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Roberto Shinyashike

Uma abordagem sobre a producéo de lipases do género Penicillium e suas
potenciais aplicacdes biotecnologicas

RESUMO

As lipases pertencem ao grupo das hidrolases e apresentam uma estrutura
tridimensional alfa/beta muito caracteristica quanto a localizacdo do sitio ativo da
enzima. Entre as suas diversas funcdes, sdo responsaveis por catalisar a hidrolise de
triacilglicerdis de cadeia longa, liberando os acidos graxos correspondentes
(monoglicerideos, diglicerideos) e glicerol, no entanto, as lipases podem participar de
reacoes de esterificacdo, insteresterificacdo e transesterificacéo (alcoodlise, aciddlise
e amindlise). Entre as fontes de lipases, estdo as vegetais e animais, entretanto, a sua
obtencéo, a partir de microrganismos, tem se tornado uma alternativa mais econémica
e viavel. A producédo de lipases microbianas ocorre por processos fermentativos, como
a fermentacdo em estado solido (FES) e a fermentacdo submersa (FS). Apds sua
producdo, € necessdario separar a enzima de interesse por meio de processos de
purificacdo, que envolvem etapas de separag¢do, concentracdo e cromatografias.
Durante as etapas de producéo e purificacdo, realiza-se a dosagem da atividade
lipolitica por meio de métodos colorimétricos ou titulométricos, evidenciando, assim, a
eficacia da enzima obtida. No que se refere as aplicabilidades, destaca-se o uso das
lipases, na industria alimenticia, farmacéutica, quimica e biotecnolégica, como na
biorremediacdo de residuos agroindustriais e producdo de biodiesel. O presente
trabalho tem como objetivo principal elaborar uma revisao bibliografica destacando as
principais aplicacfes das lipases obtidas pelo fungo Penicillium sp., assim como
relatar as caracteristicas fisico-quimicas que envolvem o processo de fermentacéo.
Demonstrou-se a aplicacdo das lipases obtidas do fungo Penicillium sp. em diferentes
areas industriais, enfatizando as areas de biorremediacao de residuos agroindustriais
e producéo de biodiesel. Evidencia-se a busca pela reducéao dos custos de producao
de lipases, bem como o0 aumento da sua estabilidade em relacdo ao pH, temperatura
e sua atividade lipolitica para uso em escala industrial. Concluiu-se que a maior parte
das lipases atualmente disponiveis sdo utilizadas nas areas ambientais, tanto de
biorremediacdo quanto na producdo de biocombustivel e verificou-se uma intensa
utilizacao do método fermentativo submerso para a producao das lipases devido a sua
propriedade de mimetizar o habitat dos microrganismos utilizados no processo.
Verificou-se a caréncia de novos estudos envolvendo lipases com aplicacfes nas
areas da saude e industria alimenticia.

Palavras-chaves: biodiesel, biorremediacéo. enzimas, fermentacao, fungos.
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An approach to the production of lipases from the Penicillium genus and their
potential biotechnological applications

ABSTRACT

Lipases belong to the group of hydrolases and have a three-dimensional alpha/beta
structure that is very characteristic in terms of the location of the active site of the
enzyme. Among their various functions, these are responsible for catalyzing the
hydrolysis of long-chain triacylglycerols, releasing the corresponding fatty acids
(monoglycerides, diglycerides) and glycerol, however, lipases can participate in
esterification, interesterification and transesterification (alkalosis, acidolysis and
aminolysis). Among the sources of lipases, there are plants and animals, however,
obtaining them from microorganisms has become a more economical and viable
alternative. The production of microbial lipases occurs by fermentation processes such
as solid state fermentation (SSF) and submerged fermentation (SF). After its
production, it is necessary to separate the enzyme of interest through purification
processes, which involve separation and concentration steps, and then carry out the
chromatographic methods. During the stages of production and purification, the
lipolytic activity is measured using colorimetric or titrimetric methods, thus showing the
effectiveness of the enzyme obtained. About applicability, the use of lipases in the
food, pharmaceutical, chemical and biotechnological industries, such as in the
bioremediation of agro-industrial residues and in the production of biodiesel, stands
out. The main objective of this work is to elaborate a bibliographical review highlighting
the main applications of lipases obtained by the fungus Penicillium sp., as well as to
report the physicochemical characteristics that involve the fermentation process. The
application of lipases obtained from the fungus Penicillium sp. in different industrial
areas, emphasizing the areas of agro-industrial waste bioremediation and biodiesel
production. The search for the reduction of lipase production costs is evident, as well
as the increase of its stability in relation to pH, temperature and its lipolytic activity for
use on an industrial scale. It was concluded that most of the lipases currently available
are used in environmental areas, both for bioremediation and for biofuel production,
and there was an intense use of the submerged fermentation method for the production
of lipases due to its property of mimicking the habitat of microorganisms used in the
process. There was a lack of new studies involving lipases with applications in the
health and food industry.

