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RESUMO

Este trabalho visou o estudo do fungo Colletotrichum gloeosporioides e da planta
Morus alba quanto ao seu potencial biotecnoldgico. Para isto, foram realizadas a producao,
purificacdo parcial, caracterizacdo e teste de aplicacdo da lipase de C. gloeosporioides bem
como avaliacdo da capacidade antioxidante de raizes de 12 variedades de Morus alba. A
atividade lipasica maxima (0,742 U.mL™) do preparado enzimatico contendo lipase foi obtida
apos fermentacdo de C. gloeosporioides em substrato liquido por 48 h. A proteina lipolitica
no preparado enzimético apresentou massa molecular de aproximadamente 18 kDa, mostrou-
se estavel em pH 5- 8, retendo 40 % de sua atividade em pH 9 e cerca de 30 e 25 % em pH 10
e 11, com pH 10 sendo seu 6timo de reagdo. Apresentou ainda estabilidade de 5 h na
temperatura 6tima (37 °C), estabilidade frente a alguns sais (NH4*, Mg*?, Ca*2, Mn*2, Sn*?) e
solventes (metanol, etanol, isopropanol, butan-1-ol, acetonitrila, heptano e hexano) em
diferentes concentracfes. A lipase apresentou atividade de esterificagdo (70 % de rendimento
na formacdo de butirato de butila) e transesterificacdo (rendendo 5,4.10° U/kg.min com a
reacao entre propanol e p-nitrofenilpalmitato). A enzima foi capaz de gerar concentrados de
acidos graxos livres e na forma de acilglicerois a partir de todas as materias primas testadas,
com maiores graus de hidrolise sobre 6leo de oliva (18,0 U), soja (17,8 U) e canola (15,9 U).
Uma sequéncia de ultrafiltracdo com corte de 10 kDa, filtracdo em gel e cromatografia de
afinidade com benzamidina possibilitou a obtencao de sete fracdes parcialmente purficadas. A
fracdo 1, proveniente da filtracdo em gel seguida da cromatografia de afinidade alcancou a
melhor combinacdo rendimento/fator de purificacdo, com recuperacdo de 27,15 % da
atividade lipolitica, fator de purificacdo alto (20,51) e temperatura 6tima em torno de 40 °C.
As caracteristicas fisico-quimicas e cataliticas da enzima demonstraram sua aplicabilidade na
industria alimenticia, na producdo de acidos graxos e ésteres aromaticos empregados como
flavor, bem como na industria de detergente. Para a avaliacdo do potencial biotecnologico de
M. alba, extratos aquosos, etandlicos e hexanicos de 12 variedades naturais e hibridas de
raizes de M. alba foram utilizados. Verificaram-se diferencas entre as variedades como o
contetdo fendlico entre extratos hexanicos (0,55 — 1,59), aquoso (2,72 — 6,61) e etandlicos
(5,09 — 9,84 g de acido galico /100 g de extrato). A acdo antioxidante de M. alba foi
comprovada por diferentes ensaios, como 47 % de atividade antioxidante (poder redutor
férrico) comparado com o padrdo de acido ascorbico. A capacidade de sequestro de radicais
livres também foi observada em extratos de M. alba. O etanol foi muito eficiente na extracéo

de compostos fendlicos e flavonoides e os extratos etandlicos apresentaram as maiores



atividades antioxidantes. Na variedade 1Z 64 detectaram-se alto contetdo fendlico e de
flavonoides, bem como melhor capacidade de captura de radicais livres e redugéo do ferro.
Essa variedade foi a melhor para exploragdo econdmica e uso como antioxidante na
preservacdo de alimentos ou na formulagdo de nutracéuticos. Esse trabalho permitiu verificar
0 potencial de uso de lipase de C. gloeosporioides na hidrélise de diferentes dleos para
producdo de concentrados de &cidos graxos bem como na produgdo de butirato de butila,
aromatizante da industria de alimentos com aroma de abacaxi. Além disso, foi observado o
potencial antioxidante das raizes de M. alba com a variedade 1Z 64 demonstrando maior
potencial para exploragdo econdmica.

Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporioides, lipase, esterificacdo, hidrdlise, Morus alba,

antioxidante, alimentos funcionais.



ABSTRACT

This work aimed to study biotechnological potential of the fungal species
Colletotrichum gloeosporioides and the plant Morus alba. Production, partial purification,
characterization and application tests for Colletotrichum gloeosporioides lipase as well as
evaluation of the difference in antioxidant capacity in 12 varieties of Morus alba roots were
screened. Maximum activity (0.742 U.mL™) of the preparation containing lipase was obtained
after fermentation of C. gloeosporioides in liquid substrate for 48 h. The lipolytic protein
presented molecular mass of approximately 18 kDa, was stable at pH 5-8, holding 40% of its
activity at pH 9 and about 30 and 25% at pH 10 and 11, with pH 10 being optimum pH. The
enzyme was stable for five hours on optimum temperature (37 °C), stable in salts solutions
(NH4*, Mg*2, Ca*2, Mn*2, Sn*?) and solvents (methanol, ethanol, isopropyl alcohol, butyl
alcohol, acetonitrile, heptane e hexane) in different concentrations. The lipase presented
esterification activity (70 % yield in the formation of butyl butyrate) and transesterification
(yielding 5.4.10-3 U.kg*.min? with the reaction between isopropyl alcohol and p-
nitrophenylpalmitate). The enzyme generated free fatty acids and glycerides concentrates
from all raw materials tested, with greater degrees of hydrolysis on olive oil (18.0 U),
soybeans (17.8 U) and canola (15.9 U). A sequence of ultrafiltration with 10 kDa, gel
filtration, and affinity chromatography with benzamidine allowed obtaining fractions partially
purified. Fraction "1", obtained from affinity chromatography, reached the best combination
of activity recovery (%)/purification fator (27.15/20.51) and optimum temperature around 40
°C. The physico-chemical and catalytic characteristics demonstrated applicability of this
enzyme in the food industry, in the production of essential fatty acids and aromatic esters
employed as flavor, as well as in detergent industry. To evaluate the biotechnological
potential of M. alba, aqueous, ethanol and hexane extracts of 12 natural and hybrid varieties
of M. alba roots were used. Differences between the varieties were observed, such as the
phenolic content of the hexane (0.55-1.59), aqueous (2.72-6.61) and ethanol extracts (5.09 —
9.84 g of Gallic acid/100 g of extract). The antioxidant action of M. alba was proven by
different tests, finding, for instance, 47 % of iron reduction compared to ascorbic acid. The
ability of free radicals sequestration was also observed in extracts of M. alba. Ethanol was
very efficient in extracting phenolic compounds and flavonoids, then ethanol extracts
demonstrated the greatest antioxidant activities. The variety 1Z 64 showed high phenolic
content and flavonoids, as well as better ability to capture free radicals and iron reduction,

showing to be the best variety for economic exploitation and use as antioxidants for food



preservation or as a nutraceutical. This work has shown the potential use of lipase from C.
gloeosporioides on hydrolysis of different oils for the production of fatty acids as well as in
the production of butyl butyrate, flavouring the food industry with flavor of pineapple. In
addition, it was observed the antioxidant potential of the roots of M. alba with 1Z 64
demonstrating great potential for economic exploitation.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, lipase, esterification, hydrolysis, Morus alba,
antioxidant, functional food.
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1. INTRODUCAO

A Dbiodiversidade, fonte de recursos naturais (vegetais, microbianas e animais)
terrestres, vem sendo explorada desde os primérdios da humanidade para alimentacdo (caca,
pesca, extrativismo), medicagdo, construcdo de abrigos e roupas (GARCIA, 1995). Nos
ultimos anos, a biotecnologia tem se apresentado como uma das vertentes que possibilitam o
uso sustentdvel da biodiversidade pela espécie humana (SHENBERG, 2010). As fontes
naturais sdo exploradas biotecnologicamente de distintas maneiras e um levantamento de seu
potencial como na producdo de enzimas e de componentes quimicos com atividade
antioxidante faz-se imprescindivel para seu emprego nas diferentes vertentes da industria
biotecnologica.

O grande interesse industrial na producdo de enzimas, catalisadores bioldgicos, advém
do fato de derivarem de fontes renovaveis, serem biodegradaveis, gerarem poucos residuos,
funcionarem em condicdes relativamente brandas de temperatura e pH e oferecerem boa
seletividade sobre substratos e sobre a estereoquimica dos produtos obtidos (HOUDE et al.,
2004, PAQUES e MACEDO 2006; GOSWAMI et al., 2013).

As enzimas podem metabolizar uma grande variedade de fontes de carbono,
facilitando a sobrevivéncia microbiana até nos ambientes mais inospitos (ABRANCHES et
al., 1997). Enzimas microbianas sdo muito competitivas porque podem ser produzidas com
rapidez em processos que podem ser escalonados para producao industrial (NAGARAJAN,
2012).

Dentre as enzimas produzidas industrialmente, as lipases tém recebido muito interesse
na Ultima década pela diversidade de reacBes que catalisam. Sdo muito flexiveis e capazes de
agir na hidrélise de triglicerideos a acidos graxos livres e glicerol, na esterificacdo,
interesterificacdo, aciddlise, alcodlise e amindlise (em meio ndo aquoso) (DAIHA et al.,
2015). Sua funcdo natural é atuar na ciclagem de lipideos e, portanto, agem sobre varios
substratos, como 6leos naturais, triglicerideos sintéticos e ésteres de acidos graxos (HOUDE
et al., 2004; ARAVIDAN et al., 2007; TORRES-SALAS et al., 2014).

Devido a esta diversidade de acGes cataliticas, as lipases possuem varias aplicacdes na

industria, tais como, na modificagdo de lipideos consumidos como alimentos (AKIMOTO et
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al.,1999; GOSWAMI et al., 2013), sintese de intensificadores de sabor ou flavorizantes
(PANDEY et al.,1999; SILVA et al., 2014), oleoquimica (SAXENA et al., 1999), producéo
de detergentes (BRIZZIO et al., 2007; SU et al., 2015), de couro (PANDEY et al.,1999), de
papel (KIRK et al., 2002), agroquimica (SAXENA et al., 1999), cosmética com a sintese de
substituintes da manteiga de cacau (JAEGER et al., 1999), remocdo de lipideos (SALIHU et
al., 2012), processamento farmacéutico com a resolucdo de farmacos quirais (KIM et al.,
2007), além de aplicacbes em testes diagndsticos para deteccdo de triglicerideos no soro
(GURUNG et al., 2013) e em biosensores (PANDEY et al.,1999) .

A acdo de lipases em triglicerideos permite a obtencdo de lipideos estruturados com
melhor qualidade nutricional (HOUDE et al., 2004; HASAN et al., 2006).

A lip6lise de gorduras em carnes magras, como peixe, por lipases, reduz o teor de
gorduras presentes nesses insumos. Quando se utilizam residuos de peixe como substrato para
a acdo de lipase pode-se produzir farinha para a nutricdo de gados e o cultivo de peixes para
consumo humano (YANO et al., 2008).

A producéo de biodiesel a partir de reacdes de transesterificacdo de triglicerideos de
Oleos vegetais na presenca de alcool também tem sido uma aplicagdo muito valorizada das
lipases (JAIN e MISHRA, 2015).

Quanto as aplicagdes na industria farmacéutica, a resolucdo de misturas racémicas por
lipases € muito bem explorada. Pode-se citar, como exemplo, a obtencdo do isémero S-
Ibuprofeno, a partir da mistura racémica, o qual é 160 vezes mais potente do que o isdmero R
(HOUDE et al., 2004, LEE et al., 2008). Pode-se ainda citar, a conversdo de epoxiesteres na
formacdo de um intermediario essencial para a sintese do Diltiazem. Esse vasodilatador
coronariano, também bloqueador de canal de calcio, movimentou U$ 273 milhdes em 2002,
qguando a introducdo de lipases em sua sintese aumentou o rendimento de sua producéo
(MEIER et al., 2007).

Uma limitacdo do uso de lipases na industria € o custo de producdo, determinado pelas
condicBes experimentais e pela estabilidade final das enzimas. Por isso, é interessante
desenvolver estratégias para alavancar a produtividade dessas enzimas a partir de novos
micro-organismos, sendo interessante otimizar o processo produtivo por meio da manipulacao
das principais variaveis que afetam o rendimento da lipase obtida (SILVA et al., 2011).

Lipases fungicas tém mostrado especificidade por diversos substratos utilizados como
fonte de carbono para os micro-organismos produtores (TAN et al., 2003). Fungos
filamentosos sdo naturalmente bons secretores de enzima devido ao seu papel ecolégico de

decompositores de matéria organica. Além do uso direto de fungos para producéo enzimatica
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via fermentacéo, alguns estudos tém enfatizado sua funcionalidade como hospedeiros para a
superexpressdo heteréloga de enzimas (CORREA et al., 2013).

Os fatores que afetam a producéo de lipases por fungos incluem as fontes de carbono e
nitrogénio, nivel de oxigénio dissolvido, atividade de agua e temperatura utilizados para o
crescimento dos fungos (FICKERS et al., 2004; ALONSO et al., 2005). O pH do meio de
reacdo e a concentracdo de substrato por area de superficie micelar também devem ser
observados para gerar um meio de cultivo mais adequado para se alcangar a condi¢do 6tima
de producédo (KAR et al., 2008; KEMPKA et al., 2008).

A caracterizacdo das lipases permite compreender a estrutura proteica pela revelagao
dos dominios superficiais e da sequéncia e interacdo de residuos de aminoécidos. O
conhecimento da estrutura tridimensional e das condi¢fes de producgéo e reacdo otimizadas
permite projetar formas mais eficientes, ecologicamente corretas e mais rentaveis de producgéo
de lipases em escala industrial (CHI et al., 2009).

A disponibilidade de lipases com caracteristicas apropriadas para aplicacdes
especificas € outro fator limitante para a exploracdo biotecnologica dessas enzimas. Assim,
faz-se imprescindivel a procura de novas lipases que atendam a demanda industrial para
determinados processos fermentativos, bem como € necessario melhorar a producéo e dispor
de lipases mais ativas.

O potencial de exploracdo biotecnologico das plantas também é muito vasto. Por
exemplo, a amoreira, Morus alba, € uma planta cosmopolita que pertence a familia Moraceae
e tem todas as partes da sua planta (raiz, folhas, frutos e tronco) usadas na medicina
alternativa (KIM et al., 2014). O extrato do tronco possui atividade antioxidante (NAM et al.,
2012) e anti-inflamatoria (RIVIERE et al., 2014); o extrato das folhas tem efeito
vasodilatador, (KURNIATI et al., 2014) e antiglicemiante (JESZKA-SKOWRON et al.,
2014); o extrato de galhos possui atividade antitirosinase (CHANG et al., 2011), frutas tem
atividade antioxidante (DONNO et al., 2015) e o extrato do a casca da raiz possui
propriedades hipocolesterolémica e antioxidante (EL-BESHBISHY et al., 2006).

Flavonoides, antocianinas e polifenois sdo recorrentes na composicdo de M. alba e
esses fitocomponentes levam a indicacdo dessa espécie como tdnus para a longevidade (KIM
et al., 2014).

Substancias como vitamina E (a-tocoferol), vitamina C (acido ascorbico), polifenois e
flavonoides sdo antioxidantes naturais encontrados em plantas que podem ser aplicados na
industria de alimentos enquanto substitutos naturais dos antioxidantes sintéticos (NAM et al.,
2012).
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A concentragdo de metabdlitos antioxidantes em plantas pode ser influenciada por
diferentes caracteristicas genéticas e agronémicas (DONNO et al., 2015). Desta forma, neste
trabalho avaliou-se o potencial biotecnoldgico de duas fontes naturais: C. gloeosporioides
para a producdo de lipase e raizes de M. alba como fonte de extratos com atividade

antioxidante.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Colletotrichum gloeosporioides

O fungo filamentoso C. gloeosporioides é um importante fitopatdgeno causador da
antracnose em diferentes frutas tropicais brasileiras como manga, abacate, acerola, maméo,
caju e maracuja (SERRA et al., 2011). Atualmente sabe-se que o complexo Colletotrichum
conta com 22 espécies e uma subespécie e sua identificacdo por analises multigénicas tem
sido estimulada em funcdo da importancia de algumas dessas especies para a biosseguranca,
especialmente por sua fitopatogenicidade (WEIR et al., 2012).

A caracterizacdo desta espécie (LUBBE et al., 2004; WEIR et al., 2012), 0 processo
de infeccdo e patogénese (AFANADOR-KAFURI et al.,, 2003; RAMPERSAD, 2013;
SHNAIDERMAN et al.,, 2013), e a busca por antifungicos que atuem contra o C.
gloeosporioides, visando desenvolver mecanismos para seu biocontrole tém sido descritos
(WANG et al., 2013).

Metabolitos de C. gloeosporioides tém sido avaliados quanto ao seu potencial
biotecnologico. Chapla et al. (2014) purificaram oito substancias produzidas por este fungo
com atividade antifungica e anticolinesterase. Zhang et al. (2015) descreveram uma linhagem
de C. gloeosporioides endofitica de Huperzia serrata, produtora do alcaloide huperzina, um
agente anticolinesterasico Util no tratamento de Alzheimer.

Enzimas descritas na literatura associadas a patogenicidade deste fungo podem
apresentar interesse industrial. Souza et al. (2003) demonstraram a sintese de quitinase por C.
gloeosporioides, a qual pode ser usada para o controle do préprio patdgeno. Outras enzimas
secretadas por Colletotrichum descritas na literatura sdo: pectatoliase (DRORI et al., 2003;
KRAMER-HAIMOVICH et al., 2006), proteinases (DUNAEVSKY et al., 2007), cutinase
(CHEN et al., 2007; WAN SEMAN et al., 2014), lipase (COLEN et al., 2006; BALAJI e
EBENEZER, 2008; FARIA, 2010; ABRIL, 2012) celulase, amilase, protease e esterase
(VENKATESAGOWDA et al.,, 2012). A aplicacdo das enzimas de C. gloeosporioides

permanece ainda como um campo aberto para exploracao.
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2.2  Enzimas

Enzimas sdo proteinas com a funcdo especifica de acelerar reagdes quimicas.
Catalisam a conversdo de substratos a produtos de forma bastante especifica (ADRIO e
DEMAIN, 2014).

O metabolismo é o conjunto de rea¢des envolvidas com o balango energético dos seres
vivos, a partir do qual a energia necessaria para a realizacdo das funcGes vitais, bem como
para formacdo das estruturas e regulacdo fisiologica, € obtida. O metabolismo é composto por
milhares de rea¢des quimicas, nas quais as enzimas participam ativamente (GURUNG et al.,
2013).

Enzimas secretadas espontaneamente por micro-organismos ou presente em
preparacdo de rimen de bezerros (coagulantes do leite) tém sido aplicadas na producédo de
alimentos ha milhares de anos, ainda que sem o conhecimento sobre a existéncia das mesmas
(KIRK et al., 2002). Ainda hoje essas enzimas sdo aplicadas em diferentes setores da industria
de alimentos como na producdo de queijo (renina), cerveja, vinho (enzimas da fermentacao
alcoolica) e vinagre (enzimas da fermentacédo acética) (ADRIO e DEMAIN, 2014).

Segundo Cherry e Fidantsef (2003), a substituicdo da acdo quimica pela atuacdo
biologica tem se mostrado marcante em alguns setores como, por exemplo, na industria de
detergentes (troca do uso de fosfatos por proteases e celulases), na fabricacdo do péo
(mudanca de emulsificadores quimicos por lipases) e na industria téxtil (uso de amilases e
pectinases em substituicdo do hidroxido de sodio).

As enzimas podem ser obtidas de fontes animais, vegetais ou microbianas (BARROS
et al., 2010). Tripsina e quimiotripsina (provenientes da mucosa do estbmago de suinos;
pancreatina (mistura de enzimas extraidas do pancreas de suinos); renina ou coalho (extraido
do quarto estbmago de bezerros) e a catalase (extraida do figado e sangue de animais), sdo
exemplos de enzimas de fonte animal com interesse na industria (GONCALVES, 2007).
Outros exemplos compreendem a papaina, protease extraida do latex do fruto verde do
mamao (Carica papaya); bromelina, protease extraida do pedinculo do abacaxi (Ananas
comosus); ficina, protease extraida do latex da figueira (Ficus carica) e o malte, variedade de
enzimas originarias da germinacdo de cereais (PAQUES E MACEDO, 2006).

