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RESUMO

Biotransformacao do 6leo de ricino em aromas por Yarrowia lipolytica

Os compostos aromaticos produzidos por processos biotecnoldgicos sdo cada vez mais aceites
pelo mercado consumidor, por serem considerados naturais. Além disso, sdo processos de grande
interesse devido aos elevados rendimentos que apresentam relativamente aos processos de extraccdo a
partir de fontes naturais.

A y-decalactona é um composto aromatico de interesse industrial, que resulta da B-oxidagdo
peroxisomal do acido ricinoleico. Este acido gordo, maior constituinte do 6leo de ricino, é o precursor
mais vulgarmente utilizado na producao biotecnoldgica deste aroma.

Para que o substrato (6leo de ricino) esteja mais disponivel para as células o utilizarem na
producao de y-decalactona, pode utilizar-se ¢leo de ricino hidrolisado. Esta hidrolise pode ser promovida
por accao enzimatica, mais especificamente por lipases.

O objectivo geral do presente trabalho consiste na avaliacao do papel das lipases, comerciais e
produzidas pela levedura, na hidrélise do ¢leo de ricino e consequente impacto na producdo de
y-decalactona.

Inicialmente foi feita a validacao do método experimental utilizado para determinar a actividade
lipolitica, tendo-se concluido que o método que utiliza como substrato o pnitrofenil laurato ndo era
preciso. Assim, nos ensaios posteriores de determinacéo da actividade lipolitica foi empregue o substrato
pnitrofenil butirato, que forneceu resultados mais precisos.

Realizaram-se ensaios de caracterizacao da actividade de varias enzimas comerciais sollveis e
imobilizadas. Os ensaios tiveram como finalidade avaliar a actividade lipolitica das diferentes enzimas e
permitiram concluir que a lipase de C. rugosa (5.873 U'mg'...) apresenta uma actividade bastante
superior a das outras enzimas analisadas, Lipozyme TL IM, Lipolase 100 T e Lipase CALB L.

Com o intuito de estudar quais as condicdes que conduzem a um maior grau de hidrdlise do
oleo de ricino realizaram-se ensaios com as diferentes lipases comerciais estudadas, tendo-se variado as
condicdes de temperatura, pH e concentracdo de dleo de ricino. A maior percentagem de hidrdlise
(95.37 %) foi obtida quando se utilizou a enzima Lipozyme TL IM, a pH 8 e 27 °C, ao fim de 45 horas.

Nos ensaios de producdo de lipase por diferentes estirpes de Y. /jpolytica observou-se que a
producdo de enzima é favorecida quando o meio de producédo de lipase é adicionado ao meio de
crescimento celular, sem ocorrer centrifugacdo das células na transferéncia entre meios. Foram
comparados varios substratos na inducdo de lipase e verificou-se que, para a estirpe Yarrowia lipolytica
W29, foi o ricinoleato de metilo que se revelou o melhor indutor para a producado de lipase, nas condicdes
analisadas.

Nos ensaios de biotransformagéo do 6leo de ricino em y-decalactona verificou-se que a etapa
inicial de hidrélise do ¢6leo ndo se revelou crucial para o0 aumento da produtividade. A maior producéo de
y-decalactona (1600 mg-mL") foi obtida usando ¢leo de ricino nao hidrolisado e sem adicao de lipase

extracelular, sendo que a produtividade foi melhorada pelo aumento da velocidade de agitacao.
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ABSTRACT

Biotransformation of castor oil in aroma compounds by Yarrowia ljpolytica

The aromatic compounds produced by biotechnological processes are increasingly accepted by
consumers, because they are considered as natural compounds. In addition, they are of great interest due
to the high yields obtained comparatively to chemical processes.

v-Decalactone is an aromatic compound of industrial interest, resulting from the peroxisomal
[-oxidation of ricinoleic acid. This fatty acid, the major constituent of castor oil, is the precursor most
commonly used in the biotechnological production of this aroma.

In order to increase the availability of the substrate (castor oil) to the cells for the production of
y-decalactone, hydrolyzed castor oil can be used. This hydrolysis can be promoted by enzymatic action,
more specifically by lipases.

The main goal of the present work is to assess the role of lipases, both commercial and
produced by the yeast, in the hydrolysis of castor oil and the consequent impact on the production of
y-decalactone.

Initially, a validation of the experimental method used to determine the lipolytic activity was
developed, and it was concluded that the method using the substrate pnitrophenyl laurate was not
accurate. Thus, in the subsequent experiments to determine the lipolytic activity, the substrate
- nitrophenyl butyrate was used, providing more accurate results.

Experiments were performed in order to determine the activity of several commercial enzymes,
soluble and immobilized. The aim of those essays was to evaluate the lipolytic activity of the different
enzymes. The results allowed to conclude that, from all enzymes analyzed, the lipase of C. rugosa
(5.873 U mgme) presents the highest activity.

It was also aim of this work to study the conditions that lead to a greater hydrolysis rate of
castor oil. Thus, assays were performed with different commercial lipases previously studied, under
different operating conditions, such as temperature, pH and castor oil concentration. The largest
percentage of hydrolysis (95.37 %) was achieved when using the enzyme Lipozyme TL IM, at pH 8 and
27 °C, after 45 hours.

In lipase production essays, carried out by different strains of Y. /jpol/tica, lipase production was
improved when the components of the production medium were added to the inoculum culture without
harvesting and centrifuging cells in the transfer between both media.Different substrates were tested as
lipase inducers and it was observed that, for the strain Yarrowia lipolytica W29, methyl ricinoleate revealed
to be the best lipase inducer, for the conditions tested.

The biotransformation of castor oil into y-decalactone was not improved by the initial step of oil
hydrolysis. The highest production of y-decalactone (1600 mg-mL") was obtained using non-hydrolyzed
castor oil and without adding extracellular lipase.Moreover, the productivity was improved by increased

agitation rates.
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Neste capitulo é apresentada uma contextualizacao ao tema do trabalho, assim como a

apresentacdo dos seus principais objectivos.



Capitulol - Introducao 2

A producao de aromas por via biotecnologica tem-se revelado de grande interesse, uma
vez que a aceitabilidade destes produtos para uso na industria alimentar &€ bastante maior do
que a dos produtos analogos obtidos por sintese quimica. Como os produtos derivados de
processos biotecnolégicos a partir de substratos naturais sdo, em principio considerados
“naturais”, caso ja tenham sido identificados em plantas ou em outras fontes naturais, surge
assim um forte interesse na producéo biotecnoldgica destes compostos (Schrader ef a/., 2004).

Além disso, a ideia crescente de que o “natural” é preferivel ao “artificial”, provocou um
aumento da procura dos compostos aromaticos produzidos por via biotecnologica. A
y-decalactona, composto aromatico, € um deste tipo de produtos que pode ser obtido através da
biotransformacao de lipidos por microrganismos. A levedura Yarrowia lipolytica € capaz de levar
a cabo esta transformacao do 6leo de ricino em aroma (Waché ef a/, 1998). Além disso, é capaz
de induzir a producao de lipases, que sdo enzimas de grande relevo na hidrolise do dleo de
ricino.

As lipases sdo enzimas muito versateis uma vez que tém a capacidade de catalisar
reaccOes tanto em meio aquoso como em meio organico. Além disso, o elevado potencial de
aplicacao das lipases € justificado pela sua capacidade de utilizacdo numa ampla gama de
substratos, estabilidade a temperatura, pH e solventes organicos (Hasan et a/, 2006).

A hidrolise enzimatica de 6leos e gorduras constitui uma alternativa que procura superar
0s inconvenientes associados aos processos fisico-quimicos, uma vez que com a utilizacdo de
lipases as reaccdes podem ser levadas a cabo em condicdes amenas de temperatura e pressao,
sendo possivel obter produtos com baixo custo energético (Gandhi, 1997; Gustone, 1999; Castro
et al., 2004).

O processo de biotransformacao do &cido ricinoleico em y-decalactona pela levedura Y.
ljpolytica esta bem documentado em termos de vias metabolicas (B-oxidacdo peroxisomal),
interaccoes lipidos-células e efeito do aroma nas células (Aguedo, 2002). No entanto, ficam por
esclarecer alguns passos cruciais que controlam a razao entre o aroma produzido e outras
lactonas nao-aromaticas. Contudo, como estes compostos estdo presentes no meio fermentativo
em baixas concentracoes, o processo de producao torna-se bastante caro. Além disso, a elevada
volatilidade e a baixa solubilidade em agua de alguns compostos aromaticos, dificulta a obtencéo

biotecnologica de aromas a nivel industrial (Hanssen, 1989).
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Capitulol - Introducdo 3

O objectivo central do presente trabalho consiste no desenvolvimento de estratégias de
aumento da produtividade do processo de producdao de aromas por via biotecnolégica, em
particular da producdo de 7y-decalactona, através da biotransformacao de acido ricinoleico
(proveniente do oleo de ricino) catalisada pela levedura Yarrowia ljpolytica.

Numa fase inicial, pretende-se determinar a actividade de varias enzimas comerciais e
produzidas pela levedura, optimizando os meios de producao de lipase, uma vez que estas serao
posteriormente utilizadas na hidrélise do 6leo de ricino.

Ensaios posteriores visam optimizar a hidrolise do 6leo de ricino por accdo enzimatica,
mais especificamente por lipases, onde serdo empregues as enzimas comerciais previamente
estudas.

Posteriormente, integrar-se-a a fase de hidrolise no processo de biotransformacédo do
oleo de ricino em y-decalactona, de modo a maximizar a produtividade do aroma, comparando a
producao de y-decalactona, por Y. /jpolytica, a partir de oleo de ricino e de o6leo de ricino

hidrolisado.
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Numa primeira fase deste capitulo é apresentada uma descricdo do composto aromatico
y-decalactona, assim como da levedura utilizada para o produzir, Yarrowia ljpolytica.

Reporta-se ainda a via de produ¢do da y-decalactona e alguns aspectos relevantes do
oleo de ricino, substrato utilizado no processo de producéo do aroma.

Por fim, devido & importancia das lipases no processo de hidrolise do éleo de ricino,

referem-se alguns aspectos relevantes destas enzimas.

2.1 O composto aromatico y-decalactona

2.2 Producao de y-decalactona: [B-oxidacéo peroxisomal
2.3 Alevedura Yarrowia ljpolytica
2.4 Oleo de ricino

2.5 Lipase
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2.1 O composto aromatico y-decalactona

Os compostos aromaticos, especialmente as lactonas, sdo muito utilizados na industria
alimentar. As lactonas sao moléculas constituidas por um ciclo carbonado com um atomo de
oxigénio, que resultam de uma ciclisacao de um acido hidroxilado. Estes compostos sdo muito
atractivos para a industria alimentar uma vez que possuem um aroma frutado muito
caracteristico e podem ser encontrados naturalmente numa vasta variedade de alimentos (frutas,
leite e seus derivados, carnes e alguns alimentos fermentados) (Gomes, 2005).

Durante muito tempo, estes compostos foram obtidos directamente a partir de frutos ou
por sintese quimica. No entanto, nos ultimos anos tem-se verificado um aumento da utilizacao
de microrganismos e enzimas para a producdo natural de compostos aromaticos (Endrizzi,
1993).

A lactona mais importante para aplicacdo aromatica é a y—decalactona com um volume
de mercado de centenas de toneladas por ano (Schrader, 2004). Possui um aroma a péssego,
com um odor muito persistente e um sabor muito forte a péssego em concentracdes abaixo dos
5 mg:L. No inicio dos anos 80, a y-decalactona natural era um composto aromatico
extremamente caro e raro (preco > US$ 10000 Kgi). No entanto, com a introducdo e
optimizacao da producdo deste composto por via microbiana, verificou-se uma descida de preco
para cerca de US$ 300 Kg*, com um volume de mercado anual de varias toneladas (Schrader,
2004).

A producéo biotecnoldgica de y-decalactona utiliza o &cido ricinoleico, que é o principal
acido gordo constituinte (cerca de 86 %) do oleo de ricino. Okui ef a/ (1963) observaram a
producdo de y-decalactona a partir daquele acido por leveduras do género Candiga. O &cido
ricinoleico é degradado por quatro ciclos sucessivos da [-oxidacdo em acido-4-hidroxidecandico
que lactoniza originando y-decalactona (Gatfield, 1993).

Apesar de varios microrganismos serem capazes de produzir compostos de lactonas, os
processos que envolvem a levedura Yarrowia ljpolytica sao os que obtém maiores concentracoes
de produto. Nicaud ef a/ (1996) utilizaram uma estirpe geneticamente modificada de Yarrowia
lipolytica, auxotrofica em relacdo ao uracilo, designada PO1D, obtendo assim uma producdo

elevada de y-decalactona a partir de ricinoleato de metilo. No final da fase de crescimento,
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transferiram a biomassa concentrada para um meio de biotransformacdo com concentracéo
limitada de uracilo. Apds 75 horas, obtiveram 9.5 g:L* de y-decalactona.

No entanto, foi ja reportado um processo de producdo que permite alcancar a producao
de 11 g-L' de y-decalactona em 55 horas, tendo como substrato dleo de ricino em bruto, e sem
utilizar uma estirpe geneticamente modificada (Schrader, 2004).

O mesmo processo foi levado a cabo com outros organismos, tais como Monilia
fructicola, Sporobolomyces odorus e Rhodotorula glutinis mas os rendimentos de produto obtidos
foram muito inferiores (Schrader, 2004).

A producédo de y-decalactona foi estudada com diferentes espécies de Sporidiobolus,
como Sporidiobolus salmonicolor, Sporidiobolus ruinenii, Sporidiobolus johnsonii e Sporidiobolus
pararoseus (Dufossé et al, 1998). Estas estirpes revelaram-se muito sensiveis a y—decalactona,
no entanto, a forma aberta, isto é, o acido-4-hidroxidecandico, revelou-se menos toxico para as
leveduras. As concentracdes de y-decalactona obtidas em fermentacdes que utilizam estas
leveduras foram sempre muito baixas (< 1 g-L1).

Cardillo ef al. (1989) descreveram o processo de producao de y-decalactona a partir da
hidrélise do oleo de ricino utilizando Aspergillus niger, Pichia etchellsii ou Cladosporium
suavelens. Em todos os processos descritos as concentracdes de y-decalactona obtidas foram
muito baixas (< 1g-L).

Kimin e Minch (1997) usaram Mucor circillenoides em decanoato de etilo como
substratos para a producdo de y-decalactona. Reportaram uma producdo de 10.5 g de

y-decalactona-L* apds 60 horas.

2.2 Producéo de y-decalactona: -oxida¢éo peroxisomal

A possibilidade de produzir lactonas por via biotecnologica foi descrita pela primeira vez
em 1960, pelo grupo de Okui, aguando do estudo do catabolismo em varios organismos (Okui,

1963).
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A producao de y-decalactona por leveduras a partir de acidos gordos é um processo
muito descrito na literatura; no entanto, o conhecimento sobre o mecanismo envolvido neste
processo é muito escasso.

A producéo de y-decalactona por Yarrowia ljpolytica, a partir do &cido ricinoleico, foi
inicialmente referida num processo patenteado por Farbood e Willis (1983). Muitas foram as vias
de producdo propostas para o catabolismo da y—decalactona e do acido 4-hidroxidecandico.
Fuganti (1991) propds uma via de degradacdo envolvendo a a-oxidacdo e uma posterior [3-
oxidacdo. Por sua vez, Shimizu (1992), observou a producdo de lactonas capazes de hidrolisar
acidos gordos.

Nas leveduras, a degradacdo do &cido ricinoleico em acido 4-hidroxidecandico,
precursor da y-decalactona, é levada a cabo pelas enzimas da -oxidacdo peroxisomal (Aguedo
et al, 2004) (Figura 2.1). A B-oxidacdo é um sistema de oxidacdes ciclicas de acidos gordos,

gue compreende quatro reaccdes catalisadas por enzimas, entre as quais se destaca a acil-CoA,

gue controla a etapa chave deste processo (Pagot, 1998).