Keywords: biodiesel, bioremediation, enzymes, fermentation, fungus.
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INTRODUCAO

O emprego das enzimas tem se intensificado com o passar dos anos, devido
a sua verséatil aplicacdo na catélise de reacdes. Entretanto, o uso das lipases tem se
evidenciado por causa de sua capacidade de catalisarem diferentes reacdes, entre
elas: hidrolise, esterificacdo, interesterificacdo, alcodlise, aciddlise, amindlise e
lactonizag&o.

O aumento no uso das lipases deve-se ainda as variadas fontes dessas
moléculas, destacando-se 0s microrganismos que podem estar disponiveis no meio
ambiente e que produzem eficientes quantidades dessas enzimas. A producao a partir
de microrganismos é realizada com base em dois processos: fermentacdo em estado
sélido (FES) e fermentacdo submersa (FS).

Existem diversos fungos filamentosos que sé&o bons produtores de lipases,
entre os quais se destacam os do género Penicillium sp., Aspergillus sp., Candida sp.
e Pseudomonas sp., que podem ser submetidos as fermentacdes em estado solido,
pois utilizam residuos agroindustriais como substrato para o fungo, mimetizando o
habitat natural do microrganismo.

Diversos setores biotecnologicos utilizam as lipases para diferentes
aplicacoes, entre eles: alimenticio, médico, farmacéutico, cosmético, producédo de
detergentes, producao de biodiesel e biorremediagéo.

Nesse contexto, o presente estudo realizou uma revisdo bibliografica que
evidenciou a producéo de lipases a partir do fungo Penicillium sp., a fim de demonstrar
os fatores determinantes para a producdo da enzima e relacionar as aplicacdes
biotecnolégicas de acordo com as diferentes propriedades cataliticas dessas

biomoléculas.
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CAPITULO 1
1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Enzimas

As enzimas sdo proteinas que tém como principal propriedade a aceleracéo
de diversas reacdes quimicas, que ocorrem in vivo e in vitro, sendo ecologicamente
mais viaveis que os catalisadores quimicos (MONTEIRO et al., 2009). De acordo com
a Unido Internacional de Bioquimica apresenta a classificacdo das enzimas em
diferentes classes conforme sua funcéo catalitica, sendo elas:

e Oxirredutases = Catalisam reacdes de Oxido-reducao;

e Transferases = Medeiam a transferéncia de grupos funcionais entre
moléculas;

e Hidrolases = Catalisam as reacdes de hidrolise;

e Liases = Catalisam reacOes de quebra de ligacbes formando dupla
ligacdo e ainda catalisando a adicdo de grupos as duplas ligacoes;

e Isomerases = Catalisam reac6es de mudanca intramolecular na qual um
substrato sera transformado em um produto isémero;

e Ligases = Catalisam a ligacdo covalente de moléculas com simultanea
guebra de uma ligacéo de alta energia;

e Translocases = Catalisam o movimento de moléculas ou ions por meio
das membranas.

Em comparagdo aos catalisadores quimicos, as enzimas apresentam as
seguintes vantagens: possuem alta especificidade catalitica; aumentam a velocidade
por reduzirem a energia de ativacdo. Ademais, ndo sdo degradadas durante o
processo; sao estéreo seletivas, produtos naturais bioldgicos e biodegradaveis; atuam
em temperaturas e pHs mais brandos (MOURA, 2012).

A atividade biologica da enzima ira depender da estrutura quimica da
proteina, ou seja, do numero de cadeias peptidicas e do arranjo dessas cadeias na
molécula, assim como depende da natureza do substrato e da natureza do grupo
prostético (KIELING e JUNIOR, 2002). A atividade da enzima pode ser estimada por
meio da quantidade de produto formado em 1 micromol por uma unidade (U), sendo
gue a atividade especifica da enzima € expressada em atividade por miligrama de
proteina (U mg?) (GONCALVES, 2013).

Entre os fatores que interferem na atividade enzimatica, temos: pH (pequenas

mudancas no pH do meio podem provocar a desnaturacdo da enzima); temperatura
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(também pode desnaturar a enzima); cofator (presenca de um componente nao-
proteico para que a enzima seja ativada); inibidores (estruturas que ocupam
temporariamente o sitio ativo devido a semelhanca com o substrato original) (KIELING
e JUNIOR, 2002).