Embora algumas enzimas animais como as pancreaticas tenham uso industrial, as
enzimas microbianas sucederam aquelas provenintes de fontes animais por causa da pequena

producéo e dificuldade de coleta e extracdo das enzimas animais (HASAN et al., 2006).
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Segundo Kirk et al. (2002) avancos advindos da tecnologia do DNA recombinante, de
melhoramentos no processo fermentativo e nos meios de cultivo de baixo custo, tém
possibilitado a criacdo de enzimas modeladas, adaptadas aos processos industriais. 1sso resulta

na expansdo de uma industria diversificada em tamanho e complexidade.

2.3 Lipases

Lipases pertencem as classes das hidrolases e atuam sobre ligacdes éster de ésteres
carboxilicos. Sua principal importancia na natureza consiste na ciclagem de nutrientes
insolGveis em &gua, 0s quais sdo decompostos por lipases, esterases e cutinases e representam
uma grande parcela da matéria organica terrestre (HASAN et al., 2006). Normalmente exibem
boa quimio, regio e enantiosseletividade, além de possuirem vasta especificidade sobre
substratos e atuarem em diversas temperaturas (JOSEPH et al., 2008; GURUNG et al., 2013).

Devido a gama de aplicacBes, 0 mercado para enzimas alcancou a cifra de U$ 1,5
bilhdes em 2000 (KIRK et al. 2002; HOUDE et al., 2004) e ndo parou desde entdo. O
aumento do interesse por enzimas lipoliticas, logo atras das proteases e amilases, tem sido
claramente refletido na literatura com cerca de 2620 publica¢bes por ano (2010-2014), de
acordo com consulta realizada no Web of knowledge em setembro de 2015. Isso representa um
incentivo consideravel para se continuar buscando enzimas lipoliticas com caracteristicas
especiais, haja vista que as lipases representam uma proeminente fatia desse mercado.

A maioria das lipases provenientes de micro-organismos descritas na literatura é
gerada por fermentacdo submersa, embora a fermentagdo em substrato solido represente uma
alternativa interessante, principalmente quando se usam residuos agroindustriais como meio
de cultivo, gerando economia devido ao baixo custo desses subprodutos (ANDUALEMA e
GESSESSE, 2012).

2.3.1 Fatores que influenciam a producéo e atividade de lipases microbianas

O papel do oxigénio no metabolismo de lipideos e no crescimento celular é bem
conhecido, entretanto, a disponibilidade desse componente na producdo de lipases tem
relevancia pouco conhecida. Estudos tém tentado desvendar essa influéncia e, de acordo com
experimentos de Alonso et al. (2005), o aumento da concentracdo de oxigénio dissolvido no

meio promove aumento da atividade enzimatica, logo, ha aumento de produtividade, até um
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limite 6timo. Estes autores detectaram atividade enziméatica maxima sob agitacdo 6tima de
200 rpm em fermentadores de bancada de 2 L contendo 1,2 L de meio de cultivo de Yarrowia
lipolytica. Agitacdo além desse valor (300 a 400 rpm) pode gerar estresse oxidativo, reducéao
de contagem celular e, consequentemente, reducédo de atividade lipolitica.

Em escalas um pouco maiores (fermentadores de 20 L), a agitacdo também é um fator
preponderante sobre a produtividade enzimatica. Ha areas dentro do reator onde ha baixa
aeracdo que gera dispersdo irregular de nutrientes e problemas na taxa de transferéncia de
oxigénio dissolvido, levando a diminuicdo da concentracdo celular e baixa atividade
enzimética (KAR et al., 2008).

A umidade inicial dos substratos em torno de 55% (farinha de soja sob condi¢cOes de
fermentacdo semi-solida) e temperatura de processo de 27,5 °C aumentaram o rendimento
enzimatico (40 U/g), em um trabalho usando metodologia de superficie de resposta
(KEMPKA et al., 2008).

Quanto a fonte de carbono, muitos micro-organismos crescem sobre varios
hidrocarbonetos e a atividade lipolitica é estimulada em meios contendo acidos graxos de
cadeias longa, sendo pequena em meios contendo glicose e somente apos a deplecdo desta no
meio (FICKERS et al., 2004).

Oleos vegetais podem ser usados como fonte de carbono suplementar em
fermentacdes para obtencdo de enzimas lipoliticas, uma vez que sdo constituidos basicamente
por lipideos (KEMPKA et al., 2008). Alguns estudos tém mostrado a capacidade lipolitica de
micro-organismos sobre diferentes substratos lipidicos como 6leo de oliva, soja, gergelim,
milho (COLEN et al., 2006), coco, amendoim, nim (VENKATESAGOWDA et al., 2012)
Oleo de palma, da semente de algodao, canola, sebo bovino e caprino (TAN et al., 2003) e
Oleo de girassol (COELHO et al., 2013).

Alguns residuos agro-industriais, como glicerol, parafina, 6leo cru (MAFAKHER et
al., 2010), aguas residuais de fabrica de Oleo de oliva e querosene (SILVA et al., 2011)
também tém sido estudados como fonte de carbono por serem geralmente abundantes e de
baixo custo, implicando na reducdo do custo de producdo de enzimas. A otimizacdo da
producdo de lipases por C. gloeosporioides utilizando diferentes substratos oleicos
demonstrou que as melhores produc6es enzimaticas ocorriam quando se utilizavam 6leo de
pondamia e coco, indicando o uso industrial desses materiais na producéo de lipases (BALAJI
e EBENEZER, 2008). Segundo Salihu et al. (2012) e Abdelmoez et al. (2013) a bioconverséao
de residuos agroindustriais, para a producdo de lipase e outros produtos serd cada vez mais

uma prioridade dentro da biotecnologia.
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A concentragdo de nitrogénio influencia o crescimento celular e o rendimento das
enzimas tanto em fermentacdo semi-sélida como em fermentagdo submersa (FICKERS et al.,
2004). Extrato de levedura, agua de maceracdo de milho e melago de cana podem ser usados
como suplemento de nitrogénio nos meios de cultivo (KEMPKA et al., 2008).

O pH também influencia no crescimento e atividade lipolitica dos micro-organismos.
A adicdo de acidos ou bases nos sistemas de producdo de enzimas, a fim de corrigir o pH do
meio de cultivo deve ser efetuada ao longo da fermentacéo (KAR et al., 2008).

A quantidade de 6leo disponivel na interface 6leo-agua, local de acdo das enzimas
lipoliticas, também é um aspecto determinante da atividade catalitica dessas proteinas. A area
da interface 6leo-4gua pode ser aumentada pelo uso de emulsificantes e por agitacdo
(SAXENA et al., 1999). Devido a esse comportamento peculiar das lipases de catalise
interfacial, algumas enzimas lipoliticas parecem ndo seguir o comportamento Michaelis-
Menten, como demonstrado por Moran et al. (1989).

Uma pequena de agua disponivel (aw = 0,11- 0,43) associada a alta concentracdo de
substratos lipidicos, por exemplo, tem sido relatada na literatura como essencial para garantir
alta atividade enzimatica de transesterificacdo das lipases produzidas por micro-organismos
(KAKI e ADLERCREUTZ, 2011).

Aumento da atividade lipasica em micro-organismos mesofilos, na presenca de ions
calcio, tem sido descrito na literatura. Embora os mecanismos moleculares de ativagdo nao
sejam bem conhecidos, essa inducdo de aumento de produtividade, mediada pelos ions célcio,
parece estar associada a forma como o calcio liga-se a estrutura da enzima, auxiliando na
manutencdo da sua estabilidade térmica em altas temperaturas (KIM et al., 2000).

Lipases extracelulares de diferentes leveduras tém sido purificadas, caracterizadas e 0s
genes tém sido clonados e superexpressados em Candida, Geotrichum, Trichosporon e Y.
lipolytica (CHI et al., 2009).

A exposicdo de células leveduriformes a agentes mutagénicos (como luz UV e
mutagénicos quimicos) para aumentar as taxas de mutacdo e criar organismos com alta
produtividade também tem sido testados em processos fermentativos (DARVISHI et al.,
2011).

2.3.2 Caracterizacdes de lipases

Devido ao seu grande potencial biotecnoldégico, muitas enzimas tém sido

frequentemente isoladas, identificadas, clonadas, caracterizadas e purificadas (ALONSO et
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al., 2005; CORREA et al., 2013), visto que preparagdes especificas sdo necessarias para cada
tipo de aplicacdo (SAXENA et al., 2003; GURUNG et al., 2013).

Estudos sobre a caracterizacdo de lipases microbianas tém ajudado a compreender
caracteristicas de regulacdo e acdo catalitica dessas enzimas. Analisando diversos trabalhos
com o emprego de lipases purificadas de Staphylococcus aureus e S. hyicus, Saxena et al.
(1999) relataram as massas moleculares (34-46 kDa), pH 6timo (7,5 — 9,0), inibidores
(EDTA) e estimuladores (Ca*?) dessas enzimas. Chen et al. (2007), trabalhando C.
gloeosporioides e C. cahawae, ambos fungos fitopatdgenos, também conseguiram determinar
as massas moleculares (21 e 41 kDa) das enzimas lipoliticas produzidas por esses micro-
organismos.

Fickers et al. (2011) publicaram uma revisdo sobre aspectos de caracterizagéo
bioguimica de lipases provenientes de Y. lipolytica como temperatura e pH 6timos, bem como
sua dependéncia especifica ao substrato. Segundo o0s autores, a enzima pode permanecer
estavel e funcional em uma grande faixa de pH (3,5 a 9,0), entretanto, isso dependera do
substrato que serd utilizado na reagéo.

A caracterizacdo de uma lipase produzida por Cryptococcus albidus foi mostrada por
Tiwari et al.(2011). Nesse trabalho, os autores encontraram o pH 6timo (6,5), o melhor dleo
vegetal como substrato para a lipase (6leo de soja), a inibicdo da enzima frente a alguns
solventes (B-mercaptoetanol), a ampliacdo de sua atividade frente a ions (Ba*, Ca*, Mg* e
NH4") e a sua estabilidade térmica a 50 °C. Essa caracterizagdo permitiu observar diferentes
aspectos da enzima, como sua notavel termotolerancia e sugerir que a melhor aplicacdo dessas
enzimas seria na industria de processamento de alimentos.

A caracterizacdo de enzimas para conhecer seus diferentes aspectos e comportamentos
moleculares, além de ser til para definir o meio de reacdo a ser utilizado no reator e em
aplicacGes desses catalisadores, permite indicar condutas mais apropriadas para sua
purificacdo, facilitando também aplicacbes que demandem preparados enzimaticos mais
purificados.

Uma estratégia para a determinacdo de parametros cataliticos das enzimas consiste em
fazer otimizacdo conjunta de fatores mediante o uso do planejamento fatorial e analise de
superficie de resposta. Um exemplo interessante foi mostrado por Han et al. (2011)
trabalhando com lipase imobilizada de Rhizomucor miehei. No trabalho foram otimizadas as
condicdes de tempo (6,52 h), quantidade de enzima (10,34%) e a concentracdo dos substratos

(1,77 de estearato de metila: 1,00 de tributirina) na temperatura de 65 °C da reacdo de
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esterificacdo entre a tributirina com estearato de metila para a formacdo de um lipideo
estruturado (com a cadeia longa na posicéo 2).

A metodologia de otimizacdo conjunta considera a influéncia das varidveis em
associacdo e isso reflete em condicdo mais real do que a avaliagdo de cada variavel
individualmente, uma vez que as variaveis podem ser interdependentes. Além disso, fornece
uma faixa 6tima ao invés de pontos 6timos das varidveis que influenciam na acdo catalitica.
As faixas 6timas sdo importantes na aplicagdo industrial, quando uma situacéo pontual de pH
ou temperatura nem sempre € possivel. Assim, uma faixa de condigdes traduz-se em maior
viabilidade e facilidade de implantacdo de um processo industrial usando uma enzima
especifica (RODRIGUES e LEMMA, 2009).

A metodologia, utilizada no presente trabalho, de dosagem do pNP pd6de ser aplicada
para a quantificacdo da reacdo de transesterificacdo porque o produto dosado € 0 mesmo
liberado nas reac@es de hidrélise, como pode ser observado na Figura 1. O que vai diferenciar
0 tipo de reacdo € o meio reacional (organico ou aquoso) e a quantidade de agua presente
neste. Este experimento foi realizado com o preparado enzimatico liofilizado, com o substrato
dissolvido em solvente organico e o alcool foi adicionado a mistura para iniciar a reacédo, o
meio reacional organico, com o minimo teor de agua possivel. Nessas condi¢fes a enzima
realiza atividade de esterificacdo e o pNP liberado representa uma dosagem indireta dessa

reacao quimica.
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Reacdo de transesterificacdo entre o 4cido palmitico e metanol
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Figura 1- Reac0es de transesterificacdo com metanol e etanol e de hidrolise catalisadas por lipase

2.3.3 Aplicacgdes de lipases

Segundo Daiha et al. (2015), as lipases tém recebido muita atencdo com o rapido
desempenho da tecnologia de enzimas, por possuirem propriedades peculiares, e por
constituirem o mais importante grupo de agentes cataliticos para aplicacdes biotecnolégicas.

O uso das lipases em diferentes areas € possivel devido a sua grande diversidade
catalitica. Segundo Gurung et al. (2013), essas enzimas atuam com atividade hidrolitica sobre
triglicerideos gerando acidos livres, monoacil ou diacilglicerois, assim como podem catalisar
reaces de esterificacdo, interesterificacdo e transesterificacdo (aciddlise, alcodlise e
aminolise), como pode ser observado na Figura 2. Como hidrolases, as lipases ndo precisam
de cofator e agem preferencialmente nas ligacdes ester nas posicdes 1 e 3 da cadeia do
triglicerideo (NAGARAJAN, 2012).
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Segundo Oliveira (2000), as reagOes de transesterificacdo consistem em uma
combinacdo sequencial das reacfes de hidrolise e sintese com transferéncia de grupos acila

dando origem a um novo éster e uma nova molécula.

ﬁoom + H,0 Hidrélise R.COOH+ R,OH \

v

R1COOH + R,OH Esterificacdo R Ri1COOR: + H20
R1COOR: + R3COOR4 Interesterificacdo , R3COOR:+ RiCOOR4
R:COOR2 + R30H Alcoolise* > RsCOOR: + R:0OH
R:COOR; + RsCOOH Acidolise* R3COOR: + R1COOH

v

v

\iCOOR2+ R3NH: Aminolise* R1CONHR3 + RzOH/

* Reacdes de transesterificacédo.

Figura 2 - Lista de reacdes catalisadas por lipase

O comércio de lipases movimenta bilhdes de dolares e envolve suas mdltiplas
aplicacGes dos produtos de valor agregado gerados a partir de sua acdo catalitica sobre
diferentes substratos. A maioria das enzimas em uso industrial corrente é proveniente de
origem microbiana e € produzida por fermentacdo em substrato liquido (FSL) (HASAN et al.,
2006).

Apesar do grande namero de lipases comercialmente disponiveis fabricadas por
empresas como Amano, Gist-Brocades, Biocatalysts, Novozymes, Meito Sangyo e Lyven,
aplicacBes industriais continuam limitadas devido ao alto custo e a pequena variedade de
lipases disponiveis em quantidade para uso industrial (HOUDE et al., 2004; ABDELMOEZ et
al., 2013). Assim, as principais aplicacdes efetivas de lipases sdo principalmente na industria

de detergentes, alimenticia e farmacéutica.

2.3.3.1 Aplicagdes de lipases em industria alimenticia
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Dependendo do tipo de reacdo catalisada pela lipase (hidrdlise, esterificacdo ou
transesterificacdo) pode haver uma aplicacéo diferente na industria de alimentos.

Em relacdo a acdo hidrolitica, Sharma et al. (2013) relataram que a atividade lipasica
depende de sua estrutura tridimensional e dos aminoacidos no sitio ativo que fard a ligacéo
com 0s substratos graxos. Assim, testes da acdo catalitica de lipases sobre diferentes
substratos podem gerar &cidos graxos aplicaveis na manufatura de diferentes produtos com
alto valor agregado como revestimentos, adesivos (MURTY et al., 2002), surfactantes
(HANSAN et al., 2006) bem como concentrados de &cidos graxos Uteis na nutri¢do
(BARROS et al., 2010). Podem ainda ser utilizadas em alimentos a fim de hidrolisar &cidos
graxos diversos, 0s quais, de acordo com a insaturacdo e comprimento de cadeia podem
interferir nas propriedades sensoriais do alimento como aroma, cor e sabor (BARROS et al.,
2010).

A acdo da lipase sobre triglicerideos pode ocorrer de maneira parcial ou total
dependendo de sua especificidade. Sharma et al. (2013) mostraram acao hidrolitica de lipases
de Candida cylindracea e C. rugosa sobre dleo de figado de bacalhau gerando concentrados
de &cidos graxos com diferentes composicoes.

Lipases podem ser utilizadas para a retirada da gordura de carnes magras (HASAN et
al., 2006). Desta mesma forma, a acdo hidrolitica das lipases sobre residuos de peixe,
proveniente da inddstria pesqueira, permite a obtencdo de uma farinha, com baixo teor de
gordura e grande valor proteico (YANO et al., 2008).

Penci et al. (2010), mostraram que fosfolipases de pancreas de porco e de Aspergillus
oryzae hidrolisam 6leo de girassol e lecitina de soja para liberar fosfolipideos que podem ser
utilizados como emulsificantes na industria de alimentos, uma vez que possuem carater
anfifilico.

A esterificacdo € uma reacdo tipica catalisada por lipases em meios com baixo teor de
agua e produtos importantes para a industria alimenticia como ésteres de flavor podem ser
produzidos por essas reacdes (TENG e XU, 2007). Esteres de &cidos graxos de cadeia curta e
alcoois sdo os principais responsaveis pelo flavor. Devido a essa propriedade, lipases tem sido
usadas para refinar o flavor do arroz, do suco de maca e modificar o leite de soja (HASAN et
al., 2006). Atualmente, lipases tém sido usadas em processos fermentativos de fabricacdo de
salsicha, pois esterificam o etanol e os acidos graxos de cadeia longa liberados durante a
maturacdo, melhorando o aroma de salsichas (HORCHANI et al., 2012). Jain e Mishra (2015)
utilizaram uma lipase de Bacillus licheniformis para produzir acetato de isobutila, um

reconhecido componente com aroma de abacaxi. Silva et al. (2014) usaram lipase de pancreas
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de porco também para esterificar butan-1-ol e &cido butirico para a producdo de aroma de
abacaxi (butirato de butila).

Os produtos da hidrolise de 6leos vegetais contendo &cidos graxos essenciais (como
oleico, linoleico ou a linolenico) podem ser interesterificados com outros 6leos vegetais para
criar lipideos estruturados com &cidos graxos essenciais em posi¢des estratégicas (Sn-1,3 ou
Sn-2), ateis como nutracéuticos (CARVALHO et al., 2009). Betapol™ (Loders Croklaan) ¢é a
primeira férmula de lipideo modificado por lipase 1,3 — especifica para nutricdo de criancas
como substituto do leite materno (HOUDE et al., 2004). Nessa formula, a lipase foi usada
sobre tripalmitoil glicerol e 6leo de girassol (fonte de &cidos graxos insaturados), convertendo
as tripalmitinas em novos triglicerideos com acidos graxos insaturados na posicdo 1,3 e
saturados na posicdo 2 da cadeia do triglicerideo, similar aos triglicerideos presentes no leite
materno (SILVA et al., 2007). Essa interesterificacdo produziu um triglicerideo (1,3-
insaturado, 2-saturado) mais assimilavel pelos bebés do que as tripalmitinas usadas nas
formulas infantis uma vez que no intestino delgado, as lipases humanas clivam o triglicerideo
na posicdo 1,3 liberando dois &cidos graxos insaturados os quais sdo mais facilmente
absorvidos do que os &cidos graxos de saturados. A dificuldade de absorcdo aumenta a
medida que aumenta o comprimento da cadeia e a sua saturacdo (AKOH, 2002).

Um dos beneficios da producdo de triglicerideos estruturados € alteracdo da
temperatura de fusdo dos triglicerideos, que pode ocorrer de acordo com o acido graxo
adicionado e essa propriedade pode ser util na producdo de margarinas. Nesses alimentos, 0s
Oleos vegetais sdo saturados com hidrogénio e em seguida € realizada uma etapa de
interesterificacdo em que se adicionam alguns acidos graxos insaturados até alcancar a textura
(cremosidade) ideal do alimento. Nesse contexto, De e Patel (2010) interesterificaram azeite
de dendé com diferentes lipases comerciais, obtendo aumento da temperatura de fusdo de 32
para 38 °C.