CHzCHs ~ o~ _~ (CHz)7~COOH X
Arcidol2-hidroxiocta dec-9—-enoico

oH (Acido ricinoleico)

—

M oxidagiao

= CHaCOSCoA
Mt - . Acido
2-(CHals h“‘r'/ = (CHz)s COOH 10-hidroxihexadec-Fenoico
OH
. {
2 paoxidagies +"\‘___ 2 CH.COSCoA
CHs-{CHzls .~ ~~coom Acido 6-hidroxidodec-3-enoico
OH
Fedugio i
1 1 . . . .
CHa-{CHg)g -~ COCH Acido 6-hidroxidecandico
OH
poxidagio S CH,COSCaA
GOk Acido 4-hidroxidecandico
OH
Ciclisagio |
| y- decalactona
I

e o e e g

(8]

Figura 2.1- Bioconversdo do acido ricinoleico em vy-decalactona por VYarrowia ljpolytica
(adaptado de Schrader et al,, 2004).
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A Y. ljpoltica € uma levedura que exibe um elevado rendimento de producao de
y-decalactona, decorrente da peculiaridade de possuir um grande numero de genes que
codificam para a producao de enzimas especializadas na degradacao de substratos hidrofobicos.
Esta espécie possui uma familia de cinco acil-CoA oxidases (Aox1p a Aoxbp, codificadas pelos
genes POX1 a POX5), a enzima que catalisa a primeira reaccao da [-oxidacéo (Aguedo et a,
2004). A descodificacdo do papel de cada uma destas enzimas é de grande importancia para

optimizar a producao do composto aromatico y-decalactona.

2.3 A levedura Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € um microrganismo aerobio, eucaridtico, do reino Fungi, pertencente
a classe dos Ascomicetes, subclasse Hemiascomicetes, sendo inicialmente conhecida como
Candida lipolytica (Barth e Gaillardin, 1997).

Esta levedura é uma das espécies mais utilizada industrialmente para a producao de
acido citrico e aroma a péssego, uma vez que nao é considerada patogénica, tendo até adquirido
o estatuto GRAS (Beckerich ef a/,, 1998 e Holzschu ef a/, 1979).

A Yarrowia ljpol/tica é uma das leveduras nao convencionais mais estudadas (a
classificacao “nao convencional” foi inicialmente utilizada para diferenciar este grupo de
leveduras das mais frequentemente utilizadas, as “convencionais”, e bem estudadas,
Saccharomyces cerevisiae e, com algumas restricdes, Schizosaccharomyces pombe) (Barth e
Gaillardin, 1997).

Esta estirpe é capaz de utilizar como fontes de carbono a glucose, alcoois, acetato e
substratos hidrofébicos, como acidos gordos ou alcanos, o que a torna muito atractiva do ponto
de vista industrial. No entanto, a sacarose nao é referida como substrato metabolizavel por esta
levedura (Barth e Gaillardin, 1997).

A Yarrowia ljpolytica € uma levedura que exibe dimorfismo, ou seja, é capaz de alternar,
reversivelmente, entre duas formas morfologicas distintas: células tipicas de levedura (ovais) ou

hifas (Kawasse et al., 2003).
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A morfologia das colonias pode ser determinada pelas condicdes de crescimento, tais
como arejamento, fonte de carbono e azoto, pH e pelas caracteristicas genéticas da estirpe
(Kawasse et al., 2003).

Esta levedura é capaz de crescer em ricinoleato de metilo produzindo varias lactonas,

entre as quais a y-decalactona (Waché et al, 2002).

2.3.1 Metabolitos produzidos por Yarrowia lipolytica

A levedura Yarrowia lipolytica € um microrganismo capaz de secretar varios metabolitos
de interesse, entre os quais se podem destacar acido citrico (Levinson et a/., 2007), proteases

(Kulkarni e Gadre, 1999), lipases (Fickers et a/., 2003) e lactonas (Aguedo et a/., 2005).

2.3.1.1 Proteases

Entre os varios produtos secretados pela levedura Yarrowia ljpolytica encontram-se as
proteases, enzimas que sao geralmente secretadas numa fase avancada do crescimento da
levedura.

A protease mais excretada por esta levedura é a protease alcalina extracelular. Ogrydziak
(1988) verificou que estirpes de Y. /jpolytica que cresciam em meio YPD a pH 6.8, secretavam
grande quantidade (1 - 2 g-L*) de protease alcalina, enquanto que a pH 4.0 é detectada no meio
actividade de uma protease acida.

Lopes ef al (2008) investigaram a producdao de proteases pela levedura Yarrowia
lipolytica, tendo verificado que durante as primeiras horas de cultura a actividade de protease foi
reduzida, aumentando gradualmente até ao final do tempo de cultura, sugerindo assim que a

diminuicao do pH do meio favorece a producao de protease acida pela levedura.

2.3.1.2 Lipases

A producao de lipase por Yaworria lipolytica nao tem sido muito reportada na literatura
guando comparada com a producao deste metabolito por outros microrganismos.
A producao de lipase por Yarrowia lipolytica foi inicialmente descrita por Peter e Nelson

(1948), tendo observado uma actividade lipolitica éptima para pH 6.2 - 6.5.
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Pignede et al (2000) descrevem o gene LIP2 como sendo o responsavel por toda a
lipase extracelular da estirpe Y. /jpolytica W29.

Trabalhos posteriores desenvolvidos por Ota ef a/ (1982) reportam um incremento da
actividade lipolitica extracelular em culturas suplementadas com uma fraccdo proteica derivada
de graos de soja.

Estudos preliminares com seis leveduras diferentes, utilizando azeite como indutor,
demonstraram que a producdo de lipase extracelular por Yarrowia ljpolytica 681 foi superior a
producdo por Yarrowia lipolytica 179, Candida rugosa ATCC 14830 e Candlida utilis CDBBC245
(Corzo e Revah, 1999).

0 mecanismo proposto para a producao de lipase por Yarrowia lipoly/tica foi descrito por
Pereira-Meirelles ef a/ (2000). Durante as primeiras horas do processo produtivo detecta-se
apenas uma pequena quantidade de lipase, uma vez que a producao de lipase é induzida pela
qguantidade de lipidos presentes no meio de cultura. Assim, as moléculas da enzima sao
direccionadas para a superficie da célula, onde permanecem preferencialmente, até que
aproximadamente 50 % do substrato seja consumido. A lipase comeca entdo a ser libertada para
0 meio de cultura, sendo que a actividade lipolitica extracelular maxima é obtida durante a fase
estacionaria de crescimento. No final da fermentacdo é apenas detectada uma pequena

actividade lipolitica decorrente da lipase basal que permanece no interior da célula.

2.4 Oleo de ricino

O oleo de ricino & um triglicerideo de acidos gordos que pode ser obtido a partir das
sementes da planta Ricinus communis, muito caracteristica do Brasil e da india.

O oleo de ricino, cuja composicao aproximada se apresenta na figura 2.2, ¢ muitas
vezes descrito como um triglicerideo de acido ricinoleico. Este 6leo vegetal é o Unico proveniente
de fonte renovavel, disponivel comercialmente, que contém grupos hidroxilo funcionais,

decorrentes da elevada percentagem de acidos gordos (Sharon ef a/., 1998).
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Figura 2. 2 - Composicao do o6leo de ricino.:

O &cido ricinoleico tem sido muito utilizado como corante para tintas de impressao,
sendo também aplicado nos sabonetes de limpeza a seco. Contudo, a sua utilizacéo principal é
como intermediario quimico para produzir diversos oleoquimicos, entre os quais se destacam:
ricinoleato de metilo, acido ricinico e alcool ricinoleico. Estes compostos tém sido muito
utilizados na producao de plasticos, emulsionantes, sabonetes, entre outros (Puthli ef a/, 2006).

A elevada pressao e temperatura caracteristicas dos processos de producao de acidos
gordos, ndo sdo adequadas para o 6leo de ricino, por causa das esterificacdes intermoleculares
do &cido ricinoleico, que conduzem a formacao de estolides (Puthli ef a/,, 2006).

Assim, o acido ricinoleico é geralmente produzido por saponificacdo seguida de
acidificacdo. Embora as condicdes de reaccdo sejam muito mais amenas comparativamente a
hidrolise de alta pressao para os outros oleos, o acido ricinoleico produzido por este método
possui um odor e coloracdo caracteristicos. Além disso, a reaccdo produz uma elevada
quantidade de subproduto, Na.SO..

A hidrolise enzimatica do 6leo de ricino surge assim como uma alternativa que pode ser
usada com sucesso para superar as desvantagens dos métodos convencionais (Puthli et af,
2006). As hidrolases sdo as enzimas responsaveis por esta transformacao, sendo a subclasse

das lipases a de maior relevancia para o presente trabalho.

' Retirado de http://www.groshea.com/, acedido em 14/9/2009
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2.4.1Hidrdlise enzimatica de oleos

A hidrolise de ¢leos e gorduras é uma reaccao de equilibrio e caracteriza-se por um
aumento gradual da velocidade de reaccdo. Os principais factores que podem afectar esta
reaccao sao a temperatura, tipo de catalisador, teor em agua do meio reaccional e a
concentracdo de glicerol libertado para a fase aquosa (Dieckelmann e Heinz, 1988).

Os processos convencionais de hidrélise de oleos e gorduras utilizam pressdes e
temperaturas elevadas na presenca de catalisadores inorganicos, conduzindo assim a um
elevado consumo energético, aliado a formacao de varios subprodutos indesejados. Por sua vez,
0S processos enzimaticos, onde as reaccdes podem ser conduzidas a pressdes e temperaturas
inferiores na presenca de um biocatalisador, proporcionam um menor consumo energético,
minimizando assim a degradacdo térmica dos produtos e permitindo a recuperacao e
concentracdo das moléculas de interesse (Castro et a/, 2004; Hasan et a/,, 2006).

Na hidrdlise enzimatica de 6leos e gorduras é necessaria a formacao de uma interface
6leo/agua e a absorcao da enzima nessa interface, podendo para isso serem utilizadas enzimas
livres ou imobilizadas, em sistemas agitados ou na presenca de solventes organicos (Sharma et
al., 2001, Brigida et a/., 2007).

Assim, sao diversos os parametros que podem influenciar o grau de hidrélise de oleos e
gorduras e, consequentemente, varias técnicas tém sido utilizadas para aumentar a taxa de
hidrdlise de gorduras utilizando lipases como catalisadores.

A concentracdo inicial de reagentes determina a extensdo de uma reaccdo. Assim,
Rooney e Weatherley (2001) estudaram a relacao entre a velocidade de hidrélise e a quantidade
de agua presente no meio, tendo obtido uma percentagem de hidrolise de 90 % e 72 %, quando
utilizaram uma emulsao oleo:agua na proporcao de 3:1 e 8:1, respectivamente. Portanto, quanto
menor for a razdo 6leo:agua, maior sera o grau de hidrélise obtido.

A incorporacédo de solventes no meio reaccional também tem sido descrita como um
factor responsavel pelo aumento das taxas de hidrolise dos triglicerideos. Mukataka ef a/. (1985)
testaram diferentes solventes no processo de hidrolise de dleos em sistemas com emulsao e
seleccionaram o iso-octano como o mais adequado.

Wang et al/ (1988) verificaram que a hidrolise de azeite catalisada pela lipase de

Candlida rugosa num sistema emulsionado apenas por agitacdo mecanica apresentou taxas de
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hidrolise similares as obtidas nos sistemas reaccionais em que era adicionado um agente
emulsionante.

A hidrolise do oleo de palma foi investigada para obtencdo de mono e diglicerideos
utilizando lipases de origem microbiana (Candida rugosa), vegetal (gérmen de trigo) e animal
(pancreas de porco). Das varias lipases testadas, a maior percentagem de conversao foi obtida
com a lipase de Candida rugosa, com actividade éptima a 37 °C e pH = 7.56 (Khor et al,
1986).

Linfield ef a/. (1984) estudaram a hidrolise de varias gorduras e azeite utilizando lipases
de Candida rugosa, Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus. As reaccdes decorreram em frascos
agitados, obtendo-se elevadas percentagens de conversao (97 - 99 % em 72 horas).

A hidrolise de 6leo de soja com diferentes tipos de lipase foi estudada por Park et a.
(1988) tendo como principal objectivo a comparacdo das actividades dessas enzimas em
sistemas isolados e combinados. Apés 10 h de reaccdo, verificaram que os sistemas
combinados de lipases microbianas forneceram rendimentos mais elevados (98 % e 99.5 % de

hidrdlise) que os obtidos em sistemas contendo apenas uma lipase (7.2 % e 44.4 % de hidrolise).

2.5 Lipases

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes a familia
das hidrolases que tm como principal funcao bioldgica catalisar a hidrélise de triglicerideos
insoluveis para gerar acidos gordos livres, mono e diglicerideos e glicerol. Além da sua funcao
natural, as lipases podem catalisar reaccOes de esterificacdo, interesterificacdo e
transesterificacdo em meio nao-aquoso (Houde et a/, 2004). As lipases sao distintas das outras
esterases, pois actuam de forma unica em substratos insoluveis em agua, actuando na interface
6leo-agua de solucdes emulsionadas (Sharma et a/,, 2001). Além disso, as lipases microbianas
sao biocatalisadores de grande valor devido sobretudo a caracteristicas como estabilidade na
presenca de solventes organicos, auséncia da necessidade da adicao de co-factores e actuacao

sob condicdes amenas (Snellman ef a/, 2002).
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2.5.1 Aplicacdes das lipases

O interesse por microrganismos produtores de lipase tem crescido nos ultimos anos,
verificando-se uma intensa procura por novas fontes de enzimas, uma vez que a maioria destas
enzimas é produzida extracelularmente, permitindo assim uma diminuicdo dos custos de
producdo e processamento (Sharma ef a/, 2001).

A grande versatilidade das lipases faz com que estas possuam um vasto potencial de
aplicacao nomeadamente na industria alimentar, de detergentes, farmacéutica, de couro, téxtil,
cosmeética, papeleira e de sintese organica (Sharma ef a/., 2001).

Na industria alimentar, as lipases de origem microbiana tém sido utilizadas para
obtencao de acidos gordos livres a partir da hidrolise de 6leos e gorduras presentes em diversos
alimentos. Ja na producao de queijos, as lipases tém sido empregues para alterar e intensificar o
sabor dos queijos e acelerar o processo de maturacdo. Além disso, estas ainda podem ser
utilizadas para remover gordura dos produtos de carnes e do peixe (Kazlauskas e Bornscheuer,
1998).

A utilizacdo de lipases na hidrolise de gorduras a nivel industrial permite diminuir os
gastos energéticos e minimizar a degradacao térmica de compostos, quando comparados com
0s processos tradicionais (Sharma ef a/, 2001).

Um dos campos de maior aplicacdo das lipases a nivel comercial é a industria dos
detergentes, devido principalmente a sua capacidade de hidrolisar gorduras. No entanto, as
lipases utilizadas na formulacao de detergentes devem apresentar caracteristicas especificas tais
como: baixa especificidade para o substrato (permitindo uma actuacao mais diversificada sobre
o6leos e gorduras), estabilidade nas condicdes de lavagem (pH entre 10 e 11 e temperatura dos
30 °C aos 60 °C); e por fim, devem ainda ser resistentes aos outros componentes da formulacéo
e a degradacao causada pelas enzimas proteoliticas presentes (Yeoh ef a/., 1986; Wang et al,,
1995).

A utilizacéo de lipases no tratamento de efluentes € uma nova area de aplicacdo destas
enzimas, que se tem revelado de grande interesse e com grandes potencialidades. O derrame de
oleos em oceanos, rios e em grandes areas terrestres tem sido um problema constante da
actualidade, sendo que as lipases surgem como uma excelente alternativa para a resolucao

destes desastres ambientais (Hasan et a/, 2006).
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As lipases sao também muito utilizadas nos sistemas de tratamento de lamas activadas
e em outros reactores aerdbios, onde removem de forma continua as gorduras presentes na
superficie do reactor, permitindo assim um transporte mais eficiente de oxigénio para o meio
(Hasan et al., 2006).

E no entanto necessario salientar que as aplicacdes de lipases referidas anteriormente
sao apenas a titulo ilustrativo, e que estdo em numero bastante diminuto em relacdo as

potenciais aplicacdes futuras destas enzimas.

2.5.2 Obtencéo de lipases

As lipases podem ser produzidas por diversos microrganismos e células eucariotas
superiores, sendo que a forma tradicional de obtencao era através do pancreas de animais. No
entanto, as dificuldades de acesso ao material de origem animal levaram a um aumento do
interesse pelas lipases produzidas por via microbiana (Hasan ef a/, 2006). Os microrganismos
produtores de lipase incluem bactérias, fungos e leveduras. Alguns desses microrganismos
podem ser encontrados na tabela 2.1 (Sharma et a/, 2001).

As lipases provenientes de microrganismos constituem um grupo de enzimas com
grande aplicacao biotecnologica, devido a versatilidade das suas propriedades, principalmente
no que se refere a facilidade de producdo em massa, a actuacao enzimatica e especificidade do
substrato, sendo um dos grupos de compostos mais utilizados para producao industrial (Hasan

et al, 2006).
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Tabela 2. 1 - Resumo dos microrganismos produtores de lipase (adaptado de Sharma ef a/, 2001).

