabilidade
dos resultados. A técnica de planejamento fatorial foi util para detectar que o
processo nao estava sob controle e que eram necessarios estudos prévios a
otimizacdo. As condi¢des 6timas de obtencdo do indculo foram obtidas com meio
de in6culo contendo 5,0% de peptona, 0,1% de nitrato de sddio, 0,1% de sulfato de
magnésio e 1,0% de 6leo de soja, tempo de incubacdo do indculo de 15 horas, pH
inicial igual a 7,0, temperatura de 30°C, agitacdo de 250 rpm e adi¢do de uma area
circular de 0,79 cm? (d = 1,0 cm) de meio sdlido contendo esporos do
microrganismo. Estas condi¢des permitiram controlar a variabilidade do processo
em torno de 20% (resultado que pode ser considerado satisfatério por se tratar de
um processo que utiliza um fungo filamentoso pluricelular, o que dificulta a
padronizacdo do indculo) e um aumento de 4 a 5 vezes no valor da atividade
lipolitica.

Estudo da composicao dos meios de fermentacao — através da técnica do

planejamento fatorial foi possivel obter as condi¢cdes otimizadas para dois meios de
fermentagdo a partir de residuos industriais. As condi¢des 6timas foram 3,5% de
hidrolisado de levedura (Prodex—lac®) e 0,7% de 6leo de soja (meio 1) e 8,0% de
dgua de maceragdo de milho e 0,6% de 6leo de soja (meio 2), ambos com atividades
lipoliticas em torno de 20 U/mL, valor 5 vezes maior do que valores citados na
literatura para o mesmo microrganismo. Além disso, o estudo permitiu comprovar a
viabilidade técnica e econdmica da substituicdo da peptona, com significativa
reducdo de custos (superior a 95%). No entanto, a utilizacdo de residuos industriais
pode ser um elemento complicador na recuperagdo da enzima (etapa de down

stream), por conterem muitas impurezas e material particulado.
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Estudo da producio da lipase em reatores — este trabalho permitiu comparar a
performace de um reator de mistura convencional com um reator nado convencional
do tipo air-lift para producdo de lipase. Ambos os reatores apresentaram resultados
semelhantes de atividade lipolitica e a produtividade. Este fato € interessante, pois
permite que o processo de obtencdo da lipase possa ser realizado com um ou outro
reator, proporcionando uma liberdade para escolha do equipamento mais adequado
de acordo com a viabilidade econdmica e operacional de cada sistema. Outra
conclusdo interessante foi a respeito da maxima atividade lipolitica e a maxima
produtividade que na fermentagdo em reator air-litf, se deram em tempos de
processo diferentes. Isto permite também uma maior liberdade no estabelecimento
do processo industrial, podendo-se escolher qual a resposta mais conveniente.
Processos com tempo longo promovem uma maior produgdo, enquanto que com um
tempo reduzido obtém-se uma maior produtividade. Uma andlise econdmica do
processo poderia ser feita para se encontrar o ponto 6timo na relacdo produgio,
produtividade e custo de processo.

Estudo do up stream e da purificacdo — a dificuldade de recuperagdo da enzima

do meio fermentado contendo residuos industriais na etapa de down stream foi
solucionada com um processo de clarificagdo prévia da dgua de maceracdo de
milho. O processo de clarificac@o utilizou carvao ativo e a concentracdo 6tima de
dgua de maceracdo de milho foi reajustada para 12%, o que se deve ao fato da
clarificacdo remover nutrientes do meio, além dos residuos indesejaveis. Ao
comparar-se a purificacdo da enzima obtida com um meio clarificado com a enzima
de meio ndo clarificado, percebeu-se que havia uma dificuldade operacional maior
para o segundo caso. Em relacdo a purificacdo, a cromatografia de interacdo
hidrofébica mostrou-se eficiente para a purificacdo da lipase, em condi¢des Otimas
utilizadas anteriormente para outras lipases, com bons niveis de recuperagcdo
enzimatica e do fator de purificacao.

Caracterizacio parcial da enzima — o estudo comparativo realizado entre as

lipases bruta e purificada, obtidas com diferentes fontes de nitrogénio, demonstrou
que tanto a fonte de nitrogénio como o processo de purificagdo podem ter influéncia

sobre as caracteristicas de atuacdo da enzima. Além disso, foi possivel verificar que
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a lipase bruta obtida com dgua de maceragdao de milho clarificada apresentou uma
série de caracteristicas diferenciadas em relacdo as outras lipases. Esta apresentou
uma temperatura 6tima mais elevada, maior estabilidade térmica e em relagdo ao
pH, maior estabilidade ao congelamento, menor energia de ativacdo e maior valor
da constante cinética K;,. Todas estas caracteristicas podem ser uteis em possiveis
aplicagdes, pois esta enzima mostrou-se mais robusta do que as demais em relacdo a
variagOes de temperatura, pH e concentracdo de substrato, bem como em relagdo ao

tempo de estocagem.

De uma forma global foram obtidos resultados muito promissores de produgdo e
purificacdo enzimdtica que proporcionam multiplas possibilidades a serem exploradas na
ampliacdo de escala do processo. Além disso, a utilizagdo de residuos industriais para
obtencdo de um bioproduto € importante no que diz respeito a agregacdao de valor
econOmico a estas matérias-primas e em relacdo a preservacdo do meio ambiente, ao ser
dado um destino adequado a estes residuos. Por fim, a obten¢do de enzimas com
caracteristicas diferenciadas também € um importante resultado, uma vez que amplia a

possibilidade de aplicagdes das mesmas.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

¢ Estudo de aplicagdes para as lipases bruta e purificada;

e Aplicacdo do processo de produgdo para outros fungos filamentosos que apresentem
potencial de produgdo de bioprodutos;

e Ampliacdo de escala dos processos de produgdo e purificacio;

¢ Estudo das alteracdes na estrutura enzimadtica provocadas pela modificagdo na fonte
de nitrogénio, pelo processo de clarificagcdo prévia e pelo processo de purificagao;

e Estudo piloto da produ¢do da enzima.
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