2.3.3.2 Aplicacbes farmacéuticas

Dentro da industria farmacéutica, a propriedade mais explorada das lipases € a
resolucdo de misturas racémicas. Um exemplo disto é o mercado financeiro de
aproximadamente U$ 273 milhGes, em 2002, elicitado por Diltiazem, um bloqueador de canal
de calcio que também é vasodilatador coronariano com producio mundial de 100 t.at. A

resolucdo enzimatica de epoxiesteres gera um intermediario essencial para a sintese de
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Diltiazem, encurtando de nove para quatro etapas a rota sintética, com maior rendimento
(HOUDE et al., 2004, MEIER et al., 2007).
Segundo Adrio e Demain (2014) os principais mercados consumidores de enzimas

industriais s&o a Europa e a América do Norte, seguidos por China, Japao e india.

2.4 Morus alba: caracteristicas gerais

M. alba L., amoreira, € uma planta lenhosa pertencente a ordem Urticales e a familia
Moraceae que possui cerca de 10 a 16 géneros encontrados em climas subtropicais e
temperados da Europa, Asia, Africa e América do Norte (KURNIATI et al., 2014). Apesar de
ser originaria da Asia, a sua atual distribuicio geografica é mundial (NODA et al., 2004).

Essa planta é de grande interesse econdémico devido ao uso da sua folhagem na
nutricdo do bicho-da-seda (Bombyx mori L.), que a converte fisiologicamente em casulos, 0s
quais sdo feitos de finos fios de seda utilizados na tecelagem. Além da sericultura, a amoreira
também ¢é utilizada para a producéo da fruta, a amora, usada em sucos, marmeladas e vinhos,
como planta ornamental e a casca da raiz e folhas sdo usadas na forma de cha (MEDINA et
al., 2009).

Segundo Martin et al. (2014), a sericultura € o principal processo que levou aos
estudos e melhoramento genético dessa planta, implicando na formacdo de variedades em
diferentes continentes. No Brasil, segundo Gomes (2011), os primeiros cultivos de amoreira
também foram impulsionados por tentativa de estabelecer a sericultura no pais, com M. alba
L. sendo o cultivar mais utilizado.

Segundo Miranda et al. (2002), a quantidade de folhas produzidas por planta bem
como a quantidade e tipo de nutrientes por folhas podem influenciar o crescimento e
desenvolvimento do bicho-da-seda e isso tém impulsionados estudos que buscam cultivares
hibridos mais adaptados ao clima e solo brasileiros, bem como mais produtivos.

O Brasil contém uma colecdo de amoreiras no Instituto Agronémico do Parana, em
Londrina. Meneguim et al. (2007) cita que a variedade Milra é a mais cultivada no estado do
Parana, o qual é responsavel por 90 % da producdo de casulo de bicho-da-seda do Brasil e
demonstra o potencial de aumento de produtividade da sericultura usando outros cultivares
como a hibrida SK4. Outras variedades naturais como calabresa (MIRANDA et al., 2002),
Korin e tailandesa (MENEGUIM et al., 2010), e hibridas como a 1Z 56/4, 1Z 13/6
(FONSECA et al., 1987) também tém sido estudadas no Brasil.
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A criagdo de diferentes variedades de M. alba gera cultivares que crescem em
diferentes condicdes de solo, clima, possuem resisténcia a pragas, melhor qualidade nutritiva
e sdo Uteis para producdo de biomassa vegetal (MEDINA et al., 2009).

2.5 Composicdo quimica da amoreira e suas aplicacdes

Os frutos da amoreira possuem notéaveis quantidades de proteinas, carboidratos,
lipideos, vitaminas ou seus precursores (BUTT et al., 2008; RIVIERE et al., 2014). Boschini
et al. (1998) relataram um teor de proteinas entre 14 a 22 % em base seca e a digestibilidade
in vitro entre 70 e 80. Esses fatores sdo importantes quando se usa essa planta na nutricdo
animal e humana.

Além de componentes nutricionais, o género Morus possui alguns metabdlitos
secundarios que auxiliam na resisténcia a estresses ambientais e a pragas (fitopatdogenos)
(PAREDES-LOPEZ et al., 2010). Esses compostos tém atividade biologica e s&o distribuidos
em diferentes partes da planta, tais como no caule (NAM et al., 2012), folhas (KURNIATI et
al., 2014) e frutos (DONNO et al., 2015).

Nam et al. (2012) sugeriram que o consumo de bebidas preparadas a partir de extratos
de caule de M. alba podem ser benéficas a saude. Esses autores demonstraram que extratos de
caule de M. alba, na concentracdo de 160 pg.L?, eram capazes de gerar aproximadamente
60% de atividade antioxidante em comparacdo com o padrdo butil-hidroxi-tolueno (BHT),
composto sintético usado como aditivo antioxidante em diversos alimentos. Substancias
isoladas de M. alba tais como eugenol e 2,5 di-hidroxiacetofenona apresentam menor
atividade antioxidante do que o extrato da planta, provavelmente devido ao sinergismo que
existe quando os componentes encontram-se todos no extrato (NAM et al., 2012).

Ahmad et al. (2013) citam a importancia do cultivo de M. alba como planta medicinal
com cultivo em diferentes paises asiaticos, tais como india, Corea, China, Tailandia e Jap&o.
Esses autores isolaram um esteroide (albosterol) do extrato do tronco de M. alba ativo contra
Ulceras causadas por Helicobacter pylori em ratos, além de aumentar a concentracdo de
marcadores do desequilibro redox tais como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH) nesse modelo animal.

Riviere et al. (2014) isolaram (E)-revesterol e muracina, também de extrato do caule
de M. alba e avaliaram sua capacidade anti-inflamatoria de inibir a producdo de 6xido nitrico
em células de gliais. Essas células participam da defesa do sistema nervoso central

produzindo mediadores pro-inflamatorios mediante estimulo, que estdo associadas a doencas
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neurodegenerativas (como Alzheimer). Quando recebem estimulo anormal, sdo ativadas de
forma crénica e produzem quantidades exacerbadas de substancias pré-inflamatorias como o
6xido nitrico. Esses autores relataram que (E)-revesterol (15,4 pmol.L) e muracina (21,8
umol.L™) sdo capazes de inibir 50% da producdo de Oxido nitrico das células gliais,
comprovando o potencial anti-inflamatério desses componentes isolados de M. alba.

Atividades bioldgicas também tém sido descritas para extratos de folhas de M. alba.
Kurniati et al. (2014), por exemplo, demonstraram a eficiéncia do extrato de folhas na
vasodilatacdo dos vasos sanguineos de orelha de coelhos e ratos, 30 minutos apds a
administracdo desses extratos. 1sso reitera o potencial das folhas dessa planta no auxilio no
controle da presséo arterial por meio de vasodilatagéo.

Jeszka-Skowron et al. (2014) comprovaram a capacidade de extratos etandlicos de
folhas de M. alba em modular o metabolismo da glicose por aumento de secrecdo de insulina
e controle da glicemia em ratos com diabetes do tipo 2 induzida.

Ja extratos de galhos de M. alba (CHANG et al., 2011) demonstraram, em ensaios in
vitro, atividade anti-polifenol oxidase, ou antitirosinase. 1sso reforca a presenca de atividade
antioxidante dos extratos dessa parte da planta e seu potencial para ser usada em alimentos,
uma vez que a tirosinase provoca degradacao de fenois e reacdes de escurecimento enzimatico
em alimentos, o que reduz a atracdo sensorial e o valor nutricional durante a vida de
prateleira.

Os frutos de M. alba tambem apresentaram grande concentracdo de acidos organicos,
monoterpenos, polifenois e antocianinas (DONNO et al., 2015). Kim et al. (2013)
observaram, ainda em extratos de frutos de M. alba, atividade de ativacdo de macrofagos.

El-Beshbishy et al. (2006) demonstraram atividade antioxidante e hipocolesterolémica
de extratos de cascas de raizes de M. alba, enquanto Eo et al. (2014) demonstraram atividade
anti-inflamatoria e antitumoral. A composicdo bioquimica de uma planta esta associada a
varios fatores como a variedade utilizada, as condicdes geograficas e o clima (PAREDES-
LOPEZ et al., 2010).

2.6 Alimentos funcionais

Inmeras pesquisas comprovam a associacdo dieta-salde, e isso tém levado a
alteracdes do comportamento das pessoas em relacdo a alimentacdo (BUTT et al., 2008).

Tém-se procurado alimentos de origem natural que, além de fornecer nutrientes e energia,
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possam contribuir para um melhor funcionamento do corpo, reduzindo o aparecimento de
doencas cronicas (MARTIN et al., 2011).

A expectativa de vida da populacdo brasileira vem aumentando e a busca por um
envelhecimento mais saudavel também tem direcionado o comportamento alimentar.
Associado a esses fatores, tém-se observado mudancas na legislagdo de alimentos na busca
por aditivos saudaveis que possam ser utilizados na industria de alimentos (EGEA et al.,
2010). Nesse contexto, uma nova classe de alimentos derivados de plantas tem ganhado
consideravel relevancia no mercado, os alimentos funcionais.

Por volta de 1980, o governo do Japdo nomeou alimentos “funcionais” o grupo de
alimentos processados que se assemelham a alimentos convencionais e trazem, além da
funcdo nutricional, um beneficio fisiolégico ou auxilio no combate as doencas cronicas
(STRINGHETA et al., 2007). Segundo resolucdo 18 de 30 de abril de 1999 da Agéncia
Nacional de Vigilancia sanitaria (ANVISA), alimentos funcionais sdo aqueles ingredientes
(nutriente ou ndo) ou alimentos que, em sua versdo pronta para 0 consumo, produzem efeitos
metabolicos, fisiologicos ou benéficos a saude e, independente de supervisdo médica, séo
seguros para o consumo (BRASIL, 1999).

Os ingredientes que compdem um alimento funcional aprovados pela ANVISA tém
funcdes bioldgicas diversas como manutencao de niveis saudaveis de triglicerideos (6mega 3)
¢ colesterol (B-glicana), atividade antioxidante para proteger as células dos radicais livres
(carotenoides como licopeno, zeaxantina e luteina), auxilio no funcionamento do intestino
(fibras alimentares como dextrina resistente, goma guar, lactulose, polidextrose) e regulacéo

da microbiota (fruto-oligossacarideos, inulina, probioticos).

2.7 A oxidacdo e suas consequéncias bioldgicas em tecidos vivos e em alimentos

Os humanos sdo animais essencialmente aerdbicos, portanto, sua atividade metabolica
normal induz a producdo de radicais livres tais como oxigénio singleto, anion superéxido,
hidroxila, peroxila e radical 6xido nitrico, que podem resultar em danos as moléculas e
membranas (BUTT et al., 2008). E imprescindivel evitar os danos da oxidacio nas estruturas
celulares e, por isso, 0 corpo humano desenvolveu uma rede de mecanismos e efetores contra
esses radicais livres tais como: vitaminas E e C, carotenoides e enzimas antioxidantes (super
oxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase) (DAMODARAN et al., 2010).
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Quando h& um desequilibrio entre a producéo e a remocéao de radicais livres, ocorre o
estresse oxidativo (HUANG et al., 2005). Isso pode ocorrer devido ao aumento de geracao de
radicais livres por fatores internos como envelhecimento, exercicio fisico, aumento de
producdo de enzimas (xantina oxidase, 6xido nitrico sintase), acdo de células de defesa
(macréfago e neutrofilo) ou processos patoldgicos (diabetes, inflamacdo e cancer)
(DAMODARAN et al., 2010). Alguns fatores externos como poluicao, exposicdo a fumaca de
cigarro e carros, gases atmosféricos, produtos quimicos e radiacdo também podem levar ao
estresse oxidativo (KOHEN e NYSKA, 2002).

Vérias doencas estdo associadas com o0 estresse oxidativo como doengas cardio
vasculares de uma forma geral e diabetes. Segundo Maritim et al. (2003) o diabetes, por
exemplo, induz o aumento da producdo de radicais livres por diferentes mecanismos
metabolicos, tais como oxidacdo da glicose que gera anion superéoxido e producéo de radicais
hidroxila ou peroxinitritos, bem como provoca a oxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade. O paciente diabético pode ter serias complicagdes na patologia em funcéo desses
processos oxidativos.

A oxidacdo ocorre em alvos variados nos alimentos (macronutrientes e
micronutrientes) provocando diferentes alteracbes como branqueamento de pigmentos,
destruicdo de vitaminas e formacéo de aromas desagradaveis que levam a inUmeras perdas na
industria (ARAUJO, 2008).

O processo de oxidacao de lipideos em alimentos gera a rancificagdo e representa uma
das mais importantes causas de perdas de produtos alimenticios, tendo por base dois
mecanismos responsaveis pela sua formacdo: lipolitico e oxidativo (COULTATE et al.,
2013). Os principais alvos de oxidacdo nas moléculas lipidicas sdo: as ligacOes éster entre
carboxila dos &cidos graxos e a hidroxila do glicerol e as insaturagfes. Os produtos de
oxidacao possuem odores e sabores indesejaveis, reduzindo o tempo de prateleira do alimento
(OETTERER et al., 2006).

Segundo Araujo et al. (2008), os aminoacidos metionina, cisteina, triptofano, histidina
e tirosina sdo 0s mais suscetiveis a oxidacdo nas proteinas de alimentos e essa oxidagdo ocorre
principalmente por meio dos radicais hidroxila e oxigénio singleto. Os principais subprodutos
dessa oxidacdo, ao contrario da oxidacdo dos lipideos, ndo estdo tdo relacionados com a
formacdo de aromas desagradaveis, mas sim com a reducdo da biodisponibilidade desses
nutrientes (DAMODARAM et al., 2010).

Uma acdo oxidativa nos alimentos que implica em perda de cerca de 50 % das frutas

tropicais no mundo € o escurecimento enzimatico provocado pela acdo da enzima
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polifenoloxidase ativada na presenca de oxigénio, sobre os compostos fendlicos dos alimentos
(ARAUJO, 2008).

Os diferentes processos oxidativos que ocorrem em alimentos impactam sobre a
biodisponibilidade dos nutrientes, no valor nutritivo, nas caracteristicas fisicas, na formacéo
de compostos tdxicos bem como na reducdo da vida de prateleira (CHANG et al., 2011).
Assim, é necessario o uso de diferentes antioxidantes em alimentos para garantir a integridade

de seus componentes.

2.8 Atividade antioxidante

Segundo Kohen e Nyska (2002), antioxidantes sdo compostos que, em concentracao
pequena, conseguem atrasar ou evitar a oxidacao de moléculas e, para tanto, podem atuar por
diferentes mecanismos, tais como doagéo de elétrons ou hidrogénio.

Segundo Araujo (2008), poucos tipos de antioxidantes fenolicos sintéticos tém uso
permitido em alimentos, a saber, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), butil
hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (GP). O uso de antioxidantes remonta a 1940,
quando o BHA foi usado pela primeira vez para retardar a oxidacdo (SHAHIDI et al., 2000).

Nas Ultimas décadas, tém-se ressaltado a toxicidade dos antioxidantes sintéticos para
humanos e suas propriedades carcinogénicas tém levado a severas restricbes de uso desses
compostos (EGEA et al., 2010). Assim, a busca por compostos naturais, sobretudo de origem
vegetal, que tenham atividade antioxidante in vivo, estdo ganhando muito espaco na literatura
e no mercado (CHANG et al., 2011).

Muitas substancias com alegacéo de propriedade funcional ou de salde s&o na verdade
fitonutrientes, metabolitos secundarios que protegem as plantas contra danos de patdgenos e
estresse ambiental (PAREDES-LOPEZ et al., 2010).

Inimeras plantas tém sido investigadas quanto ao seu potencial antioxidante como, por
exemplo, os galhos e casca de raiz (CHANG et al., 2011), caule (NAM et al., 2012), frutos
(DONNO et al., 2015) e folhas de M. alba (ARABSHAHI-DELOUEE e UROQJ, 2007),
frutos da familia Rosaceae (EGEA et al., 2010), frutas dos géneros Rubus, Ribes e Aronia
(BENVENUTI et al., 2004), raiz de Cudrania tricuspidata (Carr.) e de Oenothera biennis
(AHMAD et al., 2013) e flores de Opuntia ficus-indica L (AMMAR et al., 2015).

Os mecanismos de acdo antioxidante sdo muito complexos e distintos, como a captura

de radicais livres (Figura 3 e 4) e complexacdo de ions metalicos (HUANG et al., 2005).
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Assim, o uso de diferentes técnicas de deteccdo de atividade antioxidante é importante no

momento de avaliar a atividade antioxidante de extratos vegetais.

cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 3 - Mecanismo de estabiliza¢do do radical DPPH.

FONTE: Huang et al. (2005).
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Figura 4 Mecanismo de estabilizacdo do radical ABTS.

FONTE: Huang et al. (2005).
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial biotecnoldgico de lipase produzida pelo fungo filamentoso C.

gloeosporioides e da atividade antioxidante das raizes da planta M. alba.

3.2 Objetivos especificos

e Produzir um preparado enzimatico contendo lipase utilizando FSL a partir de
C. gloeosporioides.

e Purificar parcialmente a lipase contida no preparado enzimatico.

e Caracterizar a lipase de C. gloeosporioides no preparado enzimatico e na
fracdo parcialmente purificada.

e Avaliar as atividades de hidrolise, esterificacdo e transesterificacdo da lipase
contida no preparado enzimatico, utilizando substratos diferentes.

e Determinar a concentracdo de compostos fenolicos totais e flavonoides em
extratos etanolicos, hexanicos e aquosos de 12 variedades de M. alba

e Avaliar a capacidade antioxidante da raiz de M. alba por diferentes
mecanismos.

e Correlacionar a concentracdo de compostos fendlicos dos extratos com sua
atividade antioxidante para sugerir um cultivar mais eficiente na producéo de

compostos com atividade antioxidante.
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CAPITULO | PRODUCAO, CARACTERIZACAO, PURIFICACAO PARCIAL E
APLICACOES DE LIPASE PRODUZIDA POR Colletotrichum gloeosporioides

4. INTRODUCAO

As lipases, EC 3.1.1.3, em associagdo com as cutinases e outras esterases,
desempenham um papel importante na ciclagem dos lipideos (TORRES-SALAS et al., 2014)
e portanto, estdo amplamente distribuidas na natureza em fontes animais, vegetais e
microbianas. Dentre estas, as enzimas microbianas sdo mais utilizadas industrialmente
(COELHO et al., 2013) devido as suas caracteristicas, como menor custo de producdo e de
purificacdo, principalmente aquelas produzidas de maneira extracelular (GUNCHEVA e
ZHIRYAKOVA, 2011), apresentam facilidade para expressar-se em hospedeiros mais
adaptados a producdo industrial de proteina heteréloga (HUANG et al., 2015), além de
atuacdo em diferentes condicGes de pH e temperatura.

As lipases sdo enzimas muito versateis e podem catalisar diferentes reacdes em meio
organico (como reacdes de esterificacdo, interesterificacdo e transesterificagdo) e em meio
aquoso (como hidrolise de triglicerideos em diacilglicerois, monoacilglicerois, acidos graxos
e glicerol) (BOSE e KEHAIA, 2013). Podem agir sobre uma ampla diversidade de substratos
tais como 0leos e gorduras naturais, triglicerideos sintéticos e ésteres de acido graxo (HOUDE
et al.,, 2004). Essas caracteristicas, somadas a sua estabilidade, quimio-, regio- e
enantiosseletividade sem a necessidade de adicionar cofatores para a reacdo se processar,
amplificam as possibilidades de uso dessas proteinas e mantém essas enzimas na categoria de
grupo catalitico de grande interesse biotecnologico e industrial (DAIHA et al., 2015).