Bacillus megaterium Godtfredesn (1990)
Bactérias

Bacillus subtilis Kennedy e Rennarz (1979)

Pseudomonas aeruginosa Aoyama et al. (1988);

Hou (1994)

Rhizopus delemar Klein ef al (1990)
Fungos

Aspergillus niger Chen et al. (1995)

Candida rugosa Wang ef al (1995) ;
Leveduras Frense et al. (1996)

Humicola lanuginose

Yarrowia ljpolytica
Pichia bispora
Saccharomyces lipolytica

Torulospora globora

Candida albicans,

C. krusei,

C. parakrusei, C.pseudotripicalis,
C. stellatoidea,

C.tropicalis

Cladosporium suavolens

Geotrichum fragrans,
Geotrichum sp.

Hansenula saturnus

Pichia etchellsi

Pichia guilliermondii

Saccharomyces cerevisiae

Sporidiobolus ruineni,
Sp. pararoseus,
Sp. Johnsonii

Sporidiobolus salmonicolor

Sporobolomyces
odorus

Ghosh et al. (1996);
Takahashi et a/. (1998)

Merek e Bednasski (1996)

Hou (1994)
Tahoun et al. (1985)

Hou (1994)

Farbood e Willis (1983);
Farbood et a/. (1990)

Cardillo ef a/ (1991)

Neto et a/. (2004)

Farbood e Willis (1983);
Meyer (1993)

Cardillo ef a/. (1990)
Pagot (1997);
Endrizzi-Joran (1994)

Gatfield (1995);
Boog ef al. (1990);
Ambid ef a/.(1999)

Feron (1993)

Endrizzi-Joran (1994);
Feron (1993)

Cheetham ef a/. (1988; 1993); Lee e

Chou (1994);
Haffner e Tressl (1996);
Ambid et al. (1999)
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2.5.3 Formas de producao

A producao de lipases microbianas pode ser obtida por fermentacao submersa ou por
fermentacdo em estado sélido (Sharma et a/, 2001). Esta ultima apresenta a vantagem de
poderem ser utilizados residuos e sub-produtos das agro-industrias, o que permite uma
diminuicao dos custos de producao, sendo preferencialmente utilizada para culturas de fungos
(Cavalcanti ef a/, 2005), podendo também ser aplicada a culturas de leveduras, como por
exemplo a Y. /jpolytica (Babu e Rao, 2007).

A fermentacao submersa tem como principal caracteristica a utilizacao de um meio
fermentativo liqguido com nutrientes sollveis, sendo 0 processo mais utilizado para a producéo
de lipases (lto et a/, 2001).

Este tipo de sistemas de producéo de lipases pode ser efectuado em matrazes agitados,
fermentadores de bancada ou fermentadores em escala industrial. Contudo, os processos
efectuados em matrazes agitados apresentam alguns problemas, nomeadamente no controlo de
certos parametros, tais como o arejamento, que é um factor de grande importancia nos
processos de producdo de lipases (Elibol e Ozer, 2001; Mahadik et a/, 2002; Asther et al,
2002).

A fermentacdo submersa é uma técnica de cultura que apresenta inumeras vantagens,
tais como uma maior homogeneidade do meio e facilidade de controlo dos parametros do
processo. No entanto, neste tipo de processos a probabilidade de contaminacédo é maior, devido
principalmente a grande quantidade de agua existente (Couto e Saroman, 2006).

Como ja foi referido anteriormente, muitos sdo os microrganismos capazes de produzir
lipase (Tabela 2.1), sendo necessaria a optimizacao e controlo das condicoes de fermentacao de
acordo com o sistema utilizado. Uma vez que as lipases microbianas sao geralmente
extracelulares, sendo excretadas pela membrana para o meio de cultura (Wooley e Peterson,
1994), as etapas de recuperacdo e purificacdo da enzima sao também etapas de grande

importancia no processo global de producéao.
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2.5.4- Factores que influenciam a produtividade de lipase

A producao de lipase pode ser influenciada por diversos factores, entre os quais se
destacam o tipo e concentracao da fonte de carbono e de azoto, o pH, a temperatura de

crescimento e a concentracao de oxigénio dissolvido no meio (Elibol e Ozer, 2001).

e Fonte de carbono

A producéao de lipases ¢é fortemente afectada pela fonte de carbono utilizada no meio de
cultura. Como fonte de carbono para a producéo de lipases sdo mais utilizados os carbohidratos,
acidos gordos, glicerol, outros alcoois e acidos organicos (Hadeball, 1991). Barth e Gaillardin
(1997) referem ainda o uso de glucose, alcoois, alcanos e acetato como fontes de carbono.

Sigihara ef a/. (1991) observaram a producao de lipase por Bacillus sp. na presenca de
1 % de azeite no meio de cultura. Apds cultura prolongada e na auséncia de azeite, é detectada
uma pequena actividade enzimatica.

A frutose e o dleo de palma séo referidos como a melhor fonte de carbono e de lipidos,
respectivamente, para a producdo de uma lipase extracelular por Ahodotorula glutinis (Sharma,
2001).

Uma actividade especifica de 7395 U-mg' de proteina é observada numa lipase
produzida por P. fluorescens num meio que contém, como fonte de carbono, azeite (Lee ef a/,
1993).

Gao e Breuil (1995), verificaram que um aumento do nivel da actividade lipolitica era
possivel se se utilizassem oleos vegetais como fonte de carbono, sendo que a produtividade
maxima ocorria quando se utilizava azeite.

Na producao de lipases por Candida rugosa, em sistema descontinuo, foi observado que
a producdo da enzima era afectada pela concentracdo inicial de acido oleico. Assim, a
concentracdo maxima de lipase era obtida quando se utilizava uma concentracao de acido oleico
de 2 g:L!, sendo que este valor diminuia para concentracdes mais elevadas de acido oleico

(Gordillo et al,, 1995).
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e Fonte de azoto

A fonte de azoto utilizada para a producdo de enzimas lipoliticas tem-se revelado um
factor de grande importancia. Dos varios compostos azotados usados para a producao de lipase,
as fontes mais utilizadas sao a farinha de soja, peptonas, aminoacidos, ureia, nitratos e sais de
amonia (Hadeball, 1991; Montesinos et a/, 1996). Geralmente os microrganismos atingem altos
rendimentos na producao de lipase quando se utiliza como fonte de azoto um composto
organico (Sharma et a/,, 2001).

Fickers et al. (2003) utilizaram peptona como fonte de azoto para a producao de lipase
por mutantes de Y. /jpolytica.

O microrganismo Cremonium structum produz grande quantidade de lipase num meio
gue contem 35 % de dleo de girassol como fonte de azoto (Sharma et a/,, 2001).

Por sua vez, Pokorny ef a/ (1994) observou que a producdo de lipase aumentava

guando o meio de cultura era suplementado com uma fonte de azoto inorganico.

e |des metalicos

O efeito da presenca de ides metalicos no meio de cultura também se revela um factor
de grande importancia para a producao de enzimas lipoliticas.

Janssen et al (1994) verificaram que a producado de lipase por Bacillus sp. era
incrementada quando se adicionavam ao meio os ides magnésio, calcio e ferro. Por sua vez
Pokorny et al/ (1994) reportaram que a producdo de lipase por A. njger é melhorada na
presenca de ides magnésio.

Kok et al (1995) observaram que a producdo de uma lipase extracelular por
Acinetobacter calcoaceticus ¢ aumentada quando sdo adicionados ao meio os ides calcio,

magnésio e cobre.

e Efeito do pH e da temperatura

As reaccoes biologicas sao fendmenos dependentes tanto do pH como da temperatura.
Os valores adequados de temperatura e pH para a producéo de lipase sao entre 27 °C e
30 °C e quanto ao valor de pH, este deve ser mantido préximo a neutralidade ou ligeiramente

acido (5.5 a 7.0) (Pereira-Meirelles et al., 1997).
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Sharon et al. (1998a) estudaram o efeito do pH e da temperatura na producao de lipase
por Pseudomonas aeruginosa. A enzima produzida por este microrganismo apresentou uma
actividade maxima para um pH de 8.5.

Os ensaios realizados por Destain ef a/ (1997) demonstraram que a actividade

enzimatica de Y. /ipolytica CBS 6303 era maxima a pH 7 e 37 °C.

e [Efeito do arejamento

A presenca de oxigénio no meio ¢ um factor essencial para a producdo de lipase,
principalmente se o microrganismo produtor for aerdbio, como é o caso da levedura Y. /ipolytica,
onde o oxigénio € utilizado como aceitador final de electrdes, re-oxidando moléculas na cadeia
respiratéria (Amaral, 2003).

Giuseppin (1984) verificou que a producdo de lipases por FRhizopus delemar é
influenciada pela concentracdo de oxigénio no meio de cultura. Elevadas concentracdes de
oxigénio no meio resultam num aumento da concentracao de lipase. No entanto, contrapondo
estes resultados estdo os trabalhos de Giuseppin (1984) e de Genovefa ef a/ (1994) que
descrevem que um aumento das condicoes de arejamento do meio conduzem a uma diminuicao
na producdo de lipase por Staphylococcus carnosus.

Long et al (1996) observaram que um aumento nos niveis de arejamento do meio
provocava uma diminuicao na producao de lipase por Aspergillus flavus.

A producéo de lipase com aplicacao de pressoes elevadas, o que implica, condicdes de
transferéncia de oxigénio superiores, foi estudada por Lopes (2007). Através deste estudo foi
possivel concluir que 0 aumento da pressao total de ar, e consequentemente da transferéncia de

oxigénio, se traduziu num incremento da actividade enzimatica.

® Presenca de indutores

A adicao de determinadas substancias ao meio de producdo pode incrementar a
producdo de lipase. Azeite, trioleina, outros 6leos vegetais, acidos gordos, surfactantes e
activadores produzidos pelo proprio microrganismo, sao algumas das substancias indutoras

encontradas na literatura.
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Burkert (2003) testou varios indutores (6leo de soja, éleo de milho, 6leo de girassol e
azeite) para a producao de lipase utilizando o microrganismo Geotrichum candidum NRRL- Y552,
sendo que os melhores resultados foram obtidos com o 6leo de soja.

Os ensaios realizados por Hegedus e Khachatourians (1988) demonstraram que a
adicao de azeite ao meio YPD induz a producao de lipase por Beauvetia bassiana.

Hiol ef a/. (1999) verificaram que o 6leo de colza era o melhor indutor da producdo de
lipase por Rhizopus oryzae, sendo a actividade maxima obtida no final de 6 dias de incubacao.

A presenca de azeite no meio de cultura induz a producao de lipase em células de
Aspergifllus nigerlivres e imobilizadas (Ellaiah, 2004).

Corzo et al (1999) testaram varios indutores de producdo de lipase por Yarrowia
lipolytica, sendo que os melhores resultados foram obtidos com azeite e éleo de milho.

Por sua vez, Janssen et al (1994) utilizaram uma estirpe de Bacillus sp. num meio
contendo tripalmitina, tristearina e trimistina, e verificaram que o melhor indutor da actividade

lipolitica foi a tripalmitina.

2.5.5 Isolamento e purificacédo de lipase

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a purificacdo de lipases microbianas, uma vez
gue na maioria dos processos de producao obtém-se uma grande variedade de produtos,
podendo ser apenas um o desejado.

Assim, a purificacao de lipases tem, em geral, dois objectivos basicos, a obtencao da
enzima pura, para um melhor estudo das suas caracteristicas bioquimicas e estrutura e a
obtencao de um produto com maior grau de pureza (Koblitz e Pastore, 2004).

Como a maioria das lipases sao produzidas extracelularmente, o primeiro passo para a
recuperacao da enzima consiste na remocao das células do meio fermentativo por centrifugacao
ou filtracdo (Rajendran et a/, 2009). No entanto, os processos tradicionais de purificacdo sao
muito morosos e conduzem a baixos rendimentos. As novas alternativas tecnoldgicas, como os
processos menbranares e técnicas cromatograficas, surgem como uma boa alternativa aos
processos convencionais (Saxena et al,, 2003).

Normalmente os processos de purificacdo de lipases microbianas extracelulares sao

constituidos por duas etapas: pré-purificacdo e purificacdo por métodos cromatograficos (Koblitz
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e Pastore, 2004). Contudo, os métodos utilizados dependem do microrganismo, dos meios e
condicOes de cultura e das caracteristicas da enzima produzida.
Na Tabela 2.2 apresentam-se alguns dos métodos descritos na literatura para

purificacdo de lipases.

Tabela 2. 2 - Métodos de purificacéo de lipases.

Microrganismo Método de purificagao Referéncia

Concentracéo por ultra-filtracao,
P. aeruginosa MB5001 seguida de cromatografia de troca Chartrain et al. (1993)

idnica e filtracdo em gel

P. putida 3SK. Cromatografia de troca iénica e Lee e Rhee (1993)

filtracdo em gel

Rhizpous niveus (Lipase | e 1) Homogeneizacdo utilizando uma Kohno ef al. (1994)
coluna de cromatografia DEAE-

Toyopearl

Proteus vulgaris Cromatografia de troca ionica Kim et al. (1996)

Combinacéo de técnicas de

Staphylococaus epidermidis RP 62 precipitacdo, cromatografia de Simons et al. (1998)

A afinidade e filtracdo em gel

Assim, as etapas do processo de purificacdo dependem do produto pretendido, das suas
caracteristicas e do tipo de impurezas presentes, nao havendo processos de purificacdo de

aplicacao geral.

2.5.6 Métodos de determinacao da actividade

A producao microbiana de lipases pode ser detectada em diversos habitats, tais como
residuos industriais, solos contaminados com 6leos, vacarias e alimentos em putrefaccao, entre

outros (Sharma et al,, 2001).
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Assim, a determinacao da actividade lipolitica destas enzimas apresenta-se como um
factor essencial para optimizacao das condicdes dos processos produtivos.

Como em qualquer reaccdo enzimatica a actividade lipolitica pode ser determinada
directa ou indirectamente, ou seja, pelo consumo do substrato ou pela formacéo dos produtos
(Goncalves, 2007).

De seguida apresentam-se alguns métodos descritos na literatura que permitem

determinar a actividade lipolitica.

e Método das placas de Petri

Este método de deteccdo da actividade das lipases foi descrito pela primeira vez por
Sierra, em 1957. Neste processo utiliza-se meio com agar e tributirina, onde as colénias de
microrganismos produtores de lipase se desenvolvem, e a formacdo de halos em torno das

coldnias é um indicador da producédo da enzima pelo microrganismo (Sierra, 1957).

e Método Titulimétrico

A titulimetria ¢ um dos métodos mais antigos e utilizados para determinar a actividade
lipolitica, devido principalmente a sua simplicidade, precisao e reprodutibilidade (Lock, 2007).

A determinacao da actividade de lipases por titulimetria baseia-se no método proposto
por Stuer et al (1986), onde se titula com NaOH os acidos gordos libertados pela accédo da

enzima.

e Método de hidrolise de pnitrofenil éstres

Este método espectrofotométrico foi inicialmente descrito por Winkler e Stukmann
(1979). Baseia-se na hidrdlise de um substrato cromogénico pela enzima, em meio aquoso, 0
qual apos hidrolise resulta na formacdo de um produto corado, que pode ser quantificado pela

leitura da absorvancia a um dado comprimento de onda.
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e Fluorescéncia

Os compostos fluorescentes também tém sido utilizados para determinar a actividade de
lipases. Jette e Ziomeck (1994) descrevem um método de deteccdo baseado na interaccéo entre
o composto fluorescente Rodamina B e os acidos gordos libertados durante a hidrélise
enzimatica dos acidos gordos. Nesta técnica mede-se a fluorescéncia dos acidos gordos
libertados pela actividade enzimatica, que conduzem & formacdo de halos fluorescentes rosa-
alaranjados em torno ou na propria colonia, e que podem ser visualizados sob luz ultravioleta

(Kouker e Jaegar, 1987).

e HPLC

Este método é baseado na determinacdo da inter-esterificacdo de triglicerideos por
enzimas lipoliticas imobilizadas.
A conversdo da tristearina num substrato, a 70 © C e 200 rpm, ¢ utilizada para

quantificar a actividade das enzimas (segundo protocolo Novozymes, Dinamarca).
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Séo ainda apresentados os principais métodos analiticos utilizados.
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3.1 Métodos de determinacao da actividade de lipase

Sao varios os métodos descritos na literatura que permitem determinar a actividade
lipolitica (Beisson ef a/., 2000).