O interesse no uso de enzimas abrange desde a sua utilizagdo em processos
que reduzam os impactos ambientais, como tratamento de residuos, até a industria
de quimica fina e farmacéutica (MOURA, 2013). Como é frequente a utilizacdo das
enzimas de origem fungica, em sistemas de tratamento de doencas digestivas e no
caso de aplicagdo endovenosa, requerem uma purificagdo com alta seletividade
acoplada ao método, preservando a atividade enzimética, além de evitar a protedlise
e desnaturacao proteica (ZIMMER, 2009).

Dentre as diversas enzimas existentes, atualmente, as lipases destacam-se por
sua propriedade catalitica e grande interesse biotecnolégico, visto serem versateis,
pois atuam em condicdes ambientais aquosa e aquorrestritas. Dessa forma, sao,
entdo, aplicaveis em diferentes setores industriais, entre eles, o alimenticio, saude e
agroindustrial (PASCOAL, 2018).

As lipases possuem caracteristicas que beneficiam seu uso nos diferentes
processos, entre elas: sua solubilidade em 4gua de acordo com o tipo de rea¢cédo que
catalisam (hidrolise, esterificacdo ou transesterificacdo); estabilidade em solventes
organicos; nao necessitarem de cofatores; especificidade ao substrato utilizado; e sua
propriedade de régio, quimio e enantioseletividade (MESSIAS, 2011; ALMEIDA,
2013).

1.2 Lipases: Defini¢do e caracteristicas

As lipases, quimicamente conhecidas como glicerol éster hidrolases (EC
3.1.1.3), sdo enzimas pertencentes ao grupo das serinas, as quais catalisam a
hidrolise de triacilglicer6is de cadeia longa, liberando os &cidos graxos
correspondentes (monoglicerideos, diglicerideos) e glicerol (RAJENDRAN, 2009),

como apresentado na figura 1.
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Figura 1 Representacao da hidrélise de trialcilglicerideos por lipases. TG -triglicerideos, MG:
monoglicerideo, DG - diglicerideo. Fonte: Adaptado de FUREBY, 1997.

Essas proteinas sdo estaveis em sistemas aquosos e nao aquosos, Nos quais
catalisam as reacOes reversas, denominadas esterificacdo e transesterificagdo, que
sao de grande interesse industrial (OLIVEIRA et al., 2013). Quando a hidrolise ocorre
em acilglicerdis de cadeia acila com mais de dez &tomos de carbono, as lipases sao
denominadas carboxilesterases (CORTEZ et al., 2017).

O sitio catalitico da lipase é uma triade que geralmente contém: um residuo
nucleofilico (serina, cisteina ou aspartato); residuos de acido aspartico ou acido
glutdmico e um residuo de histidina. Estudos cristalograficos revelaram a existéncia
de um padrdo conformacional comum na estrutura tridimensional das lipases de
procariotos e eucariotos, denominada conformacdo o/p hidrolase. Por outro lado, a
estrutura priméria dessas enzimas apresenta diferentes graus de homologia, contudo,
possuem um dominio pentapeptidico altamente conservado, Gly-X-Ser-X-Gly,
localizada entre a fita B 5 e a C (Figura 2). Essa configuragao facilita o acesso do

residuo nucleofilico serina a histidina e ao substrato (JAEGER et. al. 1999).



Figura 2 Esquema da conformacéo a/f das lipases. Alfa hélices e folhas beta sdo representadas pelos
cilindros brancos e setas cinzas, respectivamente. A triade catalitica é representada pelos pontos
pretos. Fonte: NARDINI e DIJKSTRA, 1999.

O mecanismo catalitico das lipases representado na Figura 3, na qual a
hidrélise ocorre quando a serina é desprotonada por meio do ataque nucleofilico do
par de elétrons ndo ligantes da molécula de histidina, permitindo um novo ataque
nucleofilico ao carbono carbonilico da ligacdo éster da cadeia do substrato, que
origina um intermediario tetraédrico, o qual, por sua vez, é estabilizado por duas
pontes de hidrogénio formadas com ligagbes amida dos residuos de aminoé&cidos
(JAEGER et. al., 1999). Apés a liberacdo de uma molécula de éalcool, é formado o

complexo acil-enzima e, com a liberacdo do acido graxo, a enzima é regenerada.
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Figura 3 Mecanismo catalitico das lipases.(A): ligacdo do lipidio, seguida de ativacdo da serina

nucleofilica que €, entdo, desprotonada pelo ataque nucleofilico do par de elétrons ndo ligantes da
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histidina. (B ataque nucleofilico ao carbono ligado ao éster do substrato, formando um intermediario
tetraédrico, estabilizado por duas pontes de hidrogénio. (C): formacao do intermediario acil-enzima que
passa por novo ataque nucleofilico pela agua. (D) liberacdo da molécula de alcool, um acido graxo e a
enzima regenerada. Fonte: Adaptado de JAEGER, 1999.