As lipases tém atraido muita atencdo como grupo de catalisadores com comprovado
potencial de uso em processos biotecnoldgicos, da ainda pouco explorada, bioinddstria de
tecnologia de lipideos (TREICHEL et al., 2010). Devido a sua versatilidade catalitica, seu uso
abrange desde obtencdo de ésteres aromaticos usados na inddstria de alimentos, em
formulacdo de detergentes, aplicacdo em resolucdo de misturas de drogas opticamente ativas
(misturas racémicas), producdo de insumos quimicos, agroquimicos, biopolimeros, bem como
Seu uso como biosensores, na biorremediacdo além de aplicacdo na producdo de cosméticos
(HASAN et al., 2006; JOSEPH et al., 2008).
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O aumento da demanda mundial de enzimas tém levado a uma projecdo de
movimentacao de 8 bilhdes de dolares em 2015 (LI et al., 2012). Contudo, o uso industrial de
lipases permanece limitado por seu custo comercial, sobretudo em aplicacGes que demandam
grandes contigentes desse catalisador e geram produtos finais de baixo custo (RIBEIRO et al.,
2011). Por isso, mais estudos sdo necessarios para solucionar questdes de reducdo de custo de
producdo e de aumento da eficiéncia catalitica da enzima (por meio do estudo de suas
propriedades fisicas, quimicas e genéticas). A prospeccdo de grupos microbianos que
produzem enzimas com novas propriedades de especificidade, estabilidade ao pH e

temperatura e versatilidade catalitica também é uma tendéncia nesta area.

Segundo Daiha et al. (2015) ha quatro importantes setores industriais onde a aplicacao
de lipases € mais notavel: resolucdo cinética de enantibmeros (quimica fina), formulagédo de
detergentes, producéo de biodiesel e na area de alimentagdo (humana ou animal).

Na industria de formulacdo de detergentes, a primeira lipase com sucesso comercial
(Lipolase) foi langada pela empresa Novo Nordisk A/S no final da década de 80 (DAIHA et
al., 2015). Essa aplicacdo, entretanto, requer caracteristicas bem peculiares das lipases como
ser alcalina, tolerar e ser ativa em uma ampla faixa de pH e temperatura, além de ser estavel
frente a ions metalicos, surfactantes e oxidantes, componentes comuns na formulacdo dos
detergentes (WANG et al., 1995; SU et al., 2015).

A transesterificacdo € um processo que pode ser usado na industria para se conduzir
uma reagdo entre um 0leo e um alcool para a producdo de biodiesel. Pode ser realizado por
meio de catélise alcalina (processo mais usado atualmente embora possa ocorrer
saponificacdo, o que é um inconveniente), catalise acida (processo mais lento) ou catalise
enzimatica (usando lipases e com maior estabilidade, seguranca e menor geracao de residuo).
Para ser aplicavel na sintese desse biocombustivel, a lipase precisa ter bom rendimento em
transesterificacdo, estabilidade em alcool (principalmente metanol) e baixo custo de producéo,
visto que esses sdo 0s problemas mais criticos da industria de biodiesel (JAIN e MISHRA,
2015).

No setor de alimentos, as lipases com altos rendimentos em esterificacdo séo
aplicaveis na sintese de ésteres aromaticos, com grande seletividade (poucos subprodutos
gerados), em baixa temperatura (com menor gasto de energia) e menor geracdo de residuos
(SILVA et al., 2014). Esses componentes aromaticos ocupam, segundo Jain e Mishra (2015),
cerca de um quarto do mercado mundial de aditivos de alimentos. As lipases apresentam

diversas outras aplicacfes na area de alimentos, tais como hidrolise da gordura do leite e
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queijo, na formacdo de aromas, melhoramento na qualidade da emulsificacdo de maioneses,
transesterificacdo e formacdo de lipideos estruturados mais saudaveis, entre outras
(ARAVIDAN et al., 2007).

A hidrélise enzimética de 6leos e gorduras é de grande interesse industrial. Oleos
vegetais sdo compostos essencialmente de triglicerideos contendo &cidos graxos com cadeias
de diferentes comprimentos (C8-C24) e variados graus de saturacdo. Associados a gordura
animal, representam o suprimento mundial de dleos naturais renovaveis (DYER et al., 2008).
Segundo a Statistics Division of Food and Agriculture Organization of the United Nations,
FAOSTAT (2013), a producdo mundial de plantas oleaginosas aumentou cerca de 70 milhdes
de toneladas na ultima década, alcancando a soma de 196,7 milhdes de toneladas em 2013.
Esses Oleos naturais tém sido historicamente aplicados na inddstria alimenticia, nutricdo
animal e, em menor extensdo, na industria de detergentes, como lubrificantes, na oleoquimica,
mais recentemente, tem sido utilizados para a producao de biodiesel (SALIHU et al., 2012).

Uma das vertentes de exploragdo econémica de 6leos vegetais e gorduras consiste em
produzir concentrados de acidos graxos livres e na forma de glicerois (monoacil ou
diacilglicerois), os quais sdo utilizados como matéria-prima em diversos setores industriais
como emulsificantes, revestimentos, adesivos, surfactantes, produtos de cuidados pessoais e
alimentos (AVELAR et al., 2013). Na nutricdo animal, por exemplo, 0 uso de acidos graxos
insaturados provenientes de fontes vegetais na racdo implica na producdo de carne mais
saudavel (FERNANDES et al., 2009).

Acidos graxos poli-insaturados e monoinsaturados gerados a partir da hidrélise de
Oleos vegetais e gorduras possuem importantes propriedades fisiolégicas como promocéao de
aumento do HDL, reducdo do risco de doenca cardiovascular, possuem efeitos benéficos na
aterosclerose, trombose e arritmia (CARVALHO et al., 2009; JAIN e MISHRA et al., 2015).
Além disso, esses &cidos sdo essenciais na formacdo das membranas celulares e de
prostaglandinas e seu uso tém sido intensificado como aditivos de alimentos, nutracéuticos e
farmacos (anti-inflamatério, anticolesterolémico e antitrombolitico) (SHARMA et al., 2001).

Ha trés rotas principais para a producdo de &cidos graxos a partir de Oleos vegetais:
separacdo com alta pressdo de vapor sob alta temperatura (250 °C e 70 bar) com formacéo de
produtos indesejaveis; hidrolise alcalina com seu alto custo de processo e necessidade de
acidificacdo dos produtos (sabdo) formados; hidrolise enziméatica (MURTY et al., 2002). Esta
Gltima oferece a vantagem de ser realizada em condi¢es amenas de pressao e temperatura, ter

altos rendimentos de converséo, facilitar a recuperacdo de produtos (SHARMA et al., 2013;
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JAIN e MISHRA et al., 2015), ter menos perda de produtos por aquecimento (BARROS et
al., 2010), além de apresentar menor nimero de reacGes secundérias (DAIHA et al., 2015).

A maior dificuldade para substituir a catalise quimica pela catalise enzimatica na
producdo de concentrados de &cidos graxos consiste em encontrar uma enzima capaz de
converter o substrato com bons rendimentos, especificidade catalitica para o processo e que
tenha um baixo custo de producédo (ABDELMOEZ et al., 2013).

Fungos fitopatogénicos produzem enzimas extracelulares capazes de degradar
polimeros da parede celular das plantas para obter nutrientes e garantir a infeccdo durante o
processo de invasdo de tecidos vegetais (ANNIS e GOODWIN, 1997). O fungo filamentoso
C. gloeosporioides € um reconhecido fitopatdégeno, causador da antracnose (HUANG et al.,
2015) em frutas tropicais e subtropicais, o que afeta culturas de alto valor como manga,
morango, abacate, citros, mamao, caju e maracuja (SERRA et al., 2011). Colletotrichum é
considerado o oitavo maior género fitopatogénico de impacto econdmico mundial e interesse
cientifico. Espécies de Colletotrichum sdo relatadas como produtoras de cutinase, enzima que
permite ao fitopatdgeno penetrar na barreira cuticular do hospedeiro (DICKMAN et al., 1982;
ETTINGER et al, 1987; BONNEN e HAMMERSCHMIDT, 1989). Outras enzimas
secretadas por Colletotrichum descritas na literatura sdo pectato liase (DRORI et al., 2003;
MIYARA et al.,, 2008), proteinases (DUNAEVSKY et al., 2007), lipases (BALAJI e
EBENEZER, 2008), celulases, amilases e esterases (VENKATESAGOWDA et al., 2012).

Ha muitos estudos na literatura sobre aplicacGes de lipases microbianas, entretanto,
sdo escassos 0s trabalhos sobre o potencial biotecnologico das enzimas lipoliticas de C.
gloeosporioides, embora sejam bastante estudadas para compreensdo do estabelecimento da
sua patogénese em plantas. Assim, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a producéo de
lipase de C. gloeosporioides por fermentacdo submersa, sua purificacdo parcial, estabilidade
frente a diferentes situaces desnaturantes e aplicacfes em reacdes de hidrdlise, esterificacdo

e transesterificacdo para sugerir seu potencial de uso industrial.

S. METODOLOGIA

As metodologias de producdo, armazenamento e aplicacdo do preparado enzimatico
em reacdo de hidrolise foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos
(MICROAL) da Faculdade de Farmacia (FAFAR) da Universidade Federal de Minas Gerais
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(UFMG), com a colaboragdo do Professor Dr. Gecernir Colen. As metodologias de
purificagdo, caracterizacdo e demais aplicacfes do preparado enzimatico foram realizadas no
Laborat6rio de Enzimologia e Fisico-Quimica de Proteinas (LEFQP) no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da UFMG, com a colaboracdo do Professor Dr. Marcelo Matos Santoro. A
hidrdlise quimica e cromatografias dos Oleos foram realizadas no Laboratério de
Cromatografia do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas
(ICEX) da UFMG, com a colaboracdo da Dra. Vany Perpétua Ferraz. Todos os solventes
usados e os reagentes aplicados nas andlises de cromatografia liquida e eletroforese foram
grau HPLC; para-nitrofenila, para-nitrofenil palmitato, metanol, etanol, alcool isopropilico,
butan-1-ol, diclorometano e acetonitrila foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO-
EUA). Os meios Sabouraud, &gar batata dextrose e a peptona foram obtidos da Acumedia
(Baltimore, EUA), os sais para o processo de fermentacdo submersa (MgSOa. 7H20, KH2PO4
e NHsNOz CaCl; e Tris amino metano) e testes de estabilidade foram obtidos da Vetec
Quimica Fina LTDA (Rio de Janeiro, Brasil). O padrdo de massa molecular pré-corado foi
obtido da Thermo Scientific. O 0leo de mamona foi doado pela Biodleo LTDA (Bahia,
Brasil), a manteiga de cacau foi doada pela Cargill Agricola S.A. (Bahia, Brasil), o azeite de
dendé foi obtido no comércio de Salvador, Bahia (Brasil) e, o 0leo residual de fritura foi
doado pela comunidade académica. Os demais Oleos foram obtidos no comércio de Belo

Horizonte, Minas Gerais (Brasil).
5.1 Producéo de lipase por C. gloeosporioides em fermentacdo por substrato liquido
5.1.1 Manutencédo da cepa de estudo

Uma cepa de C. gloeosporioides obtida da colecdo do Laboratério de Microbiologia
de Alimentos da Universidade Federal de Minas Gerais, com conhecida atividade lipolitica
(COLEN et al., 2006), foi mantida em agar batata dextrose (ABD) a 4 °C. Esse micro-
organismo foi preservado em fragmentos deste &gar imersos em &gua destilada estéril a
temperatura ambiente (CASTELLANI, 1967).

5.1.2 Pré-in6culo

Para a padronizacdo do indculo, foi realizado um cultivo do fungo filamentoso em

ABD, em placas de Petri, por cinco dias a temperatura ambiente. Foram feitos cortes
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cilindricos no agar (4 mm de didmetro e 2 mm de altura) e os discos obtidos foram colocados
em 5 mL de agua estéril. Os esporos foram suspendidos na agua e contados em camara de
Neubauer. O nimero de cortes equivalente a 107 esporos por mL foi padronizado para as

fermentacdes submersas.

5.1.3 Produgéo da enzima

Para definir as condicOes de producdo da lipase baseou-se nos estudos de Colen et al.
(2006) e fez-se 0 monitoramento do crescimento fungico em relagdo a producdo da enzima
em FSL. Entdo, o indculo fungico foi adicionado a um frasco de vidro de 125 mL de
capacidade, contendo 25 mL de meio de cultura padréo para producéo da enzima (adaptado de
COLEN et al. 2006), em g.L*: peptona bacterioldgica de carne e de caseina (10), MgSOa.
7H20 (0,6), KH2PO4 (1,0), NH4NO3 (1,0) e 4 mL de 0leo de oliva, em pH 6,0. Esse material
foi incubado em mesa agitadora orbital (150 rpm) a 30 °C por até 96 h, para obtencdo do
caldo fermentado. Aliquotas desse caldo foram coletadas diariamente, resfriadas a 4 °C e
filtradas em membrana Whatman n° 1. A cada 24 h foram determinados o pH, a quantidade
de biomassa, o0 teor de proteinas totais, a atividade enzimatica e a atividade especifica

(atividade enzimatica/proteinas totais), ao longo da fermentacéo.

5.1.4 Determinacao de pH

Determinou-se o pH dos caldos enzimaticos usando um pHmetro (Quimis).

5.1.5 Determinacdo de biomassa (peso seco)

O material retido na membrana de filtracdo foi lavado duas vezes com etanol e seco a

80 °C até peso constante, sendo, posteriormente, pesado.

5.1.6 Determinacdo de proteinas totais

Foi usado o procedimento descrito por Bradford (1976). Em microplacas foram
adicionados 180 pL do reagente de Bradford e 20 pL da solugcdo enzimatica (ou diluicdo da
solucdo, quando necessario). A mistura foi agitada suavemente e deixada em repouso por 15

min e em eguida foram lidas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 540 nm. Fez-
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se uma curva analitica de calibracdo com albumina soro bovina (Merck). Os valores das
amostras foram comparados com a curva analitica de calibracdo e foram encontrados os

valores de proteinas das amostras.

5.1.7 Determinacédo de atividade enzimatica

Para a determinacdo das atividades enziméaticas de hidrolise nas etapas de
caracterizacdo e purificacdo da enzima usou-se metodologia adaptada de Winkler e
Stuckmann (1979). A lipase foi avaliada usando o para-nitrofenil palmitato (pNPP) como
substrato. Uma solugéo 3 mg.mL* de pNPP em isopropanol foi misturada na proporgéo 1:9
com uma solucdo de tampdo tris-HCI 0,09 mol.L™* em pH 8,0, acrescida de goma arabica (2
mg.mL™?) e triton x-100 (14 mg.mL™). A essa mistura adicionaram-se 40 pL da enzima e
dosou-se imediatamente a absorbancia encontrada em 410 nm contra um branco em que a
enzima nao foi adicionada. Este procedimento foi repetido ap6s 15 minutos de incubacéo a 37
°C. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade necessaria para
liberar 1 pmol de para-nitofenol (pNP) por mg de proteinas e por mL do preparado
enzimatico adicionado ao ensaio, por min. Para esses célculos de atividade enzimatica fez-se

uma curva analitica padréo usando uma solucéo de pNP em isopropanol.

5.1.8 Obtencéo do preparado enzimatico

Apos a definicdo das condicbes de cultivo para a producdo da enzima, o fungo foi
cultivado por FSL, o caldo fermentado foi resfriado a 4 °C e entdo filtrado em membrana
Whatman n° 1. A fracdo solida foi descartada e a fracdo liquida, contendo as enzimas, foi

acondicionada a -80 °C, para ser utilizada nas etapas posteriores.
5.2 Caracterizacdo do preparado enzimatico
5.2.1 Estimativa da massa molecular
Para fazer uma estimativa da massa molecular da lipase foi realizada uma eletroforese
em gel de poliacrilamida (4% no gel de empilhamento e 12,5% no gel de separacdo) (SDS-

PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970). Apos a eletroforese, as proteinas foram

coradas com prata. Um segundo grupo de geis ndo foi corado e foi utilizada uma solugéo de
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triton X-100, 2,5%, para retirar-se 0 SDS e obter-se as proteinas na forma nativa. Assim, foi
possivel realizar um zimograma sobrepondo esses geis com uma camada de solucdo de
substrato cromogénico fundido a 40 °C (Phenol red 0,01%; 06leo de oliva 1%; CaCl, 10
mmol.L? e dgar 2%, em pH 7,4). Esses geis permitiram estimar a massa molecular da lipase
por comparacdo da localizacdo da banda com atividade catalitica com as bandas do marcador

de massa molecular.

5.2.2 Estabilidade da enzima ao longo do tempo

A atividade lipolitica do preparado enzimatico foi monitorada por dois meses a 25 °C
(temperatura ambiente), a 4 °C (refrigerador), -18 °C (freezer) e -80 °C (ultrafreezer). O

preparado enzimatico foi mantido a -80 °C para as proximas analises.

5.2.3 Estabilidade enzimatica

Os testes de estabilidade enzimatica foram conduzidos segundo a metodologia de
Castro-Ochoa et al. (2005), modificada, usando pNPP como substrato. Todas as analises
foram feitas em triplicata e a atividade lipasica de uma amostra de preparado enzimatico sem
solvente organico, ion ou detergente foi usada como controle (100 % de atividade). A
atividade residual foi mensurada por meio da metodologia descrita no item 5.1.7 (pagina 45),
a 37 °C, pH 8,0.

A estabilidade térmica foi determinada por incubacdo do preparado enzimatico (0,5
mL) em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60 e 70 °C) por 1 h, seguido por quantificacdo da
atividade enzimatica. A temperatura na qual a enzima foi mais estavel por 1 h também foi
avaliada apds 24 h. Para a estabilidade em solventes, o preparado enzimatico (0,5 mL) foi
incubado com trés concentracdes (6, 30 e 50 % v/v) de solventes misciveis em agua (metanol,
etanol, isopropanol, butan-1-ol e acetonitrila) e trés concentracGes (30, 50 e 75 % v/v) de
solventes imisciveis em agua (tolueno, hexano, heptano e diclorometano) a 37 °C, durante 1 h
e, entdo, a atividade enzimatica foi dosada. Para estabilidade em pH, o preparado enzimatico
foi incubado a 37 °C por 1 h com diferentes tampdes (0,05 mol.L™) (citrato-fosfato para pH 4-
6; TRIS-HCI para pH 7-9 e glicina-NaOH para pH 10-11) e entdo a atividade enzimatica foi
dosada. Para estudar o comportamento da estabilidade e atividade da lipase frente a diferentes
fons, o preparado enzimatico (0,5 mL) foi incubado a 37 °C por 1 h com solugdes aquosas
(0,5 mL) contendo 1 ou 10 mmol.L* de NH4*, Mg?*, Ca®*, Mn?*, Sn** e EDTA e, entdo, a
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atividade enzimética foi avaliada. Os resultados foram avaliados por andlise de variancia
(ANOVA, de fator Gnico), seguida por teste de Tukey com 95 % confianga.

5.2.4 Temperatura e pH 6timos de reacdo usando o preparado enzimatico

Com base na estabilidade térmica da lipase no preparado enzimatico, a temperatura
6tima de reacdo foi determinada com a dosagem da atividade lipasica em diferentes
temperaturas (30 a 45 °C). O pH étimo de reacdo foi determinado pela dosagem de atividade
lipasica sendo dosada em meios reacionais com diferentes valores de pH (7-11), usando
diferentes tampdes (TRIS-HCI para pH 7-9 e glicina-NaOH para pH 10-11), na concentracao
de 50 mmol.L2.

5.3  Purificagédo parcial da lipase produzida por Colletotrichum gloeosporioides

5.3.1 Purificacdo de baixa resolucao

Para essa etapa foram adotadas duas estratégias de purificacdo de baixa resolucdo. A
primeira foi baseada na precipitacdo por salting-out, através da qual se fez uma precipitacéo
fracionada a 4 °C das proteinas totais do preparado enzimatico por saturacdo da solucdo com
concentracdes pré-determinadas de sulfato de aménio (25%, 50%, 75% e 100%), por 2 h. A
segunda estratégia baseou-se na ultrafiltracdo do preparado enzimatico com membrana para
corte de 10.000 D (membrana de celulose regenerada corte de 10 kDa Milipore (Darmstad,
Alemanha)), para reter apenas as proteinas com massa molecular acima do corte. O material
resultante das duas estratégias foi avaliado quanto a atividade enzimatica (item 5.1.7 - pagina
45), proteinas totais (item 5.1.6 - pagina 45), atividade especifica (atividade

enzimatica/proteinas totais).