Neste trabalho foi utilizado um método que utiliza um substrato sintético, um pnitrofenil
éster, que é hidrolisado por accao enzimatica, conduzindo a formacdo de um produto de
coloracao amarela, o pnitrofenol, que pode ser monitorizado pela leitura da absorvancia a 405

nm.

3.1.1Validacao do método

A etapa de validacdo do método ¢ feita para garantir que a metodologia analitica é
exacta e reprodutivel, assegurando uma maior confianca nos resultados obtidos.

Assim, a actividade de lipase foi determinada por dois métodos diferentes de forma a
seleccionar qual o método mais adequado.

O método inicialmente utilizado envolvia como substrato o pnitrofenil laurato (Sigma),
tendo-se também testado um outro método, entretanto validado (dados nao publicados), que
utiliza o pnitrofenil butirato (Sigma).

Os métodos analiticos foram analisados ao nivel da linearidade, sensibilidade e precisao.

Preparacao do substrato 1:
Dissolveu-se 0.018 g de pnitrofenil laurato em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO).
Seguidamente, esta solucdo foi diluida 100 vezes em tampéao fosfato de potassio, 50 mM,

pH=7.

Preparacado do substrato 2:
2.63 mM de pnitrofenil butirato em tampéao acetato de sodio (pH = 5.6) com 4 % (v/v)
de Triton X-100.
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Preparacdo da solucdo enzimatica:

Nos ensaios de validacdo do método utilizou-se a lipase comercial de Candida rugosa
(Sigma, L1754). Para os varios ensaios realizados prepararam-se varias solucdes com diferentes
concentracdes de enzima e determinou-se a actividade lipolitica para cada um dos substratos

usados.

A actividade (U-L) da lipase na amostra é determinada através da equacao 1:

Actividade/(2) = =2 <. 1000 (Eq. 1)

Em que:

e (mM-~) é o coeficiente de extincado molar do pnitrofenol
Até avariacdo de tempo (min)

AAbs é a variacdo da absorvancia

VE(mL) é o volume reaccional total

Va (mL) é o volume de amostra

Por definicdo, uma unidade enzimatica corresponde a quantidade de enzima que é

capaz de formar 1 pmol de produto num minuto nas condicoes do ensaio.

e Linearidade

A linearidade do método foi definida pela relacdo entre a concentracdo de lipase e a
absorvancia a 405 nm. Posteriormente, foi calculado o coeficiente de determinacdo (R?), que
constitui uma medida da proporcéo da variacdo da variavel independente explicada face a variacao

da variavel dependente.

e Sensibilidade

Dos varios ensaios independentes realizados, seleccionou-se aquele cuja regressao

linear apresentou um valor de coeficiente de determinacdo superior. A partir desta recta
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determinaram-se os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), recorrendo as equacoes 2

e 3 (Long e Winefordner, 1983):

LD = 3sz“ (Eq. 2)
LQ = =220 (Eq. 3)

Onde:
S € 0 erro padrao do termo independente da regressao;

b corresponde ao declive da recta

e Precisao

A precisdio de um meétodo indica o grau de dispersdo obtido numa série de
determinacdes para uma mesma amostra. Desta forma, utilizando uma amostra com uma
concentracdo de 0.004 mg-mL: para o substrato pNPL e de 0.04 mg-mL* para o p-NPB (valores
intermédios nas zonas lineares do método), realizaram-se 14 e 10 determinacdes da actividade
lipolitica para cada um dos substratos mencionados anteriormente.

Calculou-se o desvio padrdo (DP) e o desvio padrdo relativo (DPR). Para considerar o
DPR aceitdvel em termos de precisdo, recorreu-se ao critério de Horwitz (Hortwitz, 1982),
segundo o qual o DPR experimental, calculado a partir dos valores experimentais, tera de ser

inferior ao DPR teorico, calculado a partir da formula de Horwitz (Eq. 4).

DPResrico = 2(1-05xlogC) (Eq. 4)

Em que:

C é a concentracdo da amostra, expressa em poténcia de base 10
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3.1.2Quantificacdo da actividade lipolitica das diferentes enzimas
comerciais

Com base no exposto em 3.1.1, verificou-se que o método inicialmente proposto nao era
preciso, e como tal adoptou-se em todos os ensaios posteriores de determinacao da actividade

de lipase, 0 método que utiliza como substrato a solucao de pnitrofenil butirato (Sigma).

- Enzimas em suspensao

Para a determinacao da actividade de lipase adicionaram-se 50 uL de solucéo
enzimatica a 950 pL de substrato. A reaccao ocorreu num banho a 37 °C durante 15 minutos.
Ao fim deste tempo adicionaram-se 2 mL de acetona para parar a reaccao e de seguida leu-se a

absorvancia a 405 nm.

- Enzimas encapsuladas

Para a quantificacao da actividade lipolitica adicionaram-se diferentes massas de enzima
(1.5 - 6 mg) a 15 mL de substrato. A reaccao ocorreu num banho a diferentes temperaturas
(para a enzima Lipolase foram testadas as temperaturas de 37 °C e 50 °C; para a Lipozyme, as
temperaturas de 37 °C e 70 °C), durante 30 minutos. Retiraram-se amostras de 1 mL, de 2 em
2 minutos, adicionaram-se 2 mL de acetona para parar a reaccdo e de seguida leu-se a

absorvancia a 405 nm.

Preparacéo das solu¢des enzimaticas:

Neste trabalho experimental utilizaram-se diferentes lipases comerciais: lipase de
Candlida rugosa (Sigma, L1754), lipase CALB L® (Novozymes, LCN 02103), Lipozyme TL IM® -
encapsulada (Novozymes, LA35009101) e Lipolase ® 100T - encapsulada (Novozymes,
RG66AP).

Prepararam-se varias solucdes com diferentes concentracoes de enzima e determinou-se

a actividade de acordo com o método descrito anteriormente.

Biotransformacéo do 6leo de ricino em aromas por Yarrowia lipolytica



Capitulo 3 - Materiais e Métodos 30

3.2 Hidrolise do 6leo de ricino por lipases

A hidrolise enzimatica do 6leo de ricino foi quantificada por um método titulimétrico,
utilizando hidroxido de potassio (KOH) alcoolico para titular os acidos gordos libertados.

A mistura reaccional era constituida por 3 % (p/v) de oleo de ricino, 0.3 % (p/v) de
Tween 80, 3 mL de tampéo fosfato de potassio (pH 6, 7 e 8) 10 mM e 23.2 U da enzima que se
pretendia testar. A reaccao foi levada a cabo num agitador orbital a 37 °C e 200 rpm, durante
120 horas. Foram retiradas amostras ao longo do tempo, adicionando-se 4 mL de uma mistura
acetona/etanol (1:1) para parar a reaccao. De seguida, titulou-se a mistura reaccional com KOH
alcodlico (0.1 M), usando fenolftaleina como indicador, até ao aparecimento da coloracao

carmim.

A percentagem de hidrélise é determinada de acordo com a equacao 5:

M+*MMx*(V-Vpg)

Hidrélise (%) = —<cleee— (Eq. 5)

Em que:

M (mol-L) é a molaridade do KOH

MM (g-mol) é a massa molar do KOH

V(mL) é o volume de KOH gasto na titulacdo da amostra
Vs (mL) é o volume de KOH gasto na titulacdo do branco
C (Mg-mL) é a concentracao de 6leo na amostra
V.(mL) é o volume da amostra titulada

/€ o indice de saponificacao do 6leo
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3.3 Producao de extractos de lipase por diferentes estirpes de Y.
lipolytica
3.3.1 Leveduras

Neste trabalho foram utilizadas as estirpes  Yarrowia  lipolytica W29

(ATCC20460:CLIB89), Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50862 e Yarrowia ljpolytica CBS 207 3.

3.1.2 Conservacao da levedura

A estirpe foi conservada a - 80 °C em tubos criogénicos (Microbank, Pro-Lab
Diagnostics). Apds descongelacdo realizou-se uma pré-cultura, durante 48 horas a 27 °C em
YPDA (Tabela 3.1). As colonias foram conservadas a 4 °C, servindo posteriormente para inocular

0s meios de cultura.

Tabela 3. 1- Composicdo do meio YPDA para manutencao das colonias de Yarrowia lipolytica.

Concentracéo (g-L)

Composto
Extracto de levedura 10
Peptona 20
Glucose 20
Agar 30

A esterilizacao foi realizada em autoclave a 121 °C, durante 20 minutos.
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3.3.3 Meio de crescimento

Na Tabela 3.2 apresenta-se a composicao do meio de crescimento. A esterilizacao do

meio foi feita em autoclave, a 121 °C, durante 20 minutos.

Tabela 3. 2- Composicdo do meio de crescimento de Yarrowia lipolytica.

Composto Concentragéo (g-L)
Extracto de levedura 10
Peptona 20
Glucose 20

Efectuou-se o crescimento das leveduras em 200 mL de meio contido em matrazes de
500 mL, com anteparos, inoculados com uma concentracao celular de 0.5 g-L* (correspondente
a valores de absorvancia a um comprimento de onda de 600 nm (A«0) de aproximadamente
0.5). Os matrazes foram mantidos a uma temperatura de 27 °C e agitacdo constante de 140

rpm, durante 24 horas.

3.3.4 Meios e condicdes de producao de lipase

Apds a fase de crescimento, em meio de glucose, as leveduras foram transferidas para
um meio de producao de lipase, contido em matraz. As células foram separadas do meio de
crescimento no fim da fase exponencial de crescimento (apos 24 horas de cultura) por
centrifugacdo (6000 g, 5 minutos). Em alternativa testou-se a adicdo directa do meio de
producdo de lipase ao meio de crescimento, sem efectuar o passo de centrifugacao das células.

Na Tabela 3.3 apresenta-se a composicao do meio de producao de lipase. O volume foi

completado, até ao volume final pretendido, com tampao Tris-HCI 400 mM, a pH 7.2.
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Tabela 3. 3 - Composicdo do meio de producao de lipase (YNB/Azeite) para Yarrowia lipolytica.

Composto Concentracao (g-L)
YNB (sem aminoacidos) 6.7
Azeite 7
Goma arabica 5

0 meio, sem a adicdo de YNB, foi autoclavado a 121 °C durante 20 minutos. Apds o
arrefecimento, adicionou-se YNB sem aminoacidos dissolvido em tampao do meio de producao,
sendo esterilizado por filtracao (acrodiscos de 0.2 um, Orange Scientific).

A producao de enzima foi levada a cabo em matrazes de 500 mL, com anteparos, numa

incubadora orbital, a 27 °C, 240 rpm, durante 48 horas.
3.3.4.1 Outros meios de producao

A adicao de determinadas substancias ao meio de cultura pode incrementar a producao
de lipase. Assim, testaram-se modificacdes no meio YNB/Azeite, tendo-se variado o tipo de
indutor presente: 6leo de ricino (OR) e ricinoleato de metilo (RM), mas mantendo-se a mesma
concentracdo de indutor.

De forma a comprovar que a producao de lipase por Yarrowia ljpolytica é incrementada
pela adicao de substancias indutoras ao meio de producéo, testou-se um novo meio, que
continha todos os compostos do meio producdo com a excepcao do azeite, servindo de controlo.

As condicoes de producao de lipase sao iguais as anteriormente descritas em 3.3.4.

3.4 Biotransformacao

Apds a fase de producdo de biomassa, as estirpes com as quais se obtiveram melhores
resultados na seccao 3.3 foram utilizadas numa concentracao final de 0.5 g-L* (correspondente

a Asw de aproximadamente 0.5) na etapa de biotransformacéo, realizada em matraz.
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3.4.1 Meio de biotransformacao

Na Tabela 3.4 é apresentada a composicdo do meio de biotransformacdo. O volume é

completado, até ao volume final pretendido, com agua destilada.

Tabela 3.4 - Composicdo do meio de biotransformacéo (MB).

Composto Concentracao (g-L)
Oleo de ricino 30
Tween 80 3
NH.CI 2.5
YNB (com aminoacidos) 6.7

3.4.2 Outros meios

De forma a concluir qual a influéncia da adicdo de lipases extracelulares e de meio com
azeite na producao de y-decalactona, testaram-se trés novas estratégias de producdo do aroma

descritas de seguida.

3.4.2.1 - Adicdo de lipase extracelular, sem hidrolise prévia do dleo de ricino

(Lipase/OR)

Apés a fase de producdao de biomassa, as leveduras foram transferidas (apos
centrifugacdo) para o meio de biotransformacao, contido em matraz, adicionando-se também a

enzima Lipozyme TL IM, previamente lavada com agua estéril.

3.4.2.2 - Adicdo de lipase extracelular, com hidrélise prévia do oleo de ricino

(Lipase/ORH)

Adicionou-se ao meio de biotransformacdo a enzima Lipozyme TL IM, previamente

lavada com agua estéril, e incubou-se 0 matraz a 27 °C €140 rpm, durante 48 h.
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No fim da fase exponencial de crescimento, transferiram-se as células (apos
centrifugacdo) para o meio de biotransformacdo, em matraz, contendo o dleo previamente

hidrolisado, de acordo com o procedimento descrito em 3.3.

3.4.2.3 - Adicao prévia de meio com azeite ao meio de biotransformacao (MB/Azeite)

No fim da fase exponencial de crescimento celular adicionaram-se os componentes do
meio de producdo de lipase (Tabela 3.3) ao meio de crescimento, de forma a incrementar a
producdo de enzima pela levedura. Os matrazes foram mantidos num agitador orbital a 27 °C e
240 rpm, durante 24 horas. Apds este tempo, adicionaram-se os componentes do meio de

biotransformacéo.

3.4.3 Efeito da velocidade de agitacao

Com o intuito de avaliar o efeito da velocidade de agitacao na producédo de y-decalactona
pela estirpe utilizada, foram efectuadas experiéncias em matraz a 140 e 240 rpm.

Para todos os ensaios realizados a estas velocidades de agitacdo, no fim da fase
exponencial de crescimento adicionaram-se os componentes do meio de biotransformacao ao

meio de producao de biomassa.

3.5 Métodos analiticos

3.5.1Concentracao celular

3.5.1.1 Numero de células

A quantificacdo da concentracdo celular foi efectuada por contagem directa ao

microscopio optico, recorrendo a uma camara de Neubauer (Blaubrand).
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3.5.2 Quantifica¢do da y-decalactona

Durante os ensaios de biotransformacao, foram retiradas do meio amostras de 2 mL.
Foram adicionados as amostras, 10 uL de HCI concentrado para promover a lactonizacao total
do éacido 4-hidroxidecanoico, possibilitando a quantificacdo total de y-decalactona nas amostras.

Foi igualmente adicionado as amostras y-undecalactona numa concentracdo de
100 mg-L, como padrao interno na quantificacéo da y-decalactona, que foi extraida do meio de
biotransformacao por éter dietilico (pureza 99.9 %). Esta extraccao liquido/liquido realizou-se
adicionando 2 mL de éter dietilico & amostra contida num vial de 4 mL, tendo sido invertido
sessenta vezes seguidas, para promover uma mistura eficiente. Apos a separacao das fases,
retirou-se a fase superior com a ajuda de uma pipeta de Pasteur e colocou-se num vial para
injeccdo no cromatografo.

O aparelho utilizado foi um cromatografo CP 9001, CHROMPACK, com detector FID e
uma coluna capilar, modelo TEKNOKROMA TR-WAX (comprimento 30 m, didmetro interno 0.32

mm e espessura de filme 0.25 pm).

Condicdes de operacéo:

Temperatura do injector = 250 °C

Temperatura do detector = 300 °C

Temperatura do forno = programada para aumentar desde 60 °C até 145 °C, numa
razdo de 5 °C por minuto e depois até 180 °C, numa razéo de 2 °C por minuto.

Pressao do gas de arraste (Hélio) = 50 kPa

A quantificacao da y-decalactona produzida foi determinada recorrendo a equacao 6.

1 Ay—decalactona

[y — decalactona] = [y — undecalactonal] T S— (Eq. 6)
Sendo:

[y-decalactonaj, a concentracao de y-decalactona em mg:-L+

[y-undecalactonaj, a concentracao de y-undecalactona em mg-L*

K, o coeficiente de resposta

Ayacacons, @ area de y-decalactona

Ay waecancons, @ Area de y-undecalactona
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3.5.3 Quantificacao da actividade proteasica

A actividade de proteases foi determinada no sobrenadante das amostras. Para tal,
recorreu-se a adaptacao do método proposto por Pinto (1998).