Em seu interior, as lipases apresentam uma cavidade hidrofébica, profunda ou
superficial, que faz com que a ligacdo éster permaneca alinhada ao sitio ativo. A
cavidade apresenta a “tampa” polipeptidica, que, em presenca de interface
polar/apolar, se abre e expde o sitio ativo, o que justifica a atividade aumentada das
lipases, na interface 6leo/agua (BRADY, 1991). A Figura 4 ilustra o sitio ativo de uma
lipase quando ocorre a ativacao interfacial frente a interface hidrofobica, justificando o
aumento da atividade da lipase em presenca de substratos insolaveis (VOLPATO,
2009).

Sitio ativo

Tampa pentapeptidica

Lipase Fechada e Lipase ativada e
inativada interfacial
Interface hidrofébica

Figura 4 Ativacgéao interfacial de lipases na presenca de interfaces hidrofdbicas. Fonte: VOLPATO, 2009.

Quanto a ligacao aos ésteres, as lipases séo divididas em dois grandes grupos:
as regiosseletivas, que possuem especificidade pela regido do triacilglicerol a que se
ligara, podendo ser ainda classificadas como néo especificas ou 1-3-especificas; e as
tipo-seletivas, que, por sua vez, apresentam especificidade pelo numero de

insaturac¢des do grupo acila e/ou tamanho da cadeia carb6nica (FABER, 2000).

1.3 Reacdes catalisadas pelas lipases

As lipases, além de catalisarem a hidrdlise de gorduras, sédo responsaveis por
diferentes reacbes reversas, entre as quais, temos: transesterificacao;
interesterificacdo, esterificacdo, amindlise (sintese de amidas), alcodlise e a

lactonizacdo, como apresentado na Figura 5 (PAQUES, 2006).
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Figura 5 Reacdes catalisadas por lipases. Fonte: PAQUES e MACEDO, 2006.

1.4 Fontes de lipases

Os vegetais representam 11% do total de fontes alternativas, para obtencao de
lipases. A obtencdo a partir de vegetais, € devida a sua presenca nos tecidos de
reserva alimentar das plantas, apresentando caracteristica de pH entre 7,0 e 11,0,
além de temperatura étima entre 20°C e 40°C (TOMBINI, 2015).

As sementes sdo importantes fontes de lipases, devido a producéo estimulada
pela presenca de triacilglicerois, na forma de Oleos, que fornecem energia para a
planta. Apés o processo de hidrolise dos triacilglicerois, obtém-se os acidos graxos,
gue sao, por sua vez, usados como combustivel em diversos processos (NELSON e
COX, 2014).
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A forma mais importante atualmente é a producdo de lipases por
microrganismos, que se apresenta como um metodo mais econémico, sendo mais
viavel para a producdo em larga escala, se comparada com as outras fontes
(PASCOAL et. al., 2018).

Inimeros microrganismos sdo capazes de sintetizar lipases, no entanto, é
necessario realizar uma triagem nesses produtores dessas enzimas, com o objetivo
de descobrir novas biomoléculas que sejam mais seletivas e estaveis, para serem
empregadas na biocatélise e sintese organica de outras moléculas (SANDOVAL e
MARTY, 2007).

Lipases provenientes de bactérias termofilicas sdo mais utilizadas em escala
industrial, pois apresentam uma estabilidade maior em relacéo as altas temperaturas,
entretanto, as lipases psicrofilicas, também, sdo importantes, pelo fato de
apresentarem elevada atividade em baixissimas temperaturas (MESSIAS et. al.,
2011).

A estrutura quimica e as caracteristicas cinéticas das lipases microbianas
apresentam variacdo de acordo com microrganismo usado para a obtencdo, assim
como seu género, espécie e cepa (MESSIAS et. al., 2011). A maioria das lipases
bacterianas, em relacao a atividade, atuam em pH alcalino, havendo outras que atuam
em uma ampla faixa de pH, como € o caso do Staphylococcus epidermidis (MESSIAS
et. al. 2011).

Os fungos sédo muito utilizados para a producao de enzimas, por produzirem
enzimas extracelulares, facilitando o processo de recuperagédo do meio fermentativo
(GEOFFRY e ACHUR, 2018).

Os fungos filamentosos sao utilizados, pois tém a propriedade de secretar
grande variedade de proteinas que, por sua vez, podem ser utilizadas em
bioprocessos, além de secretarem e expressarem proteinas em grande escala, com
a utilizacéo