5.3.2 Purificacdo de alta resolucéo

O material resultante da estratégia de concentracdo mais eficiente foi utilizado nesta
etapa. Adotaram-se duas estratégias cromatogréaficas no Fast Protein Liquid Chromatography
System - FPLC (GE Pharmacia, Buckinghamshire, Inglaterra) também para a separacdo da
proteina enzimatica. A primeira envolveu o uso apenas de cromatografia de troca anidnica

com coluna Resource-Q, em modo de gradiente, com os eluentes tampao A (Tris-HCI 20 mM
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pH 8,0) e tamp&o B (Tris-HCI 20 mmol.L pH 8,0, NaCl 1 mol.L?); a segunda estratégia
tratou-se de filtracdo em gel com coluna Superose 12 HR10/30 (Amersham Biosciences) e
eluicdo com tampdo A (modo isocrético). Em seguida, realizou-se a concentracdo do pool
com maior atividade enzimatica e cromatografia de afinidade deste pool, com coluna
contendo benzamidina lavada inicialmente com tampdo A e eluida em modo isocratico com
tampdo B, metodologia adaptada de Bou ali et al. (2011). As fragOes resultantes foram
avaliadas quanto a atividade enzimética e aquelas que apresentaram maior acdo catalitica
foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo Dodecil Sulfato de Sédio
(SDS-PAGE).

5.3.3 Monitoramento da purificagdo

Para acompanhar a purificacdo da lipase foi realizada uma eletroforese em gel de

poliacrilamida conforme descrito no item 5.2.1

5.4 Caracterizacdo da lipase nas fragcdes parcialmente purificadas

5.4.1 Determinacdo do pH e temperatura Otimas da lipase nas fragdes parcialmente

purificadas

Para determinacdo da faixa de temperatura, usaram-se 150 pL das fracdes
parcialmente purificadas e dosou-se a atividade enzimética (item 5.1.7, pagina 45) em
diferentes temperaturas (30, 40 e 45 °C). As andlises foram feitas em triplicata. Para
determinacdo da faixa de pH, usou-se 150 pL das fracbes parcialmente purificadas e dosou-se
a atividade enzimatica (item 5.1.7, pagina 45) em diferentes pH, usando os tampdes a 0,05
mol.L? (tris-HCI para pH 7-9 e glicina-NaOH para pH 10-11). As analises foram feitas em
triplicata. Para esses ensaios foi feita uma andlise de variancia (ANOVA de fator Unico),
seguida de teste de Tukey com 95 % de confianca, para avaliar a presenca de diferencas

estatisticamente significativas entre as amostras.

5.5 Aplicacdes da lipase produzida por C. gloeosporioides

5.5.1 Atividade hidrolitica de lipase produzida por C. gloeosporioides
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5.5.1.1 Hidr6lise enzimética dos 6leos

Para avaliar a atividade hidrolitica da lipase C. gloeosporioides, o fungo foi cultivado
para se preparar um inoculo (conforme metodologia do item 5.1.2, pagina 44) e produzir a
enzima por meio de FSL (como descrito no item 5.1.3, pagina 44). Com o preparado
enzimatico foram feitos ensaios de titulometria conforme descrito por Colen et al. (2006),
usando diferentes substratos (6leo de alho, améndoas, amendoim, babosa, manteiga de cacau,
6leo de canola, azeite de dendé, 6leo de gergelim torrado, girassol, linhagca, mamona, milho,
oliva, soja, 6leo residual de soja usado em fritura e 6leo de tutano). As reacfes enzimaticas
foram conduzidas em frascos de vidro incubados em banho-maria com agitacdo (45
ciclos/min) a 30 °C por 10 min. Cada reacdo continha 5,0 mL de uma emulsdo de 6leo (25%
v/v) em alcool polivinilico (2% v/v) como substrato; 5 mL de solugdo tampédo TRIS-HCI 0,1
M em pH 8,0 para o ajuste do pH da enzima e 1 mL do preparado enzimatico ou 1 mL deste
preparado, porém desnaturado, para servir de branco da reacdo. A reagdo foi paralisada por
adicdo de 10 mL de solugédo de acetona/alcool etilico (1:1) para a desnaturacdo da enzima.
Apos a reacdo, os acidos graxos liberados foram titulados com hidroxido de sodio 0,05 N
usando timolftaleina (0,2%) como indicador de pH. A atividade lipasica verificada foi
expressa em unidades de atividade enzimatica (U), que representa a quantidade de
micromoles de acidos graxos liberados por min, por mL, nas condi¢cdes de ensaio e, para
comparacdo, a hidrélise do 6leo de oliva foi tomada como 100%. A mistura obtida a partir da

hidrolise enzimética foi armazenada para analises posteriores.

5.5.1.2 Hidrdlise quimica dos 6leos

Para se determinar o perfil de acidos graxos dos 6leos foi realizada a hidrélise quimica
dos mesmos. Para tanto, dissolveu-se, em tubo criogénico de capacidade de 2 mL,
aproximadamente 10 mg do éleo em 100 pL de solucdo (1:1 v/v) de etanol (95%)/ hidroxido
de potassio 1 mol.L? (5 %). Apds agitacdo vigorosa por 10 s, o 6leo foi hidrolisado por 5 min
em um forno de micro-ondas doméstico (Panasonic Piccolo) na poténcia de 80 W (Poténcia
2), adaptado do método de Christie (1989). A mistura obtida a partir da hidrélise quimica foi

armazenada para analises posteriores.

5.5.1.3 Preparagéo das amostras para cromatografia
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5.5.1.3.1 Extracdo dos acidos graxos

As misturas provenientes das hidrolises foram resfriadas. Em seguida, foram
adicionados as misturas 400 puL de HCI a 20%, 4 pg NaCl e 600 pL de acetato de etila. Apds
agitacdo vigorosa (10 s) em vortex, as misturas ficaram em repouso por 5 min. Em seguida,
300 pL foram retirados da camada orgéanica e colocados em tubos de microcentrifuga, secados
por evaporacdo, restando apenas os &cidos graxos livres. O procedimento foi realizado com
base em uma adaptacdo do método de Christie (1989).

5.5.1.3.2 Metilacdo dos &cidos graxos

Apos a extracdo, os acidos graxos livres foram metilados com 100 pL BFz / metanol
(14%) sob aquecimento durante 10 minutos em banho-maria a 80 °C. Em seguida, foram
diluidos com 400 uL de metanol e armazenados para analises posteriores (EN14103, 2003).
Apos esse procedimento, 1 pL da solucdo resultante das amostras provenientes da hidrélise
quimica foi separado para inje¢cdo no cromatdgrafo a gas. Apos a metilacdo, as amostras
provenientes da hidrdlise enzimatica (100 puL) foram misturadas com o padréo interno (PI),
100 pL de pentadecanoato de metila (C15:0 - 9,2 mg.mL™). Apés agitagdo suave, 1 pL desta

solucéo foi separada para injecdo no cromatografo a gas.

5.5.1.4 Andlise do perfil de acidos graxos por cromatografia a gas

Todas as amostras foram submetidas a analise em cromatdgrafo a gas HP7820A
equipado com detector por ionizacdo de chamas. Utilizou-se uma coluna HP-INNOWAX
(HP) 15 m x 0,25 mm x 0,25 pum com gradiente de temperatura: 120 °C, 0 min, 7 °C/min até
220 °C. O modo de injecdo era split de (1/50) a 250 °C e o detector estava a 250 °C. O gas
hidrogénio foi utilizado para arraste, com vazédo de 2 mL.min! e volume de injecédo de 1uL. A
identificacdo dos picos foi feita por comparacdo com padrdes de acidos graxos metilados
SUPELCO37.

5.5.2 Atividade de transesterificacdo de lipase produzida por C. gloeosporioides

Para avaliar a capacidade da lipase de C. gloeosporioides de realizar transesterificagcéo

em meio com baixo teor de agua, foi feito um ensaio conforme descrito por Teng e Xu (2007).
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Esse método é baseado nas transesterificacdes catalisadas pelas lipases entre ésteres de acidos
graxos e alcool, em meio orgéanico, na auséncia de agua. Foram utilizados o para-nitrofenil
palmitato (pNPP) e diferentes alcoois (metanol, etanol, isopropanol, butan-1-ol e dodecanol)
como substrato para a transesterificacdo. A lipase, quando presente no preparado enzimatico,
quebra a ligacdo éster do pNPP, liberando para-nitrofenol (pNP) e &cido palmitico. Este
ultimo é usado na sintese do novo éster com o alcool utilizado. Como o aumento do pNP é
diretamente proporcional ao aumento de éster formado, a dosagem de pNP liberado foi
utilizada como parédmetro positivo de reacdo de esterificacao.

Para realizar os ensaios, o preparado enzimatico foi submetido a secagem em aparelho
liofilizador (K 105, Liotop, Brasil). Uma aliquota (massa em g) do pé do preparado
enzimatico obtido contendo 20 mg de proteina foi padronizada. Esse pé foi misturado com 0,5
mL de solucdo de substrato (10 mmol.L™ de pNPP em heptano). Para iniciar a reagdo, um
volume de 30 pL de alcool foi adicionado a mistura. Os componentes da reacdo foram
incubados a 37 °C por 30 min com agitacdo constante (200 rpm). A mistura foi centrifugada
por 30 s e 100 pL do sobrenadante limpido foi adicionado a 1 mL de NaOH 0,1 mol.L? e a
mistura foi agitada. O pNP liberado, extraido pelo solvente aquoso alcalino, foi dosado a 410
nm contra um branco sem enzima em espectrofotdmetro UV-visivel (leitor de microplaca
multimodo Varioskan flash da Thermo Scientific). Uma curva analitica de calibracdo de pNP

em heptano foi feita para se obter os resultados quantitativos.

5.5.3 Atividade de esterificacdo de lipase produzida por C. gloeosporioides

A fim de avaliar a atividade de esterificacdo direta da lipase produzida por C.
gloeosporioides utilizou-se a metodologia de Silva et al. (2014), modificada. Os substratos da
reacio foram butan-1-ol (250 mmol.L?) e um é&cido (acético, butirico ou oleico, a 250
mmol.L ™). A reacdo ocorreu em meio organico (5 mL de heptano). Essa mistura foi incubada
com 1 g de preparado enzimatico liofilizado, a 37 °C, a 200 rpm, por 24 h. O rendimento dos
ésteres formados foi quantificado pela dosagem da concentracdo dos acidos residuais na
mistura de rea¢do. Uma aliquota de 500 pL do meio reacional foi diluida com etanol/acetona
50:50 (v/v), homogeinizada e titulada com uma solugdo de NaOH (20 mmol.L), usando
fenolftaleina como indicador. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados

foram expressos em % de &cidos residuais.
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6 RESULTADOS

6.1 Producéo de lipase por C. gloeosporioides em FSL

O monitoramento do crescimento do fungo no FSL pode ser visto na Figura 5.
Observou-se a maxima producio de biomassa apds 48 h, alcancando 5 g.L™ de meio de
cultivo. A producdo maxima de lipase, 0,742 U/mL (unidades enziméticas por mL de caldo
filtrado), também ocorreu em 48 h, com atividade especifica de 4,68 (unidades de lipase por
mg de proteina, por mL de preparado enzimatico). Dessa maneira, o0 periodo de 48 h de
fermentacdo foi estabelecido como padrdo para a producdo do preparado enzimatico. Foram
mantidos 0s parametros da composicdo e pH inicial do meio de cultivo, a temperatura de
incubacéo, a intensidade de agitacdo, bem como a relacéo entre o volume de meio de cultivo e

0 volume do recipiente de fermentacéo.
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Figura 5 - Monitoramento do crescimento do fungo por fermentacdo submersa e da producao
enzimatica

6.2 Caracterizacdo da enzima

Algumas aplicac@es industriais exigem caracterizacdo parcial do preparado enzimatico, a
fim de adequar as condi¢cdes do processo as peculiaridades das enzimas. Neste contexto,
realizou-se uma estimativa da massa molecular de enzimas, bem como a investigacdo das
melhores condi¢Bes de armazenamento e avaliagdo da estabilidade das enzimas lipoliticas de

C. gloeosporioides frente a solventes, ions, diferentes pHs e temperaturas.
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6.2.1 Estimativa da massa molecular

Para estimar a massa molecular, o0 SDS-PAGE do preparado enzimatico foi comparado
com um zimograma contendo uma emulsdo lipidica na concentracdo de 1% e usando um
marcador de massa molecular pré-corado. A fracdo com atividade enzimatica apresentou
aproximadamente 18 kDa (Figura 6), que se assemelha ao encontrado por Chen et al. (2007)
para uma outra enzima lipolitica de Colletotrichum. Oliveira (2000) também encontrou

enzima lipolitica deste mesmo fungo com massa molecular acima de 10 kDa.

e 18 4 KDa

Figura 6 - Fotografia do gel do zimograma comparada com a fotografia do gel do SDS-PAGE
do preparado enzimatico contendo a enzima lipolitica produzida por C. gloeosporioides

6.2.2 Estabilidade da enzima por dois meses

O efeito da temperatura sobre o preparado enzimatico foi analisado durante 60 dias,
em temperaturas diferentes (Figura 7). A atividade foi medida e a enzima demonstrou ser
muito instavel quando armazenada a temperatura ambiente (25 °C). Ocorreu um decréscimo
significativo (p < 0,05) de atividade ao longo do tempo, permanecendo em cerca de 50% de
atividade inicial ap6s 60 dias. Em temperaturas mais baixas (8 °C e -20 °C), no mesmo
periodo de incubacdo, 86,8% e 77,7 % de atividade inicial foram mantidas, respectivamente.
Maior estabilidade foi detectada sob armazenamento em ultrafreezer (-80 °C), quando apds 60
dias, foi possivel verificar uma maior atividade no preparado enzimatico do que aquela que

havia antes deste ser armazenado, sugerindo alguma recuperacdo da atividade da enzima em
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condicbes de congelamento. Estes dados corroboram os resultados obtidos com
carboxilesterases armazenados sob baixa temperatura (CORREA et al., 2013). A temperatura
de ultrafreezer foi, portanto, a temperatura escolhida para armazenar o preparado enzimatico

para as proximas etapas.

——25°C —8—8°C -20°C =—=—-80°C
160 -
140 -
120 -
100

80 -
60 -
40 -
20 A

% Atividade residual

0 7 30 60
Tempo (dias)

Figura 7 - Atividade residual do preparado enziméatico de C. gloeosporioides armazenados em
diferentes temperaturas

6.2.3 Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade da enzima

O preparado enzimatico reteve 100% de atividade lipolitica apos 1 h de incubacdo a 30
e 40 °C (Figura 8). Estudos com lipases de Fusarium graminearum também apontaram
estabilidade e atividade nessa faixa de temperatura (NGUYEN et al., 2010). A partir de 50
°C, a estabilidade térmica da enzima de C. gloeosporioides foi drasticamente reduzida,
mantendo um terco de sua atividade, enquanto que, a 60 °C, foi preservada apenas 6% da
atividade. Ocorreu perda total de atividade a 70 °C. A falta de atividade em temperaturas mais

altas sugere modificacdes na estrutura tridimensional e, consequentemente, perda de funcao.
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Figura 8 - Efeito da temperatura na estabilidade do preparado enzimatico de C.
gloeosporioides

A atividade catalitica 6tima da lipase de C. gloeosporioides (no preparado enzimatico)
foi detectada a 37 °C (Figura 9), embora sem diferenca significativa das demais temperaturas
testadas. Temperaturas Otimas proximas de 37 °C tém sido relatadas em lipases de Mucor
hiemalis corticola f. lipases (ULKER e KARAOGLU, 2012). A estabilidade da lipase na
temperatura 6tima foi avaliada por 24 h (Figura 10). Durante as pimeiras trés horas, a
atividade lipolitica foi mantida, com cerca de 80% de atividade residual. A meia vida da
enzima ocorreu apds 5 horas de incubacdo, com um notavel declinio apos esse periodo. Li et
al. (2012), por exemplo, avaliando lipase de Stenotrophomonas maltophilia, observaram a
meia vida da enzima de 40 min a 40 °C. Os resultados encontrados aqui sdo, portanto, muito
interessantes, pois a estabilidade em periodos longos é uma caracteristica necessaria para

algumas aplicacGes industriais.
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Figura 9 - Determinacdo do valor 6timo de temperatura da lipase de C. gloeosporioides no
preparado enzimatico
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Figura 10 - Efeito da temperatura na estabilidade da lipase de C. gloeosporioides no preparado
enzimatico por 24 h, a 37 °C

6.2.4 Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade da enzima

A lipase de C. gloeosporioides manteve-se relativamente estavel na faixa de pH 5 a 8
(atividade de residual de 60% ou mais), com maior estabilidade em pH 6,0, apés 1 ha 37 ° C
(Figura 11). A lipase ficou mais instavel em pH mais elevado, mantendo cerca de 30% da

atividade original em pH 9 e 10, e cerca de 20% de atividade residual em pH 11. Apesar de ter
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sido mostrado pouca resisténcia a meio alcalino, o preparado enzimatico apresentou valor

6timo quando em pH 12 (Figura 12).
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Figura 11 - efeito do pH na estabilidade da lipase de C. gloeosporioides no preparado
enzimatico
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Figura 12 - Determinacdo do valor 6timo de pH da lipase de C.
gloeosporioides no preparado enzimatico

6.2.5 Estabilidade em solventes

A estabilidade da lipase em meio organico é importante para as reacdes de
esterificacdo (ULKER e KARAOGLU, 2012) e foi avaliada em cinco solventes misciveis em
agua (metanol, etanol, isopropanol, butan-1-ol e acetonitrila) em trés concentracdes (6, 30 e

50%, v/v) e o resultado pode ser visto na Tabela 1. A lipase de C. gloeosporioides exibiu
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tolerdncia a baixas concentracfes (6% Vv/v) de todos os solventes misciveis em agua (Tabela
1). Em altas concentragdes, a enzima foi mais ativa em metanol (30% v/v) e butan-1-ol (50%
v/v). Perda total da atividade foi observada quando a concentracédo de acetonitrila foi superior
a 30% (v/v). Esta lipase também foi avaliada e provou ser tolerante a solventes imisciveis em
agua, sendo estavel em heptano e em hexano em todas as concentragdes testadas, com maior
atividade em heptano a 75% (v/v) (Tabela 1). Em tolueno e diclorometano, a enzima foi mais
estavel em baixa concentracdo (30% v/v), com perda total da atividade em tolueno a 50%
(v/v). A estabilidade de lipase de Mucor hiemalis f. hiemalis em hexano e heptano ja foi
relatada anteriormente (HIOL et al., 2000).

Tabela 1 - Avaliacdo da estabilidade do preparado enzimético de C. gloeosporioides frente a
diferentes solventes

Atividade residual (%)

Concentracéo (% v/v) 6 30 50 75
Metanol® 1325 30,9 13,1 nd
Etanol? 143,1 28,1 5,6 nd
Isopropanol @ 1249 23,7 3,8 nd
butan-1-ol? 1506 24,1 18,9 nd
Acetonitrila® 100,8 3,1 0,0 nd
Tolueno® nd 223,5 5,4 0,0
Heptano nd 84,3  118,7 2233
Diclorometano ® nd 85,5 80,6 57,1
Hexano® nd 895 1220 1278

a Solventes misciveis com agua  ° Solventes imisciveis com agua  "“ndo determinado

6.2.6 Estabilidade em ions e EDTA

Componentes ibnicos podem interferir na atividade e a estabilidade da lipase presente
em um preparado enzimatico. A lipase de C. gloeosporioides manteve-se estavel em todas as
solugBes testadas a 1 mmol. L™ (Figura 13). Os ions NHs" e Sn?" estimularam a atividade
lipolitica nas duas concentracdes analisadas (1 e 10 mmol. L™?). Yu et al. (2013) mostraram
que os niveis ideais de NH4" levam ao aumento da atividade lipolitica em Rhizopus oryzae.
Esse aumento da atividade lipolitica na presenca de NH4* também foi demonstrado por lipases
de Nomuraea rileyi MJ (SUPAKDAMRONGKUL et al., 2010).
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O ion célcio e o agente quelante EDTA afetaram a lipase de maneiras diferentes,
aumentaram a atividade lipolitica em concentragdo mais baixa (1 mmol.L) e induziram a
perda de atividade lipolitica em 50% na concentracdo mais alta analisada (10 mmol.L™). Este
efeito observado por EDTA sugere que a lipase de C. gloeosporioides pode ser dependente de
fons divalentes.

fons podem interferir com a atividade da enzima, agindo diretamente no sitio catalitico
das mesmas (SUPAKDAMRONGKUL et al., 2010). Eles também podem atuar no substrato,
devido a formagdo de complexos entre ions metalicos e &cidos graxos ionizados, alterando sua

solubilidade e modificando seu comportamento em uma interface 6leo/agua.