Para esta determinacdo adicionaram-se 0.5 mL de amostra a 0.5 mL de substrato e
incubou-se durante 40 minutos a 37 °C. Ao fim deste tempo, adicionou-se 1 mL de &acido
tricloroacético (TCA) 10 % (p/v), de forma a precipitar as moléculas proteicas nao hidrolisadas
pelas enzimas proteoliticas. De seguida, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm, por 5 minutos.
0 sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio ao qual se adicionou 1 mL de KOH 5 N e
de seguida leu-se a absorvancia a 428 nm, contra um branco. No branco, o substrato foi

substituido por tampéao acetato 50 mM, pH 5.

Preparacédo do substrato:

0.5 % (p/v) de azocaseina (Sigma-Aldrich) em tamp&o acetato 50 mM, pH 5.0.

Uma unidade de actividade é definida como a quantidade de enzima que causa um
aumento de 0.01 de absorvancia relativamente ao branco, por minuto, nas condicdes de

reaccao.
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Ao longo deste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos relativamente a
seleccao e validacdo do método experimental utilizado, assim como da determinacao da
actividade lipolitica das diferentes lipases comerciais testadas.

Apresentam-se ainda os resultados relativos a hidrolise enzimatica do éleo de ricino e a
producdo de extractos de lipase por diferentes estirpes de VYarrowia /ljpolytica. Por fim,

apresentam-se 0s resultados referentes aos ensaios de biotransformacao.

4.1Validacao do método

4.2 Determinacéo da actividade lipolitica

4.3 Hidrolise do 6leo de ricino

4.4 Producao de extractos de lipase por diferentes estirpes de Yarrowia lipol/tica

4.5 Biotransformacao
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4.1Validacao do método

A validacdo do método apresenta-se como uma etapa essencial para definir se os
métodos utilizados sdo adequados aos objectivos a que se destinam, a fim de se obterem
resultados confiaveis que possam ser satisfatoriamente interpretados. Desta forma é possivel
conhecer as limitacdes do método a utilizar, tendo assim uma maior confianca nos resultados
obtidos.

Os métodos para determinacdo da actividade enzimatica s6 sdo validos numa
determinada gama de concentracées de enzima. Apdés uma dada concentracdo, ocorrera
limitacdo por parte do substrato, verificando-se uma estabilizacdo da reaccdo. Este

comportamento pode ser observado na Figura 4.1.

( 2500 7 )

2000
1500
1000

500

Actividade lipolitica (U-L!)

0 . .
0,000 0,005 0,010
\_ C(mg-mL1) )

Figura 4. 1- Curva de saturacédo para a lipase de C. rugosa demonstrando a relacdo entre a
concentracao de enzima e a actividade enzimatica, para o substrato pNPL.

Relativamente a actividade da lipase de C. rugosa é possivel verificar que esta é
directamente proporcional ao aumento da concentracdo de enzima presente no meio (Figura
4.1). No entanto, como ja foi referido, as reaccoes catalisadas por enzimas sdo saturaveis e a
medida que a quantidade de substrato aumenta, a actividade atinge o seu valor maximo e nestas
condicbes a velocidade de catalise ndo indica uma resposta linear face ao aumento da

concentracdo de substrato, seguindo uma cinética de Michaelis—Menten (Cabral et a/, 2003).
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S&o varios os métodos descritos na literatura que permitem determinar a actividade
lipolitica (Beisson et a/, 2000). Neste trabalho, a actividade de lipase foi determinada por um
método espectrofotométrico, utilizando dois substratos diferentes, o pnitrofenil laurato (oNPL) e
o pnitrofenil butirato (o-NPB).

Os parametros de validacado analisados foram a linearidade, sensibilidade e limites de

deteccdo e quantificacao.

e Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados directamente
proporcionais a concentracao da substancia em analise, dentro de uma determinada gama de
aplicacao (Bendicho et a/, 2001).

Para determinar a actividade de lipase de C. rugosa, fizeram-se varios ensaios com 0s

dois substratos analisados, utilizando diferentes concentracoes de enzima (Figura 4.2).

A - Substrato p-NPL B - Substrato pNPB
; 700 -
3 3000 y = 296266x + 119.3 o 600 | ¥ =5852x-3.04
= 2500 R? = 0.979 2 R?2 = 0.999
£ 2000 g °% |
E 1500 g 400
= =3
2 g 300
g 50 § 100
O T 1 O T T T
0,000 0,005 0,010 0 004 008 0,12
C(mg-mLY) C (mg-mL?)

Figura 4. 2- Actividade da lipase de C. rugosa para os ensaios realizados, a diferentes
concentracoes de enzima. Sdo apresentados os valores médios + erro padrdo, com n = 3.

Verificou-se que para a determinacdo da lipase de C. rugosa com pitrofenil laurato, o
método é linear para a gama de concentracdes de enzima compreendidas entre 0 e 0.008
mgmlL: (Figura 4.2 A). Para o substrato pnitrofenil butirato obtém-se resultados lineares para
concentracdes de enzima entre 0 e 0.12 mgmlL+ (Figura 4.2 B).

Analisando os valores de coeficiente de determinacédo (R?) dos ensaios realizados com os

dois substratos, & possivel verificar que para o substrato /-NPL foi obtido o valor de 0.979 e para
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o pNPB 0.999, o que permite concluir que existe uma correlacao linear entre a actividade
enzimatica e a concentracao de substrato (Currie ef a/, 1994). Isso significa que, com peguenas
variagdes na concentracdo de enzima, obtém-se grandes variacdes nos sinais medidos,

garantindo-se assim a diferenciacdo entre duas concentracdes bastante préximas.

e Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel de
confianca, duas concentracdes proximas (Bendicho ef a/, 2001). Normalmente é definida em
termos de limites de deteccdo e de quantificacdo (LD e LQ, respectivamente).

Os limites de deteccdo e quantificacdo representam a menor concentracdo da

substancia em analise que pode ser, respectivamente, detectada e quantificada (Currie, 1999).

Tabela 4. 1- Limites de deteccdo e de quantificacdo calculados pelo critério de Long e
Winefordner (1983) para avaliar o método de determinagéo da actividade da lipase de C. rugosa.

Erro padrao do

Declive da recta LD LQ
Amostra termo
(U-g) _ (mg-mL) (mg-mL2)
independente
Substrato
296266 77.8 0.0008 0.0026
PNPL
Substrato
5851.997 3.21 0.0016 0.0055
PNPB

A menor concentracao de amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada, sob as condicoes experimentais que foram estabelecidas para este estudo
utilizando como substrato o /NPL, é de 0.0008 mgmL* e 0.0016 mgmL, para o p-NPB.

Por sua vez, a menor concentracao de amostra, que pode ser quantificada na amostra,
sob as condicdes experimentais adoptadas é de 0.0026 mgmL* e 0.0055 mgmLl:, para os

substratos /NPL e pNPB respectivamente.
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Os valores de LD e LQ sao sensiveis o suficiente para determinar a actividade de lipase

nas condicdes estudadas.

e Precisao

A precisao, em validacdo de métodos, representa a dispersao de resultados entre
ensaios independentes e repetidos de uma mesma amostra (Bendicho et a/, 2001).

A analise em termos de precisdo foi efectuada tendo por base o critério de Horwitz
(Hortwitz, 1982), segundo o qual o DPR experimental tera de ser inferior ao DPR tedrico, para

gue um método seja considerado preciso.

Tabela 4. 2 - Precisdo do método de determinacéo da actividade da lipase de C. rugosa.

Média da
DPR
[Amostra] actividade
Amostra DP experimental DPR tedrico
(mg-mL?) lipolitica
(%)
(U-L)
Substrato
0.004 1541.1 279.6 18.1 12.9
ONPL
Substrato
0.04 219.1 6.88 3.14 3.25
pNPB

Como o DPR experimental é superior ao DPR tedrico para o substrato pNPL, conclui-se
que o0 método experimental utilizado ndo é preciso. Por sua vez, quando se utiliza como
substrato o pNPB, o DPR tedrico é superior ao DPR experimental, o que permite concluir que o
método é preciso.

Assim, o método adoptado para a determinacao da actividade de lipase em ensaios

posteriores utiliza como substrato o pnitrofenil butirato.
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4.2 Determinacao da actividade lipolitica

As lipases s@o enzimas que tém como principal funcao catalisar reaccoes de hidrélise de
triglicerideos insoluveis para gerar acidos gordos livres, mono e diglicerideos e glicerol. Gracas a
esta sua funcdo, estas enzimas serao posteriormente utilizadas na hidrolise de 6leo de ricino, de
modo a ser libertado o seu maior constituinte, o acido ricinoleico, que sera utilizado como
substrato na producédo de y-decalactona. Por esta razdo, é necessario conhecer-se a actividade
das enzimas a utilizar.

Para determinar a actividade especifica das diferentes lipases estudadas, procedeu-se

como descrito em 3.1.2. Os valores obtidos sdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4. 3 - Valores de actividade especifica para as diferentes lipases estudadas. S&o
apresentados os valores médios + erro padrdo para um intervalo com 95 % de confianca.

Actividade especifica

Enzima
(Umgerars)
Lipase de C. rugosa 5907
Lipase CALB L 0.135 +0.008
Lipozyme TL IM 0.23+0.04
Lipolase 100 T 0.23+0.09

Analisando a Tabela 4.3, verifica-se que a lipase de C. rugosa apresenta valores de
actividade especifica superiores aos das outras lipases analisadas (5.873 U:mgeum). Além disso,
as lipases Lipozyme TL IM e Lipolase 100 T apresentam valores de actividade especifica
semelhantes. Os menores valores de actividade de lipase sdo detectados com a enzima CALB L
(0.135 U.mgenzims).

Tais divergéncias podem estar relacionadas com o facto de a lipase de C. rugosa ser
uma enzima comercial e logo o seu grau de pureza & maior, 0 que conduz a valores de
actividade especifica superiores. No caso da Lipozyme TL IM e Lipolase® 100 T, estas também

sao enzimas comerciais mas encontram-se imobilizadas, e como tal ndo sao 100 % puras, pois
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uma parte da massa de enzima corresponde a massa do agente imobilizador, o que faz com que
a sua actividade seja menor. A lipase CALB L apresenta uma actividade inferior, pois apesar de
também ser uma enzima comercial foi utilizada uma solucdo enzimatica a 2 % (v/v) em tampé&o
fosfato de sddio pH 7, o que conduz a uma diluicdo da enzima e consequente valor reduzido de
actividade.

De acordo com os dados fornecidos pelos fabricantes, a lipase de C. rugosa e a lipase
CALB L, possuem actividades especificas de 1170 U-mg! e de 600 U-mg?, respectivamente.
Relativamente a Lipolase 100 T e a Lipozyme TL IM, foram fornecidos valores de actividade de
100 U-mgt e 250 IUN-g*, respectivamente.

Comparando os valores de actividade especifica obtidos experimentalmente com os
fornecidos pelos fabricantes, é possivel verificar que estes sao bastantes diferentes. Tal diferenca
deve-se essencialmente ao facto de serem utilizados diferentes métodos analiticos na
quantificacdo da actividade enzimatica, uma vez que os valores fornecidos pelo fabricante foram
determinados por um método titulimétrico, para o caso da lipase de C. rugosa, da lipase CALB L
e da Lipolase 100 T e por HPLC, para a Lipozyme TL IM, enquanto que neste estudo foi utilizado
um meétodo espectrofotométrico. Por outro lado, a definicdo de unidade de actividade também é
diferente: para a lipase de C. rugosa, a unidade é definida como a quantidade de enzima que vai
hidrolisar 1 microequivalente de acido gordo de um triglicerideo, numa hora, a pH = 7.2 e a 37
°C (segundo protocolo do fornecedor: Sigma-Aldrich, Portugal); para a lipase CALB L, uma
unidade define-se como a quantidade de enzima que vai libertar 1 pmol de acido butirico a partir
de tributirina, a pH = 8 e a 50 °C (Orcaire ef a/,, 2006); para a Lipolase 100 T, uma unidade é
definida como a quantidade de enzima que é capaz de libertar 1 umol de acido butirico, por
minuto, a partir da tributirina, a pH = 7 e a 30 °C (segundo protocolo do fornecedor: Novozymes,
Dinamarca); para a Lipozyme TL IM, uma unidade corresponde a taxa de conversdo de 0.01 g

de tristearina por minuto (segundo protocolo do fornecedor: Novozymes, Dinamarca).
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Efeito da temperatura na actividade enzimatica

Dos varios factores que podem provocar alteracdes na actividade e estabilidade
enzimatica, a temperatura pode ser destacada como um dos mais importantes.

Assim, para as duas enzimas imobilizadas estudadas testaram-se duas temperaturas, a

temperatura optima fornecida pelo fabricante e a de 37 °C. Os valores de actividade enzimatica

obtidos sdo apresentados nas Tabelas 4.4 e 4.5.

Tabela 4. 4 - Valores de actividade lipolitica especifica para a enzima Lipozyme TL IM, para as
temperaturas de 37 °C e 70 °C. Sao apresentados os valores médios + erro padrao, com n = 3.

Lipozyme TL IM T=37°C T=70°C

Actividade especifica
232.2 +18.1 87.4+ 2372
(U ¢ mg‘lenzima)

Tabela 4. 5 — Valores de actividade lipolitica especifica para a enzima Lipolase 100 T, para as
temperaturas de 37 °C e 55 °C. Sdo apresentados os valores médios + erro padrdo, com n = 3.

Lipolase 100 T T=37°C T=55°C

Actividade especifica
233.3+£41.5 141.3+24.9
(U ¢ mg‘lenzima)

Analisando as tabelas anteriores & possivel verificar que as duas enzimas apresentam
uma actividade especifica superior a temperatura de 37 °C. Este resultado contraria os dados
fornecidos pelo fabricante, que indicam que a temperatura optima, ou seja, a temperatura
maxima para a qual a enzima possui uma actividade constante por um periodo de tempo, seria
70 °C para a Lipozyme TL IM e 55 °C para a Lipolase 100 T. No entanto é necessario ter em
atencao que os métodos utilizados na determinacao da actividade enzimatica sdo diferentes.

O efeito da temperatura na actividade especifica da enzima Lipolase 100 T também foi

estudado por Fernandez ef a/ (2004) tendo verificado que a maior actividade especifica era
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obtida para a temperatura de 37 °C (2200 U-mg), sendo que os ensaios foram realizados a pH
8, em tampao fosfato 50 mM.

Assim, a termoestabilidade & uma das caracteristicas mais relevantes para as lipases
com potencial aplicacao a nivel industrial, uma vez que a maioria dos processos emprega
temperaturas em torno dos 50 °C. A estabilidade térmica e operacional de muitas lipases, em
comparacao com a enzima nativa, pode ser significativamente reforcada pela imobilizacao

(Arroyo et al., 1999; Hiol ef a/, 1999).

4.3 Hidrolise do oleo de ricino

A producao biotecnologica de y-decalactona utiliza o acido ricinoleico, que é o principal
acido gordo constituinte do 6leo de ricino. A hidrolise do 6leo de ricino, por via enzimatica, em
acido ricinoleico revela-se uma etapa de grande relevo no processo biotecnologico de producao
de y-decalactona.

De forma a seleccionar as condicdes para as quais se atinge uma maior percentagem de
hidrdlise do éleo de ricino, fizeram-se varios ensaios nos quais se variou o tempo de reaccdo € a
composicdo do meio, assim como o pH e a temperatura, utilizando diferentes lipases
comerciais.

Os valores de pH utilizados foram 6, 7 e 8 e as temperaturas 37 °C e 27 °C. Estas
condicdes foram testadas em diferentes composicdes de meio: 3 % (p/v) de dleo de ricino em
tampéo fosfato 10 mM, 5 % (p/v) de oleo de ricino em tampao fosfato 10 mM pH 8 e meio de
biotransformacdo com 3 % (p/v) de 6leo de ricino.

As reaccoes decorreram durante 120 horas, utilizando como enzimas a lipase de C.

rugosa, lipase CALB L, Lipozyme TL IM e Lipolase 100T.

4.3.1- Efeito das condi¢des experimentais na hidrélise do 6leo de ricino

A hidrolise enzimatica de dleos e gorduras pode ser influenciada por diversos factores

externos, tais como a temperatura, pH e concentracao de substrato.
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Ensaios preliminares demonstraram que com a lipase de C. ruygosa era obtida uma
percentagem de hidrélise muito reduzida, pelo que nao se apresentam os resultados relativos a

esta enzima.

- Efeito da temperatura

O efeito da temperatura na hidrélise do dleo de ricino foi analisado utilizando as lipases

CALB L, Lipozyme TL IM e Lipolase 100T (Figura 4.3), tendo-se testado as temperaturas de

27 °C e 37 °C.
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Figura 4. 3 - Efeito da temperatura (37 °C () e 27 °C (®)) na percentagem de hidrélise do éleo

de ricino.