300 -

250 - T

200 -

l—
HH
-

150 -

i

100 -

% Atividade residual

0 l T T T T T T T T T T T 1
NHA+ Mg+2 Ca+2 Mn+2 Sn+2 EDTA

ions e EDTA

A cor cinza escuro representa a concentracdo de 1 mmol.L? e a cor cinza claro representa 10 mmol.L?

Figura 13 - Avaliacdo da estabilidade do preparado enzimatico de C. gloeosporioides frente a
diferentes ions

6.3 Purificacdo parcial da lipase produzida por C. gloeosporioides

6.3.1 Purificacdo de baixa resolucéo

Devido a importancia de se trabalhar com uma forma mais purificada da enzima
buscou-se concentrar o material inicial. As estratégias testadas com este intuito foram
eficientes na reducdo de volume. A precipitacdo com sulfato de aménio permitiu reduzir
aumentar a concentragdo da atividade. A ultrafiltracdo com corte de 10 kDa converteu um

volume inicial de preparado enzimatico de 50 mL para 10 mL. Ambas as metodologias
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conseguiram aumentar a atividade especifica na ordem de 10 vezes, como pode ser observado
na Tabela 2.

Tabela 2 - Comparacao entre a ultrafiltracdo e a precipitacdo com sulfato de amonio
Atividade enzimética  Proteinas  Atividade especifica  Fator de

(U.mL?) (mg.mL™) (U.mg?) purificacéo
Preparado enzimatico 0,09 0,19 0,47 1
Ultrafiltracdo 10 kDa 1,55 1,31 1,19 2,5
Precipitagdo com sulfato de 1,69 1,39 1,21 2,6

amonio (P 25%)

P 25%: precipitado com 25% de sulfato de aménia.

A estratégia de concentracdo que utiliza sulfato de aménio é eficiente para precipitar
solidos em solucdo e gerar volumes muito menores do que o original. A precipitacdo de
proteinas deve ser feita em condi¢cdes brandas como repouso, armazenamento a 4 °C e
utilizando uma concentracdo de sais que permita 0 maximo de precipitacdo com o cuidado de
ndo interferir irreversivelmente na estrutura tridimensional da proteina. Além disso, apos a
operacdo, é necessario fazer uma dialise para alcangcar uma condicdo ibnica cabivel para as
etapas posteriores de purificacao.

A precipitacdo utilizando sulfato de amdnio na concentracdo de 25% do sal (p/v)
forneceu um precipitado com maior atividade enzimatica e levou a um aumento da
concentracdo de proteinas e na atividade especifica (Tabela 2). Utilizando a ultrafiltracdo, que
consiste em filtragdo com membrana de poro de tamanho molecular em temperatura baixa,
alcancaram-se resultados semelhantes de atividade enzimatica e especifica (Tabela 2). Sendo
os resultados semelhantes e a ultrafiltracdo um procedimento mais barato e menos agressivo
para a proteina, sem a necessidade de fazer um equilibrio idnico, preferiu-se trabalhar com o

material ultrafiltrado para facilitar a manipulacdo do material nas etapas posteriores.

6.3.2 Purificacdo de alta resolucéo

Apos a escolha do material de partida, realizaram-se as duas estratégias de purificacao
de alta resolucdo. Na primeira, o0 material foi submetido a cromatografia de troca idnica. A
dosagem da atividade enzimatica das 56 fracdes obtidas revelou 25 fracbes com atividade
enzimatica, ou seja, ocorreu um espalhamento da atividade lipasica, demonstrando que a troca

ibnica ndo foi eficiente para purificar a enzima (Figura 14).
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Figura 14 Cromatografia em coluna resource Q em equipamento FPLC

Na segunda estratégia adotada, o material passou por cromatografia de filtracdo em gel
(Figura 15) e o pool de fracbes com atividade proveniente dessa cromatografia foi aplicado
em uma cromatografia de afinidade em coluna com benzamidina (Figura 16). Oliveira (2000),
trabalhando com C. gloeosporioides, também obteve dificuldades na eluicdo da enzima em
coluna de troca ibnica e deu seguimento a purificacdo da lipase deste micro-organismo por

meio de cromatografia em gel (coluna Sephadex G-100), obtendo a purificacdo parcial da

enzima.
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Figura 16 Cromatografia em coluna de benzamidina em equipamento FPLC

Essa estratégia apresentou menos fracbes com atividade enzimatica, sendo mais
eficiente na purificacdo da enzima. Os resultados das etapas dessa estratégia de purificacao
parcial da lipase séo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Eficiéncia da purificacdo parcial da lipase

Etapas de Volume Proteinas Atividade Atividade Rendimento  Fator de
purificacéo (mL) totais total especifica % purificacéo
(mg) (U.mL?)  total (U.mg?)

Ultrafiltracao

50 65,45 135,64 2,07 100,00 1,00

10kDa

Pool da filtracao

10 17,00 52,00 3,06 38,34 1,48

em gel
FR1 2 0,87 36,83 42,50 27,15 20,51
FR2 2 1,01 20,25 20,10 14,93 9,70
FR11 2 3,06 18,08 5,90 13,33 2,85
FR12 2 2,26 25,36 11,24 18,69 5,42
FR13 2 0,79 16,49 20,84 12,15 10,06
FR14 2 0,39 23,61 60,98 17,41 29,43
FR15 2 0,30 15,99 53,10 11,79 25,62

FR1, 2,11, 12, 13, 14 e 15 correspondem as fra¢Bes parcialmente purificadas obtidas apds a cromatografia
de filtracdo em gel, seguida por cromatografia de afinidade
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A fragdo 1, proveniente da coluna com benzamidina (Figura 16), alcangou a melhor
combinagdo rendimento/fator de purificacdo, tendo recuperacdo de 27,15 % da atividade
lipolitica e fator de purificacdo alto (20,51) (Tabela 3). Esses reultados sdo superiores aos de
Oliveira (2000) que alcancou um fator de purificagdo de apenas 8,1, sugerindo que a
cromatografia de afinidade com coluna de benzamidina € eficiente como etapa complementar
da filtragdo em gel.

A purificagdo parcial da enzima pode ser acompanhada na Figura 17, onde se observa
0 resultado de uma eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), com
coloracdo pela prata. As fracbes com atividade enzimatica obtidas da cromatografia de
afinidade (1, 2, 11, 12, 13, 14 e 15) ndo estdo totalmente puras, mas possuem menor nimero
de bandas do que o material das etapas iniciais (preparado enzimatico, ultrafiltracdo e gel

filtracdo), demonstrando uma purificacdo parcial.

18,4 kDa ==l

FiFigura 17 - Etapas da purificacdo parcial da lipase por SDS-PAGE com coloracdo de
pratagura 17 - Etapas da purificacdo parcial da lipase por SDS-PAGE com coloracédo de
prata

M marcador de massa molecular, PE preparado enzimatico, UF ultrafiltrado 10kDa, GF gel filtracdo, 1, 2 e 11-15
sdo fragOes obtidas da cromatografia de afinidade. A seta indica no gel corado com prata a banda com atividade
lipolitica ao longo das etapas de purificacao.

Conforme demonstrado no zimograma da Figura 6 (pagina 53), a massa molecular da
enzima com atividade lipolitica apresentou aproximadamente 18 kDa. Esse dado esta de

acordo com os dados de Chen et al. (2007), os quais ja haviam previamente relatado a
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presenca de enzima lipolitica (cutinases) em C. gloeosporioides com massa molecular
similar, 21kDa.

6.3.3 Caracterizacdo das fracGes parcialmente purificadas
Sete fragBes provenientes da cromatografia de afinidade possuiam atividade

enzimatica (1, 2, 11, 12, 13, 14 e 15) e foram caracterizadas quanto ao valor de pH (Figura

18) e temperatura (Figura 19) 6timos de ac&o.
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FiFigura 18 - Caracterizacdo do valor 6timo de pH das fracdes parcialmente purificadas (1, 2, 11-15)
da lipase de C. gloeosporioidesgura 18 - Caracterizacdo do valor 6timo de pH das fracdes
parcialmente purificadas (1, 2, 11-15) da lipase de C. gloeosporioides
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FiFigura 19 - Caracterizagdo do valor 6timo de temperatura das fragGes parcialmente
purificadas da lipase de C. gloeosporioides
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Quanto ao valor 6timo de pH, observou-se comportamentos diferentes das fragdes
provenientes da cromatografia de afinidade. As fragdes 1, 2 e 11 (Figura 16) tiveram maior
atividade entre pH 8 e 9, enquanto as fragdes 12-15 (Figura 16) foram mais ativas em pH 10.
Com excecdo da fracdo 11, todas as enzimas tiveram sua acéo catalitica consideravelmente
diminuida nos pH extremos testados (7 e 11). A temperatura 6tima de 40 °C foi observada
para as fracbes 1, 2, 11, 12 e 13 provenientes da cromatografia de afinidade (Figura 16). Para
as fragdes 14 e 15 ndo foi possivel estabelecer a temperatura 6tima, pois, ndo apresentaram
atividade nas temperaturas testadas.

Esta avaliacdo inicial das fracfes permite supor que mais de uma forma da lipase
tenha sido produzida pelo fungo nas condi¢cdes empregadas. Apesar da presenca de enzimas,
sob formas multiplas, trazer beneficios para 0 micro-organismo, por favorecer a adaptacédo e
competicdo em ambientes naturais em mudancas constantes, a presenca delas em formulagcdes

enzimaticas brutas dificulta o processo de purificagdo (OLIVEIRA, 2000).

6.4 Aplicacdes da lipase produzida por C. gloeosporioides

6.4.1 Atividade hidrolitica de lipase produzida por C. gloeosporioides

A acdo hidrolitica da lipase de C. gloeosporioides foi avaliada sobre 15 diferentes
Oleos vegetais e uma gordura animal (tutano de boi). A enzima foi capaz de hidrolisar todos
0s substratos testados, com diferentes rendimentos. Os maiores graus de hidrélise foram
observados usando 6leo de oliva (100 % - 18,0 IU), soja (98,9 % - 17,8 1U), canola (88,4 % -
15,9 1U) e améndoas (88,4 % - 15,9 IU) e os menores graus de hidrolise foram detectados
quando linhaca (46,3 % - 8,3 1U), mamona (36,8 % - 6,6 1U) e babosa (32,6 % - 5,9 1U)
foram usadas como substrato (Tabela 4). Esses resultados mostram que a lipase de C.
gloeosporioides tém acdo sobre diferentes substratos, corroborando com a literatura para
lipases de outras fontes (CHEN et al., 2007; BALAJI e EBENEZER, 2008).

Tabela 4 - Atividade hidrolitica de lipase de C. gloeosporioides sobre diferentes substratos

lipidicos
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Hidrolise (%)

Aividade hidrolitica (U/mL preparado enzimético)

Oleos dp dp *
Oliva 100,0 3,6 18,0 0,7 a
Soja 98,9 6,6 17,8 1,2 a
Canola 88,4 13,8 15,9 2,5 ab
Amendoas 88,4 0,0 15,9 0,0 ab
Soja residual 87,4 9,6 15,7 1,7 ab
Tutano 84,2 3,6 15,1 0,7 ab
Girassol 84,2 7,9 15,1 1,4 ab
Cacau 80,0 1,8 14,4 0,3 bc
Gergelim torrado 77,9 3,6 14,0 0,7 bc
Dendé 74,7 6,6 13,4 1,2 bc
Alho 71,6 4.8 12,9 0,9 bc
Amendoin 71,6 3,6 12,9 0,7 bc
Milho 65,3 4.8 11,7 0,9 Cc
Linhaca 46,3 3,6 8,3 0,7 d
Mamona 36,8 1,8 6,6 0,3 d
Babosa 32,6 1,8 59 0,3 d

* letras diferentes representam diferenca estatistica significativa com 95% de confianca; dp é o desvio padrdo

Foram obtidos os perfis dos Oleos utilizados neste estudo, por hidrolise quimica, e,

apos a hidrélise enzimatica utilizando preparado

enzimatico de

Colletotrichum

gloeosporioides. O perfil de acidos graxos dos O6leos apos acdo de lipase de C.

gloeosporioides foi muito similar ao perfil de acidos graxos dos dleos (hidrolise quimica),

como pode ser visto nos cromatogramas do 6leo de soja (Figura 20 na pagina 67) e nos

resultados dos demais 0leos na Tabela 5 (pagina 68 e 69), salientando a capacidade hidrolitica

dessa enzima e sua aplicabilidade em produzir concentrados de &cidos graxos a partir de

substratos vegetais. Nos perfis dos 6leos e hidrolisados percebeu-se uma maior concentracdo

de &cidos graxos insaturados e com cadeias longas (Tabela 5, na pagina 68 e 69).
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Tabela 5 - Perfil de &cidos graxos dos substratos lipidicos obtidos ap6s hidrélise quimica (Q) ou enzimatica (E) com lipase de C. gloeosporioides

Soja

Oliva Soja Canola Améndoas residual Tutano Girassol Cacau

Q E Q E Q E Q E Q E Q E Q E Q E
C 10:0 o0 01 00 04 00 00 OO 01 OO O0O6 00 00 00 06 00 00
Cc12:.0 o0 03 00 04 00 03 00 04 00 O0O7 OO0 28 00 03 00 09
C 14:.0 o0 01 00 00 OO0 01 OO 03 02 05 12 26 00 03 00 03
C 15:.0 o0 00 o000 00 OO0 00 OO OO0 OO OO0 04 71 00 00 00 00
C 16:0 10,7 12,2 10,8 133 49 6,7 106 135 12,1 139 16,0 153 6,8 8,7 249 287
Cc16:1 o7 08 00 00 03 04 01 00 08 08 69 57 01 00 03 08
C 17:0 o0 01 00 00 02 00 OO 00 OO OO0 07 14 00 00 03 0,0
C 18:0 35 39 40 48 27 37 42 57 44 58 46 69 36 45 329 241
c18:1 759 723 232 224 606 569 261 329 253 212 572 36,8 28,2 26,6 34,7 32,6
C18:2 6,0 56 524 449 189 150 493 333 477 313 19 12 576 498 3,7 54
C 18:3 o6 05 70 58 83 63 59 27 56 32 08 00 03 03 03 00
C 20:0 o0 04 02 07 02 05 02 07 02 12 10 15 01 104 00 09
C 20:1 00 00 00 00 OO 00 OO OO0 OO OO0 OO O00 00 00 00 00
C 22:0 00 00 00 00 OO 00 OO OO0 OO OO0 OO 00 00 00 00 00

Cc181-OH 00 00 O00 00 OO0 00 OO O00 OO o000 OO0 O00 00 00 00 00
outros 25 38 24 75 39 100 37 103 37 20,7 94 187 32 84 29 63

Acidos

Identificados 97,5 96,2 97,6 925 96,1 90,0 96,3 89,7 96,3 793 90,6 813 968 916 97,1 937
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0




Tabela 5 - Perfil de acidos graxos dos substratos lipidicos obtidos ap6s hidrdlise quimica (Q) ou enzimatica (E) com lipase de C. gloeosporioides

(continuagéo)

Acidos Gergelim Dendé Alho Amendoim Milho Linhaca Mamona Babosa

Q E Q E Q E Q E Q E Q E Q E Q E
C 10:0 00 00 00 11 0,0 00 00 o000 00 OO 00 O02 00 OO0 00 021
Cc12:.0 00 04 00 1,7 0,2 04 00 10 00 O5 00 02 00 01 00 0,3
C 14:.0 00 03 08 22 08 02 00 02 00 OO OO0 O1 00 OO0 00 0,3
C 15:.0 00 00 00 00 04 34 00 00 OO0 OO OO0 OO O00 OO0 00 0O00
C 16:0 93 12,2 368 285 83 116 103 135 129 160 6,7 85 27 1,7 11,0 13,0
c16:1 02 04 02 00 05 00 00 o000 02 00 01 01 00 OO0 00 0,2
Cc 170 00 00 01 00 04 00 00 o000 00 OO 00 O1 00 OO0 00 0,0
C 18:0 42 66 48 73 39 50 42 63 27 36 54 62 20 15 35 43
c18:1 411 37,6 432 341 211 242 433 305 32,7 312 19,2 187 60 49 269 244
C18:2 416 284 125 116 385 395 319 325 466 389 138 125 158 13,4 49,3 438
C 18:3 05 07 04 19 40 35 02 26 13 12 526 459 12 08 54 52
C 20:0 01 09 00 20 03 o8 00 11 02 05 00 06 18 19 05 0,7
C 20:1 00 00 00 00 0,0 00 18 31 00 O00 00 00 63 43 00 00
C 22:0 00 00 00 00 00 o0 38 18 00 00 00 00 00 02 00 0,0
C18:1-OH 00 00 00 00 0,0 00 17 07 00 00 00 00 64, 440 00 0,0
outros 29 125 12 95 21,7 115 29 66 34 81 21 71 100 272 34 17
Identificados 97,1 875 988 905 783 885 97,1 934 966 919 979 929 359 728 96,6 923

Total

100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

69
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Entretanto, uma parte dos &cidos oleico (Figura 21) e linoleico (Figura 22), presentes
nos triglicerideos ndo foram convertidos em &cidos graxos livres através da acdo da lipase. No
acido oleico, ocorreram as maiores diferencas entre a % de &cido oléico do substrato e do
hidrolisado ([% de hidrélise quimica - % de hidrdlise enzimatica]*100 / % de hidrolise
quimica) em 6leo de tutano (35,5 %), amendoim (29,6 %), dendé (21,1 %) e mamona (17,2
%). Quanto ao &cido linoleico isso foi observado nos 6éleos de tutano (38,6 %), soja residual
(34,4 %), améndoas (32,5 %) e gergelim (31,6 %).
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FiFigura 21 - Concentracéo de C18:1 (6mega 9, &cido oleico) gerada por hidrolise quimica e enzimatica
usando lipase de C. gloeosporioides, em diferentes 6leos
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FiFigura 22 - Analise da concentracdo de C18:2 (6mega 6, &cido linoleico) gerada por hidrélise
quimica e enzimatica usando lipase de C. gloeosporioides, em diferentes 6leos
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6.4.2 Atividade de transesterificacdo

Observou-se que a lipase de C. gloeosporioides foi capaz de realizar transesterificagdo em
meio organico (hexano) (Figura 23), mostrando maior atividade em alcoois de cadeia curta. A
transesterificacdo com maior rendimento ocorreu quando foi utilizado propanol (5,4.107
U.kgt.min’Y) e 0 menor rendimento ocorreu quando foram usados butan-1-ol e dodecanol. A
enzima usada mostrou maior predilecdo por alcoois de cadeia de até trés carbonos, em reacdes
de transesterificacdo. Essa caracteristica é interessante uma vez que outras lipases, tais como
as obtidas de Aspergillus niger mostraram, ao contrario, maiores atividades de esterificacdo
quando se usava pentanol em vez de metanol e etanol em reacdes com o &cido laurico
(MUSTRANTA et al., 1993).
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FiFigura 23 - Atividade de transesterificacdo da lipase de C. gloeosporioides com
alcooisgura 23 - Atividade de transesterificacdo da lipase de C. gloeosporioides

Nao ha diferenca significativa entre metanol e etanol como substrato dessa reagéo, assim como entre butan-1-ol e dodecanol.

Os demais sdo significativamente diferentes, para um o = 0,05 %.

6.4.3 Atividade de esterificacdo

A capacidade da lipase de C. gloeosporioides em reacdo de esterificacdo foi avaliada
também na sintese do butirato de butila e do acetato de butila (ésteres utilizados na industria

alimentar para produzir, por exemplo, flavorizantes com aroma de abacaxi) e oleato de butila
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(aditivo de biodiesel). Foram realizados experimentos de esterificacdo por 24 h, com a razéo
molar &lcool/acido 1:1 em heptano, na auséncia de 4gua. As quantidades de butirato de butila,
acetato de butila e oleato de butila sintetizadas foram 70, 14 e 40%, respectivamente (Figura
24). Bayramoglu et al. (2011) mostraram um rendimento de 42,6% da sintese de butirato de

butila usando lipase de Mucor miehei, em condi¢Ges semelhantes.
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FiFigura 24 - Atividade de esterificacdo lipase de C. gloeosporioidesgura 24 -
Atividade de esterificacdo lipase de C. gloeosporioides

7.

DISCUSSAO

As enzimas dos micro-organismos desempenham um importante papel na utilizacdo das
fontes de carbono, facilitando a sobrevivéncia microbiana até em ambientes mais indspitos
(ABRANCHES et al.,, 1997). C. gloeosporioides tem reconhecida atividade lipolitica
(COLEN et al., 2006; CHEN et al., 2007; BALAJI e EBENEZER, 2008). No presente
trabalho, este fungo produziu um preparado enzimatico contendo alta atividade lipolitica,
obtida por fermentacdo em substrato liquido. Essa lipase do preparado enzimatico apresentou
estabilidade térmica por muito tempo em sua temperatura otima. Esta longa estabilidade é
interessante, pois certas aplicacdes de lipase implicam em processos longos que demandam
enzimas estaveis. A lipase apresentou melhor estabilidade em pH 6, semelhante ao que foi
observado para lipase de Mucor griseocyanus (COCA e DUSTET, 2006), mas foi ativa em
uma ampla faixa de pH, com predilecdo por condicbes levemente alcalinas (pH 8, 9, 10 11),
corroborando com outros estudos, os quais descrevem outras enzimas alcalinas produzidas
por essa espécie (DUNAEVSKY et al., 2007). O pH étimo alcalino (cerca de 9-10) ja foi

previamente descrito para enzimas lipoliticas de C. gloeosporioides (DICKMAN et al., 1982),
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Colletotrichum lagenarium (BONNEN e HAMMERSCHMIDT, 1989) e Fusarium solani f.
pisi. (PURDY e KOLATTUKUDY, 1975).

Lipases estaveis abaixo de 60 °C, com tolerancia a meio alcalino, sdo interessantes para
aplicagdes na industria de formulacdes detergentes (SANGEETHA et al., 2010) porque as
enzimas usadas nessas industrias precisam ser ativas e estaveis nas condi¢des alcalinas de
lavagem. A compatibilidade com agentes oxidantes e surfactantes e capacidade de agir sobre
uma grande diversidade de substratos, também sdo caracteristicas importantes para uso de
lipases nessa industria (JELLOULI et al., 2011; CHAUHAN et al., 2013). A agdo sobre
diferentes substratos aumenta a efetividade da enzima sobre manchas de diferentes origens.
Os resultados do presente trabalho demonstraram indicios de aplicabilidade da lipase de C.
gloeosporioides, em formulagdes detergentes, uma vez que esta apresentou atuacdo em uma
diversidade de materiais graxos (16 6leos) além da capacidade de tolerar pH alcalino e
estabilidade térmica até 60 °C.

A lipase de C. gloeosporioides catalisou reacdes de hidrolise, transesterificacdo e
esterificacdo. Foi capaz de hidrolisar substratos oleaginosos com uma diversa composicao de
triglicerideos (tanto em relacdo ao tamanho da cadeia quanto ao grau de saturacdo). A lipase
de C. gloeosporioides mostrou atividade sobre um bom espectro de substratos, corroborando
com relatos anteriores de Colen et al. (2006). Outras lipases de fungo também foram descritas
como capazes de aceitar diversidade de substratos, como uma lipase de Rhizopus oryzae
(HIOL et al., 2000). Esses resultados permitem sugerir que diferentes 6leos poderiam ser
utilizados como fonte de carbono e energia, para o cultivo de C. gloeosporioides, como 0leo
residual de soja. 1sso poderia reduzir a concentracdo de componentes tradicionais de meios de
cultivo, que sdo mais caros. De acordo com Abdelmoez et al. (2013) e Salihu et al. (2012), a
bioconversdo de residuos, da agricultura por exemplo, na producdo de lipase e outros
produtos sera cada vez mais uma prioridade dentro da biotecnologia.

Lipases obtidas de fungos distintos apresentam preferéncias por substratos diferentes.
Penci et al. (2010), utilizando uma fosfolipase comercial de Aspergillus oryzae também
obteve maior rendimento de hidrélise sobre 6leo de soja do que 6leo de girassol. Os valores
de hidrdlise encontrados no presente trabalho foram altos comparados com a literatura. Freitas
et al. (2007), por exemplo, mostraram rendimentos de hidrélise sobre dleo de soja inferiores
usando preparado enzimatico bruto comercial contendo lipase de Candida rugosa e
Thermomyces lanuginosa (70 e 50 % de hidrolise, respectivamente).

Na industria oleoquimica, lipases tém sido utilizadas para a producdo de acidos graxos a
partir da sua acdo catalitica sobre matérias-primas de fontes renovaveis como 6leos naturais e

gorduras (MURTY et al., 2002) tais como 6leo de girassol, coco, milho, oliva, farelo de arroz,
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bem como sebo e tutano. O tipo de acidos graxos obtido depende da composicdo do 6leo
natural e da especificidade da enzima. O perfil de acidos graxos encontrado nos 0leos
estudados é condizente com a tabela de composicdo de alimentos brasileira (TACO)
(TABELA, 2006) para azeite de oliva e de dendé (oleico, palmitico, linoleico), para semente
de amendoim (oleico, linoleico, palmitico), para soja, girassol, gergelim e milho (linoleico,
oleico, palmitico), canola (oleico, linoleico, a-linolenico) e semente de linhaga (a-linolenico,
oleico, linoleico). O 6leo de améndoas apresentou como &cidos graxos principais o linoleico,
oleico e palmitico, similar ao encontrado por Maestri et al. (2015) em améndoas argentinas,
enquanto que a manteiga de cacau apresentou acido oleico, estearico e palmitico, similar ao
relatado por Lipp e Anklam (1998) para manteiga de cacau brasileiro. Os principais acidos
graxos detectados em tutano foram acido oleico e palmitico, similar ao relatado por Abd-El-
Aal e Mohamed (1989) para tutano de boi.

Segundo Nelson e Cox (2014), o 6mega 3 (como a-linolénico C18:3) e dmega 6 (como o
linoleico C18:2) séo acido graxos essenciais para humanos porque seu metabolismo € incapaz
de formar as ligaces duplas nas posicdes 6mega 3 e 6 da cadeia carbbnica e entdo, toda a
fonte desses nutrientes é proveniente da alimentacdo. O 6mega 9 (como o acido oleico C18:1)
também é essencial, mas pode ser sintetizado se houver reservas corporais de dmega 3 e 6.
Nesse contexto, o uso de lipase de C. gloeosporioides sobre os substratos escolhidos foi
eficiente em gerar concentrados de acidos graxos essenciais.

No presente trabalho, a capacidade de liberacdo dos acidos graxos da lipase parece ndo
estar relacionada ao tipo de acido, uma vez que 0 mesmo &cido graxo em diferentes substratos
teve diferentes taxas de conversao em acido graxo livre. Isso pode estar relacionado a posicao
que esses acidos graxos ocupam no esqueleto do triglicerideo dos 06leos escolhidos, uma vez
gue um acido graxo pode estar na posicdo 1,3 ou na posicdo 2 do triglicerideo e cada lipase
tém especificidade por uma posicdo diferente. Segundo Sharma et al. (2013) lipases de
diferentes fontes microbianas, plantas ou animais podem ter especificidade diversa em relacéo
a hidrélise de um mesmo 6leo e que algumas podem ser ndo especificas, e outras podem ser
especificas (posicdo 2 ou 1, 3), dependendo dos aminoacidos que compde 0 seu sitio ativo.
Shimada et al. (1997), por exemplo, relataram uma lipase de Rhizopus delemar especifica
para a posicao 1,3 do triglicerideo.

A hidrdlise enzimatica tem a vantagem de nédo ser tdo extrema como a hidroélise quimica,
pois ocorre sob condi¢cdo amena de pressao e temperatura (ABDELMOEZ et al., 2013). Além
disso, por meio da especificidade das enzimas, podem ser gerados além de &cidos graxos
livres, mono e diglicerideos importantes. Estes Gltimos tém propriedades emulsificantes e, por

serem menores que os triglicerideos, sdo tao assimilaveis pelo organismo humano no intestino
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delgado quanto os acidos graxos livres, porém com mais resisténcia a deterioracdo oxidativa
(CARVALHO et al., 2009).

O 6leo de soja residual, proveniente de sobras domésticas, possui grande concentracao de
acidos graxos livres, 0s quais podem ter potencial para desestabilizar a estrutura enzimatica. A
lipase de C. gloeosporioides mostrou-se estavel nesse substrato e promoveu sua hidrdlise com
grande rendimento (87,6%). Essa estabilidade e bom rendimento indicam caracteristicas dessa
enzima interessantes para a producao de biodiesel sobre fontes de 6leos residuais. Além disso,
a lipase de C. gloeosporioides apresentou notavel estabilidade em solventes imisciveis com
agua, bem como uma boa tolerancia a baixas concentracfes de solventes misciveis com agua,
caracteristicas de interesse de industrias que demandam reacGes de esterificacdo e
transesterificacdo em meio organico, tais como sintese de ésteres de aroma e producdo de
biodiesel.

Lipases podem realizar reacfes de esterificacdo em meios com baixo contetdo de agua
(SINGH e MUKHOPADHYAY, 2012). Solventes orgénicos imisciveis com agua s&o meios
de reacdo preferenciais nesses casos, pois permitem maior solubilidade dos substratos. Ao
contrario de solventes misciveis, eles ndo contribuem para o desaparecimento da camada
aquosa, que € fundamental para o correto dobramento e estabilidade da enzima
(TAMALAMPUDI et al., 2007). Os solventes misciveis com agua tais como alcoois de
cadeia curta, por sua vez, sdo substratos comuns em reacOes de esterificacdo mediada por
lipase (MUSTRANTA et al., 1993; TAN et al., 1996). Assim, estabilidade destas enzimas
frente a solventes misciveis com agua também é necessaria para um desempenho eficiente
destes catalisadores.

O preparado enzimatico contendo enzima lipolitica de C. gloeosporioides foi capaz de
realizar transesterificacdo entre o palmitato e os diferentes alcoois usados, sendo que o
processo teve maior rendimento quando foram usados alcoois de cadeia curta (metanol, etanol
e propanol). Usando o mesmo protocolo, Teng e Xu (2007) relataram alta taxa de
transesterificacdo (70 % de rendimento) do etanol em ésteres etilicos pela lipase produzida
por Penicillium sp.. Goujard et al. (2009) também demonstraram, a partir do mesmo
protocolo, a transesterificacdo entre etanol e acido palmitico (560 umol.g*.min?) por lipases
comerciais parcialmente purificadas. Os rendimentos mais baixos encontrados no presente
trabalho (maximo de 0,0004U.kg™.min"!) em relacdo aos dados da literatura citada, podem ser
devido ao uso, no presente trabalho, de um preparado enzimatico, enquanto os trabalhos de
Teng e Xu (2007) e Goujard et al. (2009), os quais obtiveram rendimentos mais

proeminentes, usaram lipases parcialmente purificadas.



7

O preparado enzimético contendo enzima lipolitica de C. gloeosporioides mostrou
capacidade de sintetizar ésteres, com particular eficiéncia na sintese de butirato de butila,
alcangando alta taxa de conversdo. Esses resultados permitem indicar seu potencial para a
sintese de ésteres como agentes do flavor na industria de alimentos. Esterificacbes conduzidas
por outras lipases microbianas ja foram descritas por Tan et al. (1996), os quais aplicaram
lipase de Pseudomonas na sintese de octanoato de butila, um éster com aroma Frutal. Weber
et al. (2001 e 2002), usaram lipase de Candida rugosa na esterificacdo de fitoesterois com

acidos graxos, para 0s quais sugere-se 0 uso como aditivos em alimentos.
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CONCLUSAO

C. gloeosporioides apresentou-se um bom produtor de lipase nas condigdes de
fermentacdo em substrato liquido e um acompanhamento por 96 h sugeriu que a lipase
secretada esta associada ao crescimento do fungo. O tempo de produgdo méxima da enzima
ocorreu em 48 h de fermentagdo. As técnicas empregadas foram suficientes para purificar
parcialmente e caracterizar a enzima produzida pelo fungo C. gloeosporioides e a técnica de
zimograma aplicada foi muito eficiente na deteccdo da banda com atividade lipolitica e foi
imprescindivel para estimar a massa molecular da lipase de cerca de 18 kDa.

A lipase contida no preparado enzimatico produzido por C. gloeosporioides foi estavel
em diferentes sais e solventes misciveis e imisciveis com agua, apresentou estabilidade
térmica em até 60 °C e em ampla faixa de pH, com melhor atividade em meio alcalino.

A lipase contida no preparado enzimatico promoveu tanto reagdes de hidrélise quanto
transesterificacdo e esterificacdo com versatilidade sobre diferentes substratos. Na hidrolise, a
lipase foi capaz de gerar concentrados de acidos graxos essenciais e obtiveram-se maiores
rendimentos quando 0leo de oliva, soja, canola e améndoas foram usados como substrato.

Observou-se a capacidade de esterificacdo da lipase contida no preparado enzimatico e
foram obtidos bons rendimentos de butirato de butila, o qual tem aroma de abacaxi e €
utilizado na industria de alimento.

Os resultados permitiram sugerir que a lipase de C. gloeosporioides tém caracteristicas
favoraveis para aplicacdo na industria de detergentes, na producdo de concentrados de acidos
graxos e em processos de producdo de ésteres aplicados como flavor na industria de

alimentos.
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CAPITULO Il CONTEUDO DE FENOIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Morus
alba

9. INTRODUCAO

M. alba, amoreira, é uma planta de grande interesse econdémico que pertence a familia
Moraceae, ordem Urticales (DONNO et al., 2015). As frutas da amoreira sdo usadas na
alimentacdo humana enquanto sua folhagem é a Gnica fonte de nutrientes para o crescimento
do bicho-da-seda (BUTT et al., 2008). E uma espécie nativa da Africa embora atualmente seja
cultivada de maneira cosmopolita (NODA et al., 2004).

A sericultura € o principal processo que impulsionou o melhoramento genético de M.
alba levando ao surgimento de inimeras variedades ao redor do mundo, sendo 90 variedades
brasileiras em trés colecbes de cultura (MARTIN et al., 2014). Em Cuba, a Estacion
Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey (EEPF-IH) é um dos centros de
melhoramento genético de Morus para a sericultura e sua colecdo de culturas conta com
variedades obtidas de diferentes paises como Costa Rica, Coreia do Sul, China e Espanha.
Dentre as variedades armazenadas na EEPF-IH estdo as variedades naturais Cubana,
Indonesia, Murcia, Tigreada, University, YU-12,YU-62 e as hibridas 1Z 13/6, 1Z 15/7, 1Z 40,
I1Z 56/4 e 1Z 64, as quais tém sido utilizadas em diferentes estudos agrondmicos.

Além do valor nutritivo dos frutos de M. alba, outras partes desta planta tém sido
relatadas com atividades bioldgicas, tais como tronco com atividade antioxidante (NAM et
al., 2012), anti-tlcera (AHMAD et al., 2013) e antinflamatoria (RIVIERE et al., 2014). Para
as folhas de M. alba, efeito vasodilatador, (KURNIATI et al., 2014) e antiglicemiantes
(JESZKA-SKOWRON et al., 2014) sdo relatados, enquanto, atividade antitirosinase
(CHANG et al., 2011) tém sido descrita para galhos de M. alba. As frutas também possuem
potencial de ativacdo de macrofagos (KIM et al., 2013) e atividade antioxidante (DONNO et
al.,, 2015). Cascas de raiz tambéem tém demonstrado atividade biolégica como
hipocolesterolémica, antioxidante (EI-BESHBISHY et al., 2006), antinflamatoria e anticancer
(EO et al., 2014).

Compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios que protegem as plantas contra
danos de patdgenos e estresse ambiental (PAREDES-LOPEZ et al., 2010). O consumo
humano dessas substancias, entre os quais estdo os flavonoides, tem sido correlacionado com
a reducdo dos efeitos deletérios da producdo descontrolada de radicais livres, devido a sua
atividade antioxidante (BENVENUTI et al., 2004). Mecanismos de acdo antioxidante séo

muito complexos, incluindo a doag&o de elétrons, que atuam reduzindo a oxidagdo de lipidios
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(HUANG et al., 2005; EI-BESHBISHY et al., 2006). Outros mecanismos incluem doacdo de
hidrogénio para reduzir as espécies reativas de oxigénio, as quais podem causar alteracfes no
DNA e levar ao aparecimento de canceres (VILLANO et al., 2007).

A concentracdo dos compostos fendlicos de M. alba bem como sua atividade
antioxidante pode ser muito afetada pelas condi¢cbes ambientais, de armazenamento, pela
regido geogréfica, variedade e a parte da planta utilizada na avaliagdo bioldgica (PAREDES-
LOPEZ et al., 2010). Na literatura, existem apenas alguns relatos sobre as atividades
bioldgicas de extratos da raiz de M. alba (EI-BESHBISHY et al., 2006; EO et al., 2014). O
uso de raizes na alimentacdo como uma fonte de metabdlitos com atividade bioldgica é
subexplorada na literatura, embora seja de grande interesse econémico, uma vez que, por
exemplo, rizomas de Zingiber officinale, gengibre, sdo muito utilizadas para compor o aroma
e sabor de diversas bebidas. Esse rizoma tem demonstrado atividade antioxidante em niveis
mais altos do que substéncias utilizadas como conservantes em alimentos (SINGH et al.,
2008).

A toxicidade associada a antioxidantes sintéticos utilizados como conservantes em
alguns alimentos, as restricdes legais impostas a sua utilizacdo e o conhecimento crescente
dos efeitos saudaveis de nutracéuticos na dieta tém levado ao aumento da busca por novos
antioxidantes naturais (BUTT et al., 2008; EGEA et al., 2010). Nesse sentido, o objetivo
desta parte do presente trabalho foi comparar o conteddo de compostos fendlicos e
flavonoides de extratos preparados a partir de diferentes variedades de M. alba e determinar
sua atividade antioxidante por diferentes mecanismos, visando descobrir aplicagdes para

raizes de M. alba, as quais atualmente podem ser consideradas como residuo agroindustrial.

10. METODOLOGIA

10.1 Materiais

A avaliacdo da atividade antioxidante, do conteldo de compostos fendlicos e
flavonoides foram realizados no laboratério de Biotecnologia Vegetal, na Estacion
Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey, que pertence a Universidad de Matanzas
Camilo Cienfuegos, em Cuba, com a colaboracdo da Professora Dra. Maykelis Dias Solares.

Todos os solventes e reagentes utilizados foram obtidos em grau analitico. Os
solventes (etanol, metanol e hexano), acidos e sais foram adquiridos da Vetec Quimica Fina
LTDA (Rio de Janeiro, Brasil). Acido ascérbico, quecertina, ABTS, DPPH, hidroquinona e
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acido gélico foram adquiridos da Sigma-Aldrich, Inc (Sdo Paulo, Brasil). O reagente de Folin-
Ciocalteu foi comprado da Merck (Darmstadt, Alemanha).
10.2 Obtencéo das plantas e extratos

Todas as plantas utilizadas no presente trabalho foram obtidas na Estacion
Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey, na Universidad de Matanzas Camilo
Cienfuegos, em Perico, Cuba. Foram utilizadas doze variedades de Morus alba: Cubana,
Indonesia, 1Z 13/6, 1Z 15/7 1Z 40, 1Z 56/4, 1Z 64, Mureia, Tigreada, Universidad, YU-12,
YU-62.

As raizes secas de cada variedade (1 kg) foram pulverizadas e extraidas com hexano,
etanol e agua destilada por percolagcdo. ApOs extracdo exaustiva, o solvente foi removido
usando o evaporador rotativo a vacuo. Os extratos de cada solvente foram identificados e

armazenados sob refrigeracdo até 0 momento das analises.

10.3 Atividade antioxidante total (método do fosfomolibdénio)

Para avaliar a atividade antioxidante total dos extratos utilizou-se a metodologia de Prieto
et al. (1999). O extrato (0,1 mL), dissolvido em solvente (agua, etanol ou hexano) foi
adicionado a 3 mL de solucéo reagente (acido sulfurico de 0,6 mol.L*, fosfato de s6dio 28 m
mol.L™, molibdato de amdnio 4 m mol.L™). O contetido foi misturado e incubado por 90 min
a 95 °C. Apds arrefecimento a temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram
lidas a 695 nm contra um branco (solvente e solucdo reagente). Os resultados foram expressos

em equivalentes de acido ascdrbico (mmol de &cido ascdrbico.L1 ou g* extrato).