A temperatura pode afectar as reaccdes de hidrélise de uma forma positiva ou negativa.
De um modo geral, um aumento da temperatura ira conduzir a um aumento da velocidade da
reaccao, sendo que um aumento de 10 °C na temperatura do meio pode duplicar ou triplicar a

actividade enzimatica. Contudo, quando as reaccdes ocorrem a temperaturas muito elevadas,
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pode ocorrer a desnaturacdo térmica da enzima. Assim, a temperatura afecta a velocidade da
reaccdo sob dois processos independentes: através da actividade da lipase que catalisa a
hidrélise e da inactivacdo térmica da enzima (Leidler e Peterman, 1979).

Analisando a Figura 4.3 é possivel verificar que os perfis de hidrdlise, para as duas
temperaturas analisadas, sdo muito similares. Para a enzima Lipozyme TL IM (Figura 4.3 A) a
maior percentagem de hidrdlise (95.37 %) ¢é obtida para a temperatura de 27 °C. No entanto,
ndo se observam diferencas acentuadas nos perfis de hidrolise para as duas temperaturas
analisadas, sendo que para 37 °C o grau de hidrdlise atingido ndo é tdo elevado.

Na enzima Lipolase 100T (Figura 4.3 B) a maior percentagem de hidrdlise (82.3 %) é
obtida a 37 °C, as 30 horas. Com a temperatura de 27 °C, embora a degradacdo do dleo seja
inicialmente mais lenta, atinge-se um grau de hidrolise ligeiramente inferior (74.3 %) ao obtido a
37 °C, ao fim do mesmo periodo de tempo.

A hidrdlise do dleo de ricino pela lipase Lipolase 100T também foi estudada por Rathod
et al. (2009), tendo obtido uma percentagem de hidrdlise de 60 % para ensaios realizados a
temperatura de 35 °C.

Para a lipase CALB L os perfis de hidrdlise para as duas temperaturas sdo muito

semelhantes, obtendo-se a mesma percentagem de hidrolise (41.1 %) a partir das 30 horas.

- Efeito do pH

O pH desempenha um papel importante nas reaccoes de hidrolise de modo a atingir
uma producdo éptima de acidos gordos. A variacdo de pH afecta a ionizacdo do substrato e das
lipases livres (Ory et al, 1962), além do efeito que exerce sobre a actividade lipolitica, uma vez
gue este actua sobre o complexo lipase-substrato (Tipton e Dixon, 1979).

Assim, o efeito do pH na hidrdlise do 6leo de ricino foi estudado para os valores de pH 6,
7 e 8, mantendo os outros parametros fixos. Os resultados obtidos sao apresentados na Figura

4.4.
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A. Lipozyme TLIM B. Lipolase 100T
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Figura 4. 4- Efeito dopH (pH 6 (= ), pH 7 (A) e pH 8 (®)) na percentagem de hidrélise do dleo
de ricino, para a temperatura de 37 °C.

Pela analise dos resultados é possivel verificar que para a Lipozyme TL IM (Figura 4.4 A)
o0 grau de hidrdlise (85.3 %) obtido ao fim das 30 horas & igual para os diferentes valores de pH
analisados. No entanto, pode-se verificar que para um pH de 6 a reaccdo é inicialmente mais
rapida, obtendo-se uma maior percentagem de hidrolise num menor periodo de tempo (6 horas).

Para a Lipolase 100T (Figura 4.4 B), a hidrdlise a valores de pH de 7 e de 8 ¢ muito
semelhante, obtendo-se 0 mesmo grau de hidrolise (83.3 %) ao fim de 30 horas. A pH mais
acido (pH 6) obteve-se uma menor percentagem de hidrélise (65.25 %).

No caso da lipase CALB L, a reaccdo ocorre a uma velocidade mais elevada nas
primeiras horas, para pH 6, no entanto, ao fim de 48 horas atinge-se 0 mesmo grau de hidrolise

(65 %) que a pH 7. A pH 8 atingem-se graus de hidrdlise reduzidos (53 %) quando comparados

com os anteriores.
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- Efeito da concentracdo de substrato

A cinética da reaccdo de hidrélise do dleo pelas lipases é fortemente afectada pela
concentracdo de substrato. Assim, testaram-se duas concentracdes de substrato, 3 % (p/v) e 5 %

(p/v), mantendo os restantes parametros fixos, temperatura 37 °C e pH 8 (Figura 4.5).

A. Lipozyme TLIM B. Lipolase 100T
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Figura 4. 5 - Efeito da concentracéo de substrato (3 % (p/v) (®¢) € 5 % (p/v) (™)) na percentagem
de hidroélise do 6leo de ricino.

Conforme se pode observar na Figura 4.5, os perfis de hidrélise das duas enzimas
analisadas sao semelhantes para as duas concentracbes de substrato testadas, sendo que a
velocidade € inicialmente crescente com o aumento do tempo de reaccao e depois torna-se
constante, uma vez que foi atingida a hidrolise maxima. Como a velocidade da reaccado depende
do numero de moléculas de enzimas ligadas a moléculas de substrato, quando o numero de
moléculas de substrato € baixo, a probabilidade de colisdo entre moléculas de enzimas e de
substrato é pequena. Assim, quando se aumenta a concentracao de substrato, aumentam os
“encontros” entre enzimas e substratos, aumentando a velocidade da reaccdo. No momento em
gue a enzima se encontra saturada com o substrato, mesmo que se aumente a quantidade de
substrato presente no meio, a velocidade da reaccdo nao ira aumentar, como se verificou neste
caso, em que o aumento da concentracao de 6leo no meio nao conduziu a valores de
percentagem de hidrolise superiores. Desta forma, nao se verificou qualquer vantagem com o

incremento da quantidade de 6leo de ricino no meio.
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A titulo de resumo apresentam-se na Tabela 4.6 as percentagens maximas obtidas para

as diferentes condicdes experimentais testadas (pH, T e concentracdo de 6leo de ricino).

Tabela 4. 6 - Percentagem de hidrolise do 6leo de ricino para as diferentes condi¢des analisadas
(pH, T e concentracéo de substrato).

Hidrélise maxima (%)

Tempo de
Lipase
Condicdes hidrélise Lipozyme TL IM Lipolase 100T Lipase CALB L
de C. rugosa
maxima (h)

pH 8
37°C
5% (p/V)
OR

48 80.9 80.9 — -

pH 8
37°C
3% (p/v)
OR

54 94.7 90.6 53.5 329

pH 8
27°C 30
3% (p/v)
OR

95.4 74.3 40 -

pH 7
37°C 30
3% (p/v)
OR

80.3 83.3 65 —

pH 6
37°C 30
3% (p/v)
OR

85.3 65.3 65 —

MB
37°C 48
3% (p/v)
OR

89.5 — - -

Analisando a Tabela 4.6 é possivel verificar que todas as lipases testadas foram capazes

de hidrolisar o éleo de ricino, sendo que a maior percentagem de hidrélise (95.4 %) foi obtida
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quando se utilizou a enzima Lipozyme TL IM, a pH 8, 27 °C, com uma concentracdo de oleo de
ricino de 3 % (p/v), ao fim de 30 horas.

Para a Lipolase 100T o maior grau de hidrdlise (90.6 %) foi atingido a pH 8 e 37 °C, ao
fim de 54 horas; ja para a lipase CALB L uma hidrolise de 65.0 % foi atingida ao fim de 30
horas, a 37 °C e para valores de pH de 6 e 7. Com a lipase de C. rugosa foi obtida uma
percentagem de hidrélise muito reduzida (32.9 %), a pH 8 e 37 °C, ao fim de 54 horas, pelo que
nao foram realizados mais ensaios com esta enzima.

E ainda possivel verificar que as maiores percentagens de hidrdlise sdo obtidas quando
se utilizam enzimas imobilizadas. Estas diferencas podem estar relacionadas com as diferentes
estruturas tridimensionais dos sitios activos das lipases utilizadas (Gutierrez-Ayesta ef a/,, 2007)
ou também pela possivel hiperactivacdo ocasionada pelo método de imobilizacdo usado na
producdo da enzima que deixaria o sitio activo sempre exposto e activo (Cunha, 2007).

A utilizacao da lipase CALB L em reaccdes de hidrolise de oleos vegetais nao é muito
comum, sendo que esta enzima é mais utilizada na resolucdo de misturas racémicas (Guieysse
et al, 2004; Ong et al,, 2006), na sintese de novas moléculas (Fantin ef a/., 2001; Yoshida et
al, 2006) ou noutras modificacdes de oleos e gorduras (Hérnandez-Martin e Otero, 2008).
Assim, a obtencado de baixos rendimentos em acidos gordos com esta lipase vem reforcar este
facto.

Contudo, os resultados obtidos com a lipase de C. rugosa contrariam alguns dos
resultados encontrados na literatura, que referem elevadas percentagens de hidrdlise ao utilizar
esta lipase. Linfield ef a/ (1984) referem que com a lipase de C. rugosa é possivel obter uma
hidrolise de 95 % a 98 % em 72 horas. Por sua vez, Khor ef al. (1986) reportam uma hidrolise
completa do dleo de palma em 5 horas, utilizando a mesma lipase. Kamarudin et a/. (2008)
utilizaram uma lipase de C. rugosa na hidrélise de oleo de palma tendo verificado que a
conversao maxima (97.2 %) era obtida ao fim de 90 minutos, com uma concentracao de 6leo de
0.1 gmlLt, a 45 °C e pH 7.5. Tais diferencas podem estar relacionadas com o facto de nao
serem utilizadas as mesmas condicdes experimentais, tais como 0 tipo e concentracao de
substrato, pH do meio, temperatura, entre outros.

Através da analise dos resultados anteriores foi possivel verificar que as maiores
percentagens de hidrélise foram obtidas com a lipase Lipozyme TL IM. Por esta razao, esta
lipase foi seleccionada para hidrolisar o 6leo de ricino usado como precursor na producao de

y-decalactona, uma vez que, para além de conduzir & obtencao de elevadas percentagem de
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hidrolise do 6leo de ricino, também demonstrou ser uma enzima bastante estavel relativamente

as variacoes ambientais, nomeadamente pH e temperatura.

4.4 Producao de extractos de lipase por diferentes estirpes de
Yarrowia lipolytica

4.4.1- Comparacao de meios e estratégias de arranque na producdo de
lipase

A levedura Yarrowia ljpolytica tem sido indicada como um dos microrganismos com
maior potencial para a producado de lipase, sendo que a optimizacao das condicdes de cultura
pode conduzir a um incremento na producao de lipase. Factores como a temperatura, pH e
composicdo do meio podem afectar a producdo de lipases extracelulares. Contudo, a presenca
de alguns compostos, tais como acidos gordos, triglicerideos e surfactantes, pode induzir a
secrecao de lipase (Corzo e Revah, 1999; Dalmau ef a/, 2000).

Assim, sera induzida a producdo de lipases por esta levedura e em seguida estas
enzimas serdo utilizadas na hidrolise do 6leo de ricino, de modo a libertar o acido ricinoleico,
que sera utilizado como substrato para a producdo de y-decalactona.

Foram testadas trés estirpes da levedura Yarrowia lipolytica (Yarrowia ljpolytica W29,
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50862 e Yarrowia lipolytica CBS2073) com o intuito de avaliar quais
as condicOes e a estirpe com as quais se obtém uma maior producao de lipase.

Na producao de lipase pelas trés estirpes foram testados dois meios de cultura, meio
YNB/Azeite e YNB/B, com o intuito de avaliar a necessidade da adicao de um indutor para a
producdo de lipase.

Além disso, foram utilizadas duas metodologias para a inoculacdo do meio de producao

de lipase, que incluia ou nao o passo de centrifugacao das células.
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Na Tabela 4.7 apresentam-se os valores de actividades lipolitica e de protease
extracelular, para as trés estirpes de Y. /jpolytica, assim como o tempo para o qual foi obtida a

producdo maxima de lipase, para as diferentes condicdes analisadas.

Tabela 4. 7 - Valores de actividades maximas de lipase e protease extracelular, para as estirpes
de Y. lipolyticaW29, IMUFRJ 50862 e CBS 2073.

Actividade Actividade
. L lipolitica proteolitica
Estirpe Condigoes Tempo (h) extracelular Tempo (h) extracelular
(UL (L)
Células centrifugadas 30 448.62 30 3402.5
(YNB/Azeite)
Y. lipolytica W29 Células néo centrifugadas 26 515.8 30 2317.5
(YNB/Azeite)
Células centrifugadas — 0 28 1197.5
(YNB/B)
Células néo centrifugadas 30 237.97 47.5 5215
(YNB/B)
Células centrifugadas
22 117.6 24 1507
(YNB/Azeite)
Células néo centrifugadas
Y. lipolytica (YNB/ Azeite) 455 172.3 30 565.0
IMUFRJ 50862
Células centrifugadas
222.5
(YNB/B) 22 95.6 24
Células néo centrifugadas
455 278.9 455 867.5
(YNB/B)
Célul trifugad
elufas centriiugacas 22 41522 20 1905
(YNB/Azeite)
Slulas na if
Células néo cent'rl ugadas 155 3977 20 1075
Y. lipoytica CBS (YNB/Azeite)
2073 Célul trifugad
élulas centrifugadas
22 142 26 8325
(YNB/B)
Células na trifugad
¢lulas ndo centrifugadas 26 378 155 1935

(YNB/B)

Através da analise da Tabela 4.7 é possivel verificar que, para as estirpes Y. /ipolytica

W29 e Y. lipolytica IMUFRJ 50862, se obtém uma maior producao de lipase, para os dois meios
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testados, quando nao se efectua o passo prévio de centrifugacédo. No caso da estirpe Y. /jpolytica
CBS 2073, este aumento da producéo de lipase so6 se verifica para o meio YNB/B.

0O aumento da producdo de lipase no meio em que ndo se efectua o passo prévio de
centrifugacdo pode estar relacionado com a presenca da lipase que foi produzida na etapa de
crescimento, induzida pela presenca de glucose no meio, uma vez que alguns autores referem
que a glucose ¢ um bom indutor para a producdo de lipase por diferentes microrganismos,
incluindo estirpes de Yarrowia lipolytica. Y. lipolytica CECT 1240 (Dominguez et al., 2003), V.
lipolytica CBS 6303 (Destain et al., 1997) e Y. /ipolytica IMUFRJ) 50862 (Kawasse et a/, 2003).
Quando se efectua o passo de centrifugacdo das células, a lipase que estava aderida as
membranas pode ser parcial ou totalmente removida, o que conduz a valores de actividade de
lipase inferiores. Além disso, neste ultimo caso também é necessario que as células se adaptem
ao novo meio, o que pode conduzir a valores de actividade lipolitica inferiores.

Na Tabela 4.8 apresentam-se os valores de actividades totais de lipase e protease, para

a estirpe Y. /ipolytica W29.

Tabela 4. 8- Valores de actividades totais maximas de lipase e protease, para a estirpe V.
lipolytica W29.

Actividade Actividade
Estirpe Condigdes Tempo (h) lipolitica total Tempo (h) proteolitica total
(UL (UL
Células centrifugadas 22 1007.3 24 2785
(YNB/Azeite)
Células nao
, 24 1008.9 45.5 2475
. . centrifugadas
V. lipolytica (YNB/ Azeite)
w29
Células centrifugadas 24 8115 26 1157.5
(YNB/B)
Células nao
, 45.5 888.1 45.5 3505
centrifugadas
(YNB/B)

Analisando os dados presentes na Tabela 4.8 é possivel verificar que os valores de
actividade lipolitica total obtida com a estirpe Y. /jpolytica W29 sdo superiores aos de actividade

extracelular (Tabela 4.7), para todos os ensaios realizados. Este resultado era previsivel uma vez
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gue na determinacao da actividade lipolitica total se quantifica a lipase aderida as células e a
lipase extracelular. Assim, como os ensaios de determinacao de actividade lipolitica total sao
realizados na presenca de células, seria de esperar que aquele valor fosse superior ao da
actividade extracelular, que quantifica apenas a enzima excretada para o meio de cultura.

A producao de lipase pode ser induzida pela adicdo de varios substratos triglicerideos ao
meio. Analisando o efeito da adicdo de azeite ao meio de producdo, pode-se verificar que houve
um aumento da producao de lipase para as trés estirpes estudadas quando se adicionou azeite
ao meio. Na auséncia de azeite, as actividades lipoliticas extracelulares maximas foram de: 0.0
U-Lt, 95.6 ULt e 142.0 U-Lpara as estirpes Y. /jpolytica W29, Y. lipolytica IMUFRJ 50862 e V.
lipolytica CBS 2073, respectivamente. Ja quando se adicionou azeite, as actividades foram de:
448.6 U-Lt, 117.6 U-L* e 415.2 U-L, para as estirpes Y. lipolytica W29, Y. ljpolytica IMUFRJ
50862 e Y. /ipolytica CBS 2073, respectivamente. Estes resultados sao concordantes com os
estudos levados a cabo por Dominguez et a/. (2003) que referem um aumento da producao de
lipase extracelular pela levedura Y. /jpolitica CECT 1240 quando se adicionam substratos
lipidicos, como o azeite, ao meio de cultura.

Quando se utiliza o meio YNB/B com células nao centrifugadas observa-se um
incremento da producéo de lipase pelas trés estirpes estudadas, o que pode estar relacionado
com a presenca de uma fonte carbono no meio que induz a producao de lipase. Para o meio
YNB/B, as actividades lipoliticas extracelulares maximas foram de: 238 U-Lt, 278.9 U-L* e 378
U-L* para as estirpes Y. lipolytica W29, Y. lipolytica IMUFRJ 50862 e Y. /jpolytica CBS 2073,
respectivamente.

A adicdo de azeite ao meio de crescimento, sem centrifugar as células, também provoca
um incremento na producdo de lipase para as condices analisadas, comparativamente aos
ensaios em que se centrifugaram as células e se ressuspenderam no meio com azeite. Assim,
guando se adicionou azeite ao meio de crescimento obtiveram-se os valores maximos de
actividade extracelular de 515.8 U-L* para a estirpe Y. /jpolytica W29, 172.3 UL+ para a estirpe
Y. lipolytica IMUFRJ 50862 e 397.7 U-Lt para a estirpe Y. /jpolytica CBS 2073. Contudo, nos
ensaios em que se utilizaram células centrifugadas, na presenca de azeite, obtiveram-se valores
maximos de actividade de 448.62 U-L, 117.6 U-L'e 415.22 U-L*, para as estirpes Y. /jpoltica
W29, Y. lipolytica IMUFRJ 50862 e VY. /ipolytica CBS 2073, respectivamente. Hegedus e
Khachatourians (1988) analisaram o efeito da adicdo de 2 % (p/v) de azeite a0 meio YPD e a um

meio com glucose e sais (meio GS), tendo verificado que em ambos os meios houve um
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aumento da producao de lipase, obtendo-se valores de actividade de 100 U-mL?, na auséncia de
azeite, 300 U-mL*quando se adicionou azeite ao meio YPD e 150 U-mL*, quando se adicionou
azeite ao meio GS.

Relativamente a presenca de indutores, conclui-se que para a estirpe Y. /jpolytica W29 é
necessario adicionar ao meio um indutor para haver producao de lipase, uma vez que quando
nao estdo presentes no meio azeite ou uma fonte de carbono, ndo é detectada qualquer
actividade lipolitica (Tabela 4.8, células centrifugadas YNB/B).

Contudo, quando se quantifica a lipase total, é detectada actividade mesmo na auséncia
de qualquer indutor (8115 U-L*). Tal facto pode ser justificado pela presenca de células no meio,
gue tenham alguma lipase aderida as suas paredes.

Assim, as condicdes com as quais se obtém uma maior actividade de lipase, para a
estirpe Y. lipolytica W29 envolvem a utilizacao de azeite e uma fonte de carbono (515.8 U-L* e
1008.9 U-Lt, lipase extracelular e total, respectivamente). Contudo, para a estirpe Y. /jpolytica
IMUFRJ 50862 a maior actividade de lipase é obtida na presenca de uma fonte de carbono
(278.9 U:1) e para a Y. /ipolytica CBS 2073, é a adicao de azeite ao meio que induz uma maior
actividade de lipase (415.2 U-L1).

Analisando os valores de actividade total e extracelular de protease, & possivel verificar
que, para a maioria dos ensaios realizados, o pico da actividade das proteases ocorre apos se
ter atingido o maximo da actividade lipolitica. Este ponto sera melhor discutido no sub-capitulo
seguinte, apos analise da actividade das proteases existentes no meio. Assim, é possivel que a
inibicao da actividade da lipase, apdés um certo tempo, esteja relacionada com a degradacao da
lipase por accao das proteases.

A adicado de inibidores de protease ao meio de cultura durante a producado da lipase
seria uma forma de evitar a degradacdo da enzima e aumentar a quantidade de lipase
produzida.

Pela analise dos resultados anteriores foi possivel concluir que os maiores valores de
actividade lipolitica extracelular foram obtidos com a estirpe Y. /jpolytica W29. Assim, esta foi a
estirpe seleccionada para os ensaios posteriores de producao de lipase e sera a unica estirpe

utilizada nos ensaios de biotransformacao.
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4.4.2- Influéncia de diferentes indutores na producao de lipase

Os mecanismos que regulam a producdo de lipase variam de microrganismo para
microrganismo. Resultados obtidos com Ahizopus (Salleh et al., 1993), Aspergillus (Pokorny et
al., 1994) e Rhodoforula (Papaparaskevas et a/., 1992) demonstram que a producao de lipase é
independente da adicao de substratos lipidicos ao meio de cultura, contudo a sua presenca
incrementa a producao de lipase. Por outro lado, microrganismos como G. candidum (Shimada
et al, 1992) necessitam da adicao de um substrato lipidico para a producao de lipase.

Assim, de modo a analisar a influéncia do tipo de indutor para a producéo de lipase por
Y. lipolytica W29, realizaram-se varios ensaios com diferentes tipos de indutores (azeite, oleo de
ricino e ricinoleato de metilo), sendo que as células foram separadas do meio de crescimento de
biomassa por centrifugacao.

Na Figura 4.6 apresentam-se os valores de actividade lipolitica (extracelular e total) ao

longo do tempo, para os varios ensaios realizados com a levedura Y. /jpolytica W29.
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Figura 4. 6 - Cinética de producdo de lipase durante a cultura de Y. /ljpoltica W29 em
YNB/Azeite (¢), YNB/OR (=), YNB/RM (A) e YNB/B (X): (A) actividade lipolitica extracelular;
(B) actividade lipolitica total.

Pela analise da figura anterior é possivel verificar que o comportamento da actividade da
lipase, extracelular e total, para os varios ensaios realizados, descreve um aumento da actividade
lipolitica ao longo do tempo, atingindo-se o pico de producao de lipase para 0 mesmo tempo.

Para ambos os casos, apds 22 horas observa-se uma queda na producao de lipase, para os
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meios YNB/RM e YNB/Azeite. No caso dos meios YNB/OR e YNB/B a producdo de lipase
comeca a diminuir a partir das 30 e 28 horas, respectivamente.

Trabalhos realizados por Lopes (2007) e Amaral (2007) utilizando a levedura Y. /jpolytica
para a producdo de lipase, obtiveram o maximo de producéo lipase as 22 horas de cultura. No
entanto, estudos de producao de lipase extracelular por Y. /ipolytica CECT 1240, realizados em
matraz, efectuados por Dominguez et a/ (2003), demonstraram que o valor de actividade
lipolitica maximo era obtido ao oitavo dia de producao.

Comparando a evolucdo da producdo de lipase, para os varios indutores testados, pode-
se verificar que a quantidade de lipase obtida depende da natureza e estrutura do substrato
lipidico utilizado. Assim, a maior producao de lipase € obtida quando se utiliza o meio YNB/RM
(576.9 U-Lt e 2017.6 U-L, lipase extracelular e total, respectivamente), seguida de YNB/Azeite
(501 U-L* e 956.4 U-L1) e YNB/OR (126.01 U-L* e 325.65 U-L1). Contudo, ¢ ainda possivel
observar que na auséncia de qualquer indutor (YNB/B) esta estirpe produz quantidades muito
reduzidas de lipase.

A elevada producao de lipase obtida quando se utiliza ricinoleato de metilo como indutor
estd relacionada com a estrutura quimica do substrato, que permite uma maior
biodisponibilidade do substrato.

Segundo Iwai ef al. (1984), a quantidade de acido oleico presente no meio influéncia
significativamente a producao de lipase. Assim, a incorporacdo de azeite no meio de producao
também provoca um incremento na producdo de lipase, uma vez que o ftriglicerideo mais
abundante no azeite é o acido oleico (28 %). Hegedus e Khachatourians (1988) comprovaram
qgue a producado de lipase podia ser induzida pela adicao de varios substratos triglicerideos ao
meio, tendo verificado que a maior actividade de lipase (900 U-mL) era obtida quando se
adicionava 5 % (p/v) de azeite ao meio, ao fim de 5 dias de cultura. Corzo e Revah (1999)
testaram varios indutores (tais como azeite, 6leo de ricino, 6leo de coco, acido oleico, entre
outros) para a producao de lipase por Y. /jpolytica 681 tendo verificado que o azeite era o melhor
indutor (14.7 U-mL»).

A incorporacao de oleo de ricino no meio conduziu a uma producdo de lipase muito
reduzida (1.6 U-mLt). Os baixos niveis de actividade lipolitica detectada na presenca deste dleo
podem estar relacionados com o seu baixo conteido em acidos gordos insaturados, uma vez
que a inducdo da producdo de lipase é apenas influenciada pelo nimero de insaturacoes

presentes (Lima ef a/, 2003).
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Assim, todos os compostos lipidicos testados neste trabalho induzem a producao de
lipase relativamente a cultura controlo, sendo que o melhor indutor para a producao de lipase,
nas condicdes analisadas, € o ricinoleato de metilo.

Comparando os valores de actividade lipolitica extracelular e total, pode-se verificar que a
quantidade de lipase total produzida é superior a extracelular, para todos os ensaios realizados.

Este resultado era previsivel, pelas razdes previamente explicadas no sub-capitulo 4.4.1.

A actividade lipolitica detectada no meio de cultura (extracelular) é o resultado do
balanco entre a actividade da lipase produzida e da degradada por accao das enzimas
proteoliticas produzidas pelo microrganismo no decorrer do processo (Pereira-Meireles et af,
1997; Martins, 2001). Assim, as amostras recolhidas no decorrer da fermentacdo foram
analisadas quanto a presenca de proteases no meio, de acordo com o descrito em 3.5.3. Os
perfis da actividade proteolitica (extracelular e total), produzida por Y. /jpol/tica W29 nos varios

ensaios sao apresentados na Figura 4.7.
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Figura 4. 7 - Cinética da actividade de protease de Y. /jpolytica W29 em YNB/Azeite (),
YNB/OR (=), YNB/RM (A) e YNB/B (X): (A) actividade extracelular de protease; (B) actividade
total de protease.

Analisando a Figura 4.7 é possivel verificar que, em todos os ensaios, durante as
primeiras horas de cultura, a actividade das proteases ¢é reduzida, aumentando gradualmente

até ao final da cultura.
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A producdo de proteases € superior para os ensaios realizados com YNB/Azeite e
YNB/RM, enquanto que para os ensaios com YNB/OR e YNB/B a sua concentracdo no meio é
relativamente inferior.

Para todos os ensaios realizados, o valor maximo da actividade das proteases foi obtido
apos se ter atingido o maximo da actividade da lipase, como ja foi referido anteriormente.

Comparando a producdo de protease extracelular com a total, pode-se verificar que os
resultados obtidos sdo muito semelhantes, uma vez que estas enzimas sao excretadas pela
célula para o meio de cultura, nao ficando aderidas a parede celular. Assim, a quantidade de

protease produzida nao ¢ influenciada pela presenca de células no meio.

Com o intuito de avaliar a influéncia dos varios indutores no crescimento celular,
determinaram-se os perfis de crescimento da levedura Y. /jpolytica W29 para cada um dos meios

estudados (Figura 4.8).
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Figura 4. 8 — Evolucado do crescimento celular de Y. /jpolytica W29 ao longo do tempo em
YNB/Azeite (¢), YNB/OR (= ), YNB/RM (A) e YNB/B (X).

Através da analise da Figura 4.8 ¢é possivel verificar que as condicées com as quais se
obtém um maior crescimento celular séo com o meio YNB/Azeite e YNB/RM, apesar de o
crescimento maximo ser obtido para tempos diferentes.

A utilizacao do meio YNB/OR conduz a um crescimento celular inferior, mas com o meio

YNB/B o crescimento celular diminui drasticamente, o que pode estar relacionado com a
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auséncia dos componentes do meio de producao de biomassa que sustentam o crescimento
celular.

As diferencas observadas para os diferentes meios estdo relacionadas com o tipo de
fonte de carbono presente no meio, sendo que uns substratos sdo mais facilmente
metabolizaveis pela levedura que outros. No entanto, & importante salientar que o método

utilizado para determinar a concentracao celular tem um erro associado muito elevado.

4.5 Biotransformacao

4.5.1- Efeito da composicao do meio na producao de
y-decalactona

A producao de aroma pela levedura foi investigada na presenca de diferentes
composicoes de meio. A adicao de lipase e de um indutor da producéo de lipase (azeite) ao meio
de cultura foi testada com o intuito de avaliar o seu efeito na producéo de y-decalactona. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4.9.
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Figura 4. 9 - Producao de y-decalactona a 140 rpm, para diferentes composi¢cdes do meio de
biotransformacao: Lipase/OR (#), MB ( ® ), Lipase/ORH (A) e MB/Azeite (X).
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Conforme se pode observar na Figura 4.9, para todos os ensaios realizados, a
concentragdo de y-decalactona aumenta até se atingir o valor maximo, sendo que apods esse
tempo, se observa uma diminuicao na producao do aroma, até este desaparecer totalmente.
Este decréscimo na producao de y-decalactona deve-se ao facto deste metabolito ser consumido
pela levedura como fonte de carbono (Aguedo, 2002).

Para os ensaios em que se adicionou lipase extracelular (Lipase/OR e Lipase/ORH) e
indutor da producao de lipase (MB/Azeite), a producédo de y-decalactona comeca a ser detectada
a partir das 60 horas de fermentacao, tendo-se obtido a producdo maxima as 140 horas de
cultura. No caso em que se utiliza apenas 6leo de ricino (MB) a producdo de aroma comeca a
ser detectada mais tardiamente, por volta das 120 horas, obtendo-se a producdo maxima as
185 horas.

A existéncia de uma fase lag na producéo de y-decalactona pode ser atribuida ao periodo
de tempo necessario para a sintese das lipases que intervém na hidrolise do 6leo de ricino, de
forma a tornar disponivel o acido ricinoleico para a sintese do aroma. A adicao de 6leo de ricino
hidrolisado, enzimas extracelulares ou indutores de lipase diminuem o periodo de laténcia da
producdo do aroma, uma vez que nestas condicdes o oleo de ricino é mais facilmente
hidrolisado em &cido ricinoleico, precursor da y-decalactona. Quando estd presente no meio
apenas oleo de ricino (MB) é necessario que a enzima produza a lipase necessaria para
hidrolisar o 6leo, retardando assim o aparecimento do aroma.

Se se comparar a producao maxima deste composto nos varios ensaios apresentados,
verifica-se que para o meio MB obteve-se uma producao maxima de 1600 mg-mL* e para 0 meio
MB/Azeite 1200 mg-mL*. Para os meios Lipase/OR e Lipase/ORH a concentracdo maxima de
aroma detectada foi 1000 mg-mL*. Apesar de a producdo de aroma para MB ser mais tardia,
obtém-se uma maior quantidade de y-decalactona nestas condicoes.

As menores concentracfes de aroma detectadas nos meios em que se adicionaram
lipases extracelulares e indutores de lipase pode estar relacionada com o facto de nessas
condicOes se observar uma maior libertacdo de acidos gordos, que podem exercer um efeito
toxico na levedura, levando a uma menor producao de y-decalactona (Waché ef a/, 2001).

Pagot ef al. (1997) sugerem que a baixa producdo de y-decalactona, em alguns casos,
deve-se ao facto de o acido ricinoleico ser a Unica fonte de carbono presente em alguns meios
de biotransformacdo, sendo que uma parte deste acido é usada para a manutencdo do

crescimento celular.
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Gatfield (1988) observou que a degradacao do acido ricinoleico pode, além de formar
y-decalactona, seguir outras vias para a formacao de outras lactonas (3-hidroxi-y-decalactona, 2-

decen-4-olido e 3-decen-4-olido), o que pode contribuir para o baixo rendimento do aroma.

A acidificacao do meio de cultura pelas leveduras pode influenciar significativamente a
lactonizacdo do aroma (Endrizzi et a/, 1995). Assim, neste trabalho monitorizou-se o pH ao
longo do tempo para os quatro meios utilizados na biotransformacao do 6leo de ricino em

y-decalactona pela levedura Yarrowia lipolytica W29 (Figura 4.10).
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Figura 4. 10 - Variacao do pH do meio ao longo do tempo: Lipase/OR (#), Lipase/ORH (=), MB
(M) e MB/Azeite (X).

Observando a figura 4.10 verifica-se o0 mesmo pH inicial (em torno de 5.5) para os
quatro meios analisados.

Para os meios Lipase/OR e Lipase/ORH, observa-se uma diminuicdo do pH até 4.5, as
26 horas, com um aumento subsequente até pH 5.5 por volta das 68 horas. De seguida ocorre
um abaixamento até pH 4.5, observando-se uma estabilizacao do pH em torno deste valor a
partir das 236 horas.

Ja para o meio MB observou-se um maior aumento do pH até ser atingido pH 7.5 as
112 horas, diminuindo de seguida até pH 5.5.

No caso do meio MB/Azeite, ocorre um ligeiro aumento de pH até 6 as 68 horas, com
um decréscimo subsequente até as 186 horas, atingindo-se valores de pH de 4.6.

Pode ainda verificar-se que o pH maximo é atingido quando se comeca a detectar aroma

no meio. A acidificacdo do meio a partir deste momento pode estar relacionada com o aumento
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da quantidade de lipase, uma vez que havera uma maior hidrolise dos triglicerideos presentes,
libertando-se acidos gordos e glicerol, o que conduz a uma diminuicao do pH. No caso do meio
MB, como € necessario que a levedura produza as lipases para hidrolisar o 6leo de ricino, o pH
do meio atinge valores mais elevados.

Por sua vez Endrizzi et al (1995) utilizando Candida intermedia para a producdo de
y-decalactona, partiram de um pH inicial de 5.6 tendo observado uma acidificagédo do meio até

se atingir pH 3, apos 48 horas de incubacao.

Na Figura 4.11 séo apresentados os perfis de crescimento da levedura Y. /ipolytica W29,

para cada um dos meios testados.
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Figura 4. 11 - Perfis de crescimento da levedura Y. /ipolytica W29 para os varios meios testados:
Lipase/OR (#), Lipase/ORH (m), MB (A) e MB/Azeite (X).

Na figura anterior podem observar-se duas zonas distintas no grafico: uma que
corresponde aos ensaios em que as células foram centrifugadas (Lipase/OR e Lipase/ORH) e
outra que se refere aos ensaios em que nao se efectua o passo prévio de centrifugacdo das
células (MB e MB/Azeite). Estas diferencas observadas entre os diferentes meios podem estar
relacionadas com a composicdo quimica do meio. Nos meios Lipase/OR e Lipase/ORH como
sao removidos 0s componentes do meio de crescimento, a Unica fonte de carbono presente é o
6leo de ricino, o que torna o meio comparativamente mais pobre em fontes de carbono
necessarias para o crescimento celular. No caso dos meios MB e MB/Azeite, além do dleo de

ricino ainda estdo presentes componentes residuais do meio de crescimento, o que torna o meio
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mais rico em azoto e carbono, componentes estes necessarios ao crescimento e duplicacéo

celular (Monod, 1949).

4.5.2- Influéncia da agitacao na producao de y-decalactona

A influéncia da agitacdo na producdo de 7y-decalactona foi estudada em varias
biotransformacdes com diferentes condicoes experimentais (diferentes velocidades de agitacédo e

meios de biotransformacéo).

Trabalhos descritos na literatura de producdo de y-decalactona em matraz séo
normalmente levados a cabo a velocidade de agitacdo de 140 rpm (Waché et a/,, 2002).

Com o intuito de avaliar a influéncia do aumento da agitacdo na producdo do aroma,
realizaram-se ensaios a 240 rpm. Na Figura 4.12 sao apresentados os resultados obtidos a esta

velocidade de agitacao.
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Figura 4. 12 - Producao de y-decalactona a 240 rpm, para diferentes composi¢cdes do meio de
biotransformacéo: Lipase/OR (#), MB (m), Lipase/ORH (A) e MB/Azeite (X).

Analisando a figura anterior é possivel verificar que, para todos os ensaios realizados,
comeca-se a detectar producao de y-decalactona a partir das 7.5 horas de biotransformacao,
tendo-se obtido a producdo maxima do aroma a cerca de 30 horas de cultura. Quando

comparados estes valores com os obtidos para a velocidade de agitacao de 140 rpm, pode
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verificar-se que a producao de aroma ¢ mais tardia para a agitacdo inferior, o que pode estar
relacionado com a menor transferéncia de oxigénio nestas condicdes e também com a menor
area de contacto entre as células e o meio. De acordo com Kamarudin ef a/. (2008), velocidades
de agitacao superiores levam a reducao do tamanho das gotas do ¢leo, diminuindo a area de
contacto entre o substrato e as células presentes na fase aquosa.

Se compararmos a producdo maxima de y-decalactona nos varios ensaios realizados,
verifica-se que para o meio Lipase/OR obteve-se uma producdo maxima de 1150 mg:mL: e para
0 meio Lipase/ORH, 1146 mg-mL:. Para os meios MB e MB/Azeite a concentracdo maxima de
aroma detectada foi de 526 mgmL' e 529 mg'ml, respectivamente. Assim, a maior
concentracao de y-decalactona e obtida quando se adicionam ao meio enzimas extracelulares e
oleo de ricino previamente hidrolisado, uma vez que nestas condicdes o 6leo de ricino é mais
facilmente hidrolisado em &cido ricinoleico, precursor da y-decalactona, como ja foi explicado
anteriormente.

Confrontando a producdo maxima deste composto nos varios ensaios apresentados a
240 rpm com os obtidos a 140 rpm, verifica-se que para os meios Lipase/OR e Lipase/ORH
obtém-se uma maior producao de aroma para uma velocidade de agitacao superior. No entanto,
para MB e MB/Azeite a concentracao de aroma obtida é bastante inferior, 0 que pode estar
relacionado com o stress celular causado pela agitacao.

Na Tabela 4.9 apresentam-se os valores de produtividade obtidos para os varios ensaios

realizados.
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Tabela 4. 9 - Valores de produtividade para as diferentes poténcias de agitacdo e meios
analisados.

, Poténcia de agitacao Produtividade
Meio
(rpm) (mg-L-h")
Lipase/ORH 7.89+1.18
Lipase/OR 7.70£1.15
140
MB 8.33+1.24
MB/Azeite 8.77 +1.31
Lipase/ORH 41.82 +6.27
Lipase/OR 36.38 +5.45
240
MB 22.51 +2.50
MB/Azeite 16.70 + 3.37

Através da analise da tabela anterior é possivel verificar que os valores de produtividade
mais elevados sao obtidos para a poténcia de agitacdo de 240 rpm. Nos ensaios realizados a
140 rpm, apesar de serem obtidas concentracées de aroma mais elevadas, o processo € mais
moroso, 0 que conduz a valores de produtividade mais baixos.

No conjunto de ensaios realizados a uma agitacdo de 140 rpm os valores de
produtividade obtidos nao sado significativamente diferentes, o que pode ser comprovado
analisando os intervalos de erro associados a cada valor de produtividade. Tal facto permite
concluir que para esta velocidade de agitacdao a adicao de lipases extracelulares ou de um
indutor de producao de lipase, nao melhora o rendimento de producéo de y-decalactona.

No caso em que se aplica uma poténcia de agitacdo superior (240 rpm), os valores de
produtividade mais elevados sao obtidos para os ensaios em que se adiciona lipase extracelular
ao meio de biotransformacdo (meios Lipase/OR e Lipase/ORH), uma vez que, tal como ja foi
referido, o aumento da velocidade de agitacdo vai reduzir o tamanho das gotas do oleo,
aumentando a area de contacto entre o 6leo e a enzima presente na fase aquosa (Kamarudin ef

al., 2008).
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As diferencas observadas nos valores de produtividade obtidos para as duas velocidades
de agitacdo estdo relacionadas com o facto de a levedura utilizada ser aerébia e uma velocidade
de agitacdo superior propiciar uma maior dispersdo do oxigénio no meio, conduzindo a uma
maior producao de biomassa e de lipase, aumentando por sua vez a eficiéncia do processo. No
entanto, quando se utilizam condicdes de agitacdo superiores, pode provocar-se stress celular,

alteracdo da morfologia e diminuicao da viabilidade celular.
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No que diz respeito ao estudo de validacdo do método de determinacao da actividade
lipolitica, constatou-se que o método que utiliza como substrato o pnitrofenil laurato ¢, de uma
forma geral, linear para a gama de concentracdes de enzima compreendidas entre 0 e 0.008
mgmLt. Também se obtém resultados lineares para concentracdes de enzima entre 0 e 0.12
mgml?, para o substrato pnitrofenil butirato. Relativamente ao limite de deteccao foi obtido o
valor de 0.0008 mgmL* e 0.0016 mgmL!, para o substrato pNPL e pNPB, respectivamente.
Quanto ao limite de quantificacdo foi auferido o valor de 0.0026 mgmLt, para o »NPL e de
0.0055 mgml+, para o pNPB.

Concluiu-se porém que o método experimental que utiliza o substrato pNPL nao é
preciso, contrariamente ao que utiliza o pNPB, que fornece resultados mais precisos. Assim, no
método adoptado para a determinacao da actividade de lipase nos ensaios de caracterizacéo das
enzimas seleccionou-se como substrato o pnitrofenil butirato.

Relativamente & actividade lipolitica das varias enzimas comerciais estudadas verificou-
se que a lipase de C. rugosa apresenta valores de actividade superiores aos das outras lipases
analisadas (5.873 U:mg..). Os menores valores de actividade de lipase foram detectados com
a enzima CALB L (0.135 U mgeum).

Nos ensaios de hidrolise do 6leo de ricino verificou-se que todas as lipases testadas
foram capazes de hidrolisar o 6leo de ricino, sendo que a maior percentagem de hidrdlise
(95.37 %) foi obtida quando se utilizou a enzima Lipozyme TL IM, a pH 8 e 27 °C, ao fim de 45
horas. Assim, esta lipase foi seleccionada para hidrolisar o ¢leo de ricino usado como precursor
para a producdo de y-decalactona no meio de biotransformacdo, uma vez que demonstrou ser
uma enzima bastante estavel relativamente as variacdes ambientais, nomeadamente pH e
temperatura, além de conduzir a obtencéo de elevadas percentagens de hidrélise do o6leo de
ricino.

Foi demonstrado que para as estirpes Y. /jpolytica IMUFRJ 50869 e Y. /jpolytica W29, se
obtém uma maior producdo de lipase quando nao se efectua o passo prévio de centrifugacao
das células na transferéncia das células do meio de crescimento para o meio de producéo de
lipase. Além disso, conclui-se que a adicdo de azeite ao meio de producdo incrementa a
producéo desta enzima, para as trés estirpes estudadas. Na auséncia de azeite, as actividades
lipoliticas extracelulares maximas foram de 95.6 U-L* e 142.0 U-L'para as estirpes, Y. /jpolytica

IMUFRJ 50862 e Y. /ipoltica CBS2073, respectivamente, sendo que para a Y. /ipolytica W29
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nao foi detectada actividade na auséncia de azeite. Adicionando azeite, as actividades foram de
448.6 U-Lt, 117.6 U-L* e 415.2 U-L, para as estirpes Y. lipolytica W29, Y. ljpolytica IMUFRJ
50862 e Y. /ipolytica CBS 2073, respectivamente.

Assim, as condicfes com as quais se obtém uma maior producao de lipase, para a
estirpe Y. /ipolytica W29 sdo quando estdo presentes o azeite e uma fonte de carbono (515.8
U-Lt e 1008.9 U-Lt, lipase extracelular e total). Contudo, para a estirpe Y. /ipolytica IMUFRJ
50862, a maior producao de lipase é obtida na presenca de uma fonte de carbono (278.9 U-L")
e para a Y. /ipol/tica CBS 2073, ¢ a adicao de azeite ao meio que provoca uma maior producao
de lipase (415.2 U-L).

Como os valores de actividade lipolitica extracelular obtidos para a estirpe Y. /jpol/tica
W29 foram superiores aos alcancados para as outras estirpes analisadas, esta levedura foi
seleccionada para os ensaios posteriores de producéo de lipase.

Relativamente ao efeito da composicdo do meio na producao de lipase verificou-se que,
para a estirpe Yarrowia lipolytica W29, a maior producéo de lipase é obtida quando se utiliza o
meio YNB/RM, sendo obtidos valores de actividade lipolitica maxima extracelular e total de
576.9 U-L* e 2017.65 U-L*, respectivamente. O melhor indutor para a producao de lipase, nas
condicdes analisadas, é o ricinoleato de metilo.

No que diz respeito ao efeito da composicdo do meio na producao de y-decalactona,
conclui-se que as maiores concentracdes de aroma sao obtidas para o meio de
biotransformacdo, MB (1600 mg-mL?). Verificou-se ainda que a velocidade de agitacao influéncia
0 processo de producao de y-decalactona, sendo que os valores de produtividade mais elevados
sao obtidos para a velocidade de agitacdo de 240 rpm. Nos ensaios realizados a 140 rpm,
apesar de serem obtidas concentracdes de aroma mais elevadas, o processo € mais moroso, o

gue conduz a valores de produtividade mais baixos.
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho sugere-se como perspectivas futuras os

seguintes topicos:

- Caracterizar e purificar a lipase produzida pela levedura.

- Monitorizar a hidrélise do 6leo por lipase medindo os acidos gordos libertados por GC e o

glicerol por HPLC.

- Implementar técnicas de imobilizacao das células de Y. /jpoly/tica, utilizando varios agentes

imobilizadores.

- Estudar a producdo de y-decalactona em bioreactor com células imobilizadas, testando
varios tipos de reactor, como por exemplo um reactor mecanicamente agitado e um reactor do

tipo “airift”.

- Testar a metodologia de fed-batch, adicionando continuamente meio ao reactor, de modo a

maximizar a producado do aroma.

- Andlise dos aromas produzidos e dos substratos hidrofébicos consumidos, como por

exemplo a técnica de SPME (Micro-Extraccdo em Fase Solida).

- Alargar o estudo a outras leveduras de interesse industrial, que sejam capazes de produzir

y-decalactona.
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do trabalho pratico.
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A.1 Curvas de Calibracéo

A.1.1 Curva de calibracao da biomassa

A quantificacdo da biomassa, em g-L?, foi efectuada através da curva de calibracéo

obtida para o microrganismo em estudo.

Na Tabela A.1.1 apresenta-se a expressao representativa da recta de calibracdo para a

concentracao celular.

Tabela A.1.1 — Expresséo da recta de calibracao da biomassa.

Gama de validade Equacéo

Microrganismo

(el) Ao = (M £ 8,) X C + (b £ S)
m=+S,) (b+S)
Yarrowia lipolytica
w29 0.04-0.9 (0.9501 + 0.06) (0.0115 +0.02)
Sendo:

Ao nm, a absorvancia lida a 600 nm
m, o declive da recta
S», 0 erro padrdo associado ao declive

b, a ordenada na origem da recta
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S, 0 erro padrdo associado a ordenada na origem

C, a concentracao celular, em g-L+

A.1.2 Curva de calibracédo do GC

A quantificacdo dos compostos analisados, em mg-L*, foi efectuada através da curva de
calibracao obtida para cada composto.

Para obter estas rectas, prepararam-se cinco solucbes destes compostos com
concentracdes entre 50 mg-L* e 800 mg:L* e, apos serem injectados, determinaram-se as areas
correspondentes, recorrendo ao software Varian Star Workstation.

Determinou-se a média das varias razdes concentracao/area para os dois compostos, o
que permitiu determinar o coeficiente de resposta (K), que é obtido pela razdo entre a média
correspondente & y-undecalactona e y-decalactona.

Na Tabela A.1.2 apresenta-se a expressao representativa da recta de calibracdo para a

concentracédo de y-decalactona.

Tabela A.1. 2 — Expresséo das rectas de calibracdo do GC, para cada composto analisado.

Gama de validade Equacéo
Composto
(mg-mL?) []=(mz+S) XA+(b+S)
m=+S,) b+S5)
y-decalactona 50 - 800 (1.1813 £ 0.08) (13.829 + 27.4)
y-undecalactona 50 - 800 (1.1959 £ 0.02) (14.757 £ 8.7)

Sendo:
[/, a concentracao dos compostos, em mg:L!

A, a area dos picos detectados pelo GC para os varios compostos
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