10.4 Poder redutor férrico (método do ferrocianeto)

A capacidade antioxidante de reduzir ions de Ferro Il foi avaliada por meio do
método de Oyaizu et al. (1986). A técnica consistiu em misturar entre 0,25 mL de extratos de
M. alba (100 pg.mL™), tampao fosfato (0,2 mmol.L?, pH 6,6) e 0,625 mL ferrocianeto de
potassio 1 % (m/v). Apds a homogeneizacdo, as amostras foram incubadas por 20 min a 50
°C. Em seguida 0,625 mL de &cido tricloroacético 10% (p/v) foi adicionado e a mistura foi
centrifugada (3000 rpm, 10 min). Uma aliquota do sobrenadante (0,18 mL) foi coletada e
misturada com 1,8 mL de agua e 0,36 mL de cloreto férrico (0,1 %, p/v). A leitura de
absorbancia foi entdo realizada a 700 nm e os resultados obtidos foram convertidos em % de

poder redutor férrico comparado ao padrdo, acido ascorbico.
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10.5 Capacidade antioxidante de sequestro de radicais ABTS e DPPH

A avaliagdo de atividade de captura de radicais livres seguiu duas metodologias. A
técnica de captura de radicais 2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfonico] (ABTS)
(JOHNSTONE et al., 2006) consistiu na preparacdo de uma solugdo ABTS (7 mmol.L?
ABTS e persulfato de potassio 2,4 mmol.L?, incubados por 12 h, no escuro) e dilui¢do esta
solucdo em metanol até obter uma absorbancia de 0,708 + 0,001 a 734 nm. Em seguida, 1 mL
dessa solucédo reagiu com 1 mL dos extratos (2,5-125 pg.mL™) por 7 min. As leituras das
absorbéancia a 734 nm foram aferidas.

O metodo de captura de 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) (BRAND-WILLIAMS et
al., 1995; RE et al., 1999) consistiu em misturar suavemente os extratos (100-1000 pg.mL™?)
com DPPH 0,3% (solucdo metanodlica). A reacdo ocorreu por 30 min, no escuro. Em seguida,
a absorbancia foi medida a 517 nm. Nos dois ensaios, o acido ascorbico foi usado como
controle positivo, sendo preparado um branco com metanol/etanol no lugar dos extratos e a
atividade antioxidante foi expressa como Isp, OuU Seja, a concentragdo de extrato necessaria

para capturar 50% dos radicais livres em solucao.

10.6 Fenois totais

A técnica de deteccédo de fenois totais utilizada foi 0 método de Folin-Ciocalteu (GAO et
al., 2000). Essa metodologia consistiu em misturar os extratos das variedades de M. alba (0,5
mL - 1000 pg.mL?) com 2,58 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. Depois de 3 min, uma
solucdo saturada de carbonato de sddio (0,3 mL) foi adicionada a mistura que, em seguida, foi
incubada por 20 min a temperatura ambiente. A absorbancia foi lida a 760 nm e os resultados

foram expressos em equivalentes de acido galico (g acido galico/100 g extrato).

10.7 Flavonoides totais

Os flavonoides totais foram avaliados por meio do método de cloreto de aluminio
(YANG et al., 2007). Aliquotas dos extratos (0,5 mL), agua (2,5 mL) e nitrito de sédio (150
pL) a 5 % (p/v) foram combinados, fortemente agitados em vortex (10 s). Depois de 5 min em
repouso, 300 pL de cloreto de aluminio 10 % (p/v), 1 mL de NaOH (1 mmol.L ™) e 550 pL de

agua foram adicionados. Esta mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura ambiente
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por 15 min. A absorbancia das amostras foi lida a 510 nm e os resultados foram expressos em
equivalentes de quecertina (ug quecertina.g? extrato).

10.8 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por ANOVA (one-way) e por testes de comparacao de
medias (Tukey e Dunnett). Microsoft Excel 2010 (Roselle, IL, EUA) foi usado para as
avaliacOes. CorrelacBes entre contetdo de fenois e atividade antioxidante foram avaliados

pelo coeficiente de correlacdo de Pearson (r) com P <0,05.

11. RESULTADOS

As 12 variedades de M. alba foram avaliadas quanto ao seu potencial antioxidante por
diferentes métodos. Os extratos etandlicos apresentaram atividade antioxidante total mais alta
do que os extratos hexanicos - 0s menos ativos - e aquosos, como pode ser observado na
Figura 25. Dentre os extratos etandlicos, as variedades 1Z 13/6 e 1Z 15/7 mostraram as
maiores atividades, sendo que a atividade da variedade 1Z 15/7 chegou a 891 mmol &cido
ascorbico/g extrato (Figura 25). Dentre os extratos hexanicos, as variedades Cubana, 1Z 13/6 e
Universidad obtiveram os melhores resultados (160, 152,5 e 141,5 mmol &cido ascorbico/g
extrato, respectivamente). A atividade dos extratos aquosos neste ensaio foi relevante,
chegando quase a se equiparar com a atividade dos extratos etandlicos, como € o0 caso das

variedades Universidad e YU-62.
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FiFigura 25 - Atividade antioxidante total dos extratos das raizes de M. alba
obtidos em diferentes solventesgura 25 - Atividade antioxidante total dos

extratos das raizes de M. alba obtidos em diferentes solventes N
a

avaliagdo quanto ao poder redutor férrico, os extratos etandlicos também obtiveram, em
media, valores mais proeminentes do que os demais extratos como mostrado Tabela 6. Dentre
estes extratos, as variedades 1Z 64, YU-62 e IZ 13/6 demonstraram possuir maior eficiéncia
em reduzir os ions férricos (47,4; 46,2 e 43,2 %, respectivamente) (Tabela 6). As substancias
dessas variedades com capacidade de reduzir os ions férricos foram extraidas junto com
outras substancias ndo antioxidantes de mesma polaridade e ainda assim alcangaram cerca de
50% de eficiéncia quando comparado com o padrdo acido ascorbico. As variedades
Universidad, Murcia e 1Z 64 tiveram maior poder redutor férrico dentre as variedades em

extrato aquoso.

Tabela 6 - Poder redutor férrico de raizes de variedades de M. alba obtidos em diferentes

solventes

Variedades Absorbancia a 700 nm
de M. alba /
Extrato Extrato Extrato
Padrao %@ % %°
hexanico etandlico aquoso
Acido

o 1,65 100 1,95 100 259 100
ascorbico

Cubana 0,15 9,3 0,81 414 0,78 30,2
Indonesia 0,18 11,1 066 336 0,68 26,1
1213/6 0,09 5,6 0,84 432 065 250
1z15/7 0,06 3,7 0,69 353 0,68 264
1240 0,04 2,4 0,67 343 0,64 24,7
1256/4 0,04 2,2 0556 284 0,60 2372
1Zz64 0,10 6,3 092 474 085 326
Murcia 0,05 2,7 056 288 086 332
Tigreada 0,06 3,8 0,80 409 0,75 288
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Universidad 0,11 6,6 0,74 378 101 3838
YU-12 0,12 7,0 0,67 344 084 3272
YU-62 0,11 6,6 0,90 46,2 0,71 27,3
Média 5,6 37,6 29,0

abc Porcentagens

calculadas considerando a absorbancia do acido ascorbico nas condicGes de ensaio como 100%.

Na avaliacdo da captura de radicais livres usaram-se os radicais DPPH e ABTS e os
resultados da concentragdo (1g.mL™) dos extratos responsavel por capturar 50 % dos radicais
em solucdo (Iso) estdo expressos na Tabela 7. Nesse ensaio, quanto mais baixo for o valor de

Iso, mais eficiente em capturar radicais livres € o extrato, ou seja, 0 Isp € inversamente

proporcional a sua atividade antioxidante de captura de radicais livres.

Tabela 7 - Atividade de captura de radicais livres (ABTS/DPPH) de extratos das variedades de

M. alba obtidos em diferentes solventes

Variedades DPPH? ABTSP
de M. alba Extrato Extrato Extrato Extrato Extrato Extrato

hexanico etanolico aquoso  hexanico etandlico aquoso

Cubana 1824,2 429,0 812,1 326,3 23,8 87,4
Indonesia  1916,6 733,6  1014,0 91,2 34,8 75,1
1Z 13/6 1215,0 642,2 866,8 509,0 29,1 112,3
1Z 15/7 563,4 599,4 654,3 158,6 36,5 87,4
1Z 40 539,6 568,8 791,5 89,9 28,6 69,0

1Z 56/4 1191,3 792,6 839,0 178,2 34,3 83,0
1Z 64 808,8 378,1 717,1 204,6 13,2 53,8
Murcia 593,2 667,7 912,9 169,2 37,8 94,4
Tigreada 13449 591,8 615,1 187,7 29,5 85,0
Universidad 2013,5 826,5 842,8 315,2 33,2 85,9

YU-12 1210,0 934,6  1069,8 290,1 32,2 96,6
YU-62 828,5 668,3  1181,2 180,6 26,0 120,5

Acido

) 63,7 59,2 59,7 48,0 6,3 11,6
ascorbico

ab Concentracio (ug/mL) de extratos necesséria para causar uma inibicdo de 50% dos radicais

DPPH/ABTS radical, nas condigdes de ensaio (respectivamente).
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Considerando o ensaio usando radicais DPPH, nos extratos etanolicos, as variedades mais
ativas foram 1Z 64 e Cubana. Dentre os extratos aquosos foram das variedades Tigreada, 1Z
15/7 e 1Z 64, enquanto em extratos hexanicos as mais ativas foram as variedades 1Z 40, 1Z
15/7, Murcia, 1Z 64 e YU-62.

Ainda observando a capacidade de captura de radicais livres o teste com o ABTS foi
realizado e a variedade 1Z 64 foi mais ativa, independente do solvente de extracdo utilizado
(hexano, etanol e agua), como pode ser visto na Tabela 7. A menor concentracdo de extrato
necessaria para inibir 50% dos radicais ABTS em solucéo, entretanto, foi obtida quando se
empregou o extrato etandlico de 1Z 64 (Tabela 7). A captura do radical ABTS mostrou-se

dose dependente, como representado na Figura 26.
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FiFigura 26- Inibicdo do radical ABTS demonstrada pelos extratos etanolicos de

raizes de M. alba

A média dos valores encontrados para os diferentes extratos de raizes de variedades de M.
alba mostraram que tanto na captura de radicais ABTS quanto DPPH, os extratos etandlicos
foram mais eficientes uma vez que obtiveram os menores valores de Iso (Tabela 7).

Na determinacdo de fenois totais, as variedades com os melhores resultados (Figura 27)
foram 1Z 64 (extrato etanolico), e os extratos aquosos das variedades 1Z 13/6, Universidad e
YU-12. Pode-se observar também que a maior concentracdo de fenois foi obtida nos extratos

etanolicos, seguido dos aquosos e hexanicos (Figura 27).
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Assim como em fenois totais, 0 maior teor de flavonoides foi observado no extrato
etanolicos da variedade 1Z 64 (Figura 28). Dentre os extratos aquosos, as maiores
concentracdes de flavonoides foram observadas nas variedades 1Z 13/6, 1Z 64, 1Z 15/7 e

Indonesia (Figura 28).
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Analisando os extratos aquosos, observou-se uma correlacdo positiva entre atividade
antioxidante total e a concentracdo de fenois totais (r = 0,78). Considerando os extratos
etandlicos, observou-se correlagdo positiva entre a concentracdo de fenois totais e o poder
redutor férrico (r = 0,82), assim como uma correlagdo negativa entre fenois totais e Iso de
radicais ABTS (r = - 0,91), como pode ser visualizado na Figura 29. Dentro dos extratos
etandlicos também foi vista uma correlagdo negativa entre fenois totais e Iso DPPH (r = -
0,77). Nos extratos hexanicos foi observada uma correlacdo negativa entre fenois totais e Iso
de radicais ABTS (r =-0,72) e Iso DPPH (r =- 0,61).

120 1

- AN 0

Poder redutor férrico (absorbanciaa 700nm)

Fenolicos totais (g acido galico /1000 g extrato)
I, ABTS(concentragio dos extratos empg/mlL

0 T T T T T T T T T 0

Variedades de Morus alba (extratos etandlicos de raiz)

fenolicos totais —#—IS0ABTS =—s—poder redutor férrico

Figura 29 - Correlacéo entre fenois totais e Iso ABTS e poder redutor férrico dos
extratos etanolicos de variedades de M. alba
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DISCUSSAO

O crescente entendimento da correlagdo de fitocomponentes da dieta com a reducdo de
doencgas associadas ao estresse oxidativo tém influenciado a populagdo a consumir mais
alimentos de origem natural (EGEA et al., 2010). Além disso, a correlagcdo entre os
antioxidantes sintéticos usados em alimentos e a sua toxicidade para humanos leva a
restricdes de seu uso e impulsiona pesquisas para encontrar antioxidantes de origem natural
(CHANG et al., 2011). Assim, muitas plantas tém sido avaliadas quanto a sua atividade
antioxidante.

No presente trabalho, 12 variedades naturais e hibridas de M. alba foram avaliadas
quanto ao seu conteudo de fenois totais e flavonoides, bem como quanto aos mecanismos de
atividade antioxidante que apresentavam, como captura de radicais livres (ABTS e DPPH).

Quando se observou a atividade antioxidante total dos componentes dos extratos das
raizes de M. alba concluiu-se que os extratos etanolicos foram 1,4 vezes mais ativos do que 0s
extratos aquosos. Estes ultimos foram 4,6 vezes mais ativos do que 0s extratos hexanicos. A
alta eficiéncia do etanol em extrair fitocomponentes com atividade antioxidante repetiu-se em
todos os ensaios realizados.

O ensaio do poder redutor férrico avalia a capacidade de componentes dos extratos
reduzirem Fe*® para Fe*? (ANDALLU et al., 2014). Nesse contexto, 0s extratos etandlicos das
raizes de M. alba foram muito efetivos, superando resultados relatados para extratos
etanolicos de folhas de espécies do género Morus (M. indica L.) (ARABSHAHI-DELOUEE e
UROOQJ, 2007). Esses extratos demonstraram a capacidade de remover esses ions instaveis,
0s quais, quando presentes em alimentos podem causar ou acelerar a oxidacao lipidica em
alimentos. Assim, as variedades 1Z 64, YU-62, 1Z 13/6 (em extratos etanolicos) Murcia, 1Z
64, YU-12 e Cubana (em extratos aquoso) demonstraram potencial antioxidante.

A capacidade dos extratos de M. alba de estabilizarem radicais livres foi avaliada. Nesse
contexto, Isp do ABTS dos extratos etanolicos foram menores do que dos extratos aquosos e
estes foram menores do que os dos extratos hexanicos. Dentre as variedades observadas com
atividade de capturar radicais DPPH, a mais eficiente foi 1Z 64 (378 pg/mL) em extrato
etanolico. Sua acdo é menos eficiente do que aquela relatada para um extrato de folhas de
Morus (79,53 pg/mL) (ARABSHAHI-DELOUEE e UROOQJ, 2007). O resultado de Iso do
DPPH do extrato etandlico de 1Z 64, associado com a atividade antioxidante total dessa

variedade, permite considerar essa parte da planta como potencial ingrediente na formulacéo
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de alimentos nutracéuticos para evitar a iniciacdo ou propagac¢do da oxidagdo indesejavel em
componentes de alimentos.

Os compostos polifendlicos tém sido relatados como fitocomponentes com atividades
biolégicas como antioxidantes, os quais atuam protegendo lipideos e proteinas contra o dano
oxidativo através da sua capacidade de estabilizar espécies reativas do oxigénio e reduzir
metais instaveis (ANDALLU et al., 2014). A correlagdo encontrada entre os fenois totais e 0s
testes de atividade antioxidante sugere que estes extratos possuam componentes que atuam
por diferentes mecanismos de ag&o.

A correlagdo negativa encontrada entre extratos etandlicos de M. alba e lso ABTS e
DPPH demonstram sua capacidade de capturar e estabilizar radicais livres. A correlagdo é
negativa porque o Iso indica a quantidade de extrato necessaria para neutralizar 50% dos
radicais, logo menos extrato implica em maior atividade. Assim, essa correlagdo sugere que,
mesmo em baixas concentracgdes, esses extratos sao muito eficientes.

A correlacdo positiva entre os fenois totais com o poder redutor férrico sugere um
segundo mecanismo de acdo devido a capacidade de reduzir determinados metais. Esse
resultado € interessante porque alguns metais presentes em alimentos podem acelerar
oxidacdes indesejaveis.

Segundo Paredes-Lopez et al. (2010), diferentes fatores como variedade genética da
planta podem afetar a composicdo e concentracdo dos fenois e, também, a atividade
antioxidante, o que foi corroborado no presente trabalho.

Dentre todas as variedades testadas, pode-se concluir que o extrato etanolico da variedade
I1Z 64 foi a mais eficiente. Essa variedade demonstrou maior poder redutor férrico (Tabela 6) e
melhores Iso para ABTS e DPPH (Tabela 7). Para o ensaio de captura de radicais ABTS, a
variedade 1Z 64 apresentou os melhores valores independentes do solvente usado na extracao.

Por fim, as atividades altas apresentadas pela variedade 1Z 64 esta alinhada com o seu
alto contetdo de fenois (Figura 27, pagina 92) e flavonoides totais (Figura 28, pagina 92),
sendo, este ultimo, notavelmente mais alto do que o observado para os demais extratos

etandlicos.
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13. CONCLUSAO

O potencial de uso da amoreira ndo esta restrito ao consumo do fruto na alimentagéo
humana e folhagem na sericultura. Suas raizes, geralmente consideradas como residuos,
também tém potencial para aplicacbes na industria de conservantes de alimentos e
nutracéuticos.

Os resultados mostraram que extratos hexanicos, etandlicos e aquosos de diferentes
variedades de M. alba tém niveis diferentes de compostos fendlicos e flavonoides que
possuem atividade antioxidante por diferentes mecanismos (captura de radicais livres e poder
redutor férrico). O etanol foi o melhor solvente para extrair compostos com atividade
antioxidante.

A variedade 1Z 64 foi a mais promissora para a sintese de um nutracéutico ou conservante
antioxidante para alimentos uma vez que apresentou concentracdes de fenois e flavonoides,
bem como atividade de captura de radicais livres e poder redutor férrico melhor que as demais
variedades. Os resultados dessa variedade também permitiram inferir que hd componentes de

diferentes polaridade com atividade antioxidante em raizes de M. alba.
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CONCLUSOES GERAIS DA TESE

Foi obtido um preparado enzimético a partir de FSL de C. gloeosporioides em um
meio de cultivo sem glicose, contendo 6leo de oliva como fonte de carbono e indutor da
producéo de enzimas. A presenca de lipase foi determinada no preparado a partir de um teste
de hidrdlise usando o pNPP como substrato da enzima e, a atividade maxima da lipase foi
obtida com 48 h de fermentacdo. Uma sequéncia de ultrafiltracdo com corte de 10 kDa,
filtracdo em gel e cromatografia de afinidade com benzamidina possibilitou a purificagdo
parcial da lipase do preparado e, dentre as fragcOes obtidas, a fragdo “1” continha maior
quantidade de lipase e alcancou a melhor combinacdo rendimento/fator de purificacéo,
apresentando pH 6timo em condic@es alcalinas.

A massa molecular da lipase presente no preparado foi estimada e a enzima foi estavel
em solugdes com diferentes concentracdes de sais e solventes, além de tolerar desde pH
levemente acido até mais alcalino (pH 11). Além disso, a lipase no preparado enzimatico
mostrou atividade hidrolitica e de esterificacdo sobre diferentes substratos, com grande
capacidade de formacdo de butirato de butila (éster aromatico).

A quantidade de componentes fenolicos e os flavonoides variou nas raizes de 12
varidades de M. alba e os extratos etanolicos, em detrimento dos agquosos e hexanicos,
obtiveram as maiores atividades antioxidantes mostrando a eficiéncia do etanol na extracdo
dessas substancias.

Os extratos de M. alba apresentaram atividade antioxidante por diferentes mecanismos
de acdo como reducdo férrica e sequestro de radicais livres (ABTS e DPPH) e essa atividade
apresentou correlacdo com a concentracdo de compostos fenolicos nesses extratos. A
variedade 1Z 64 apresentou os maiores conteudos de fenois totais e flavonoides, bem como

grande atividade de reducéo de ferro e sequestro de radicais livres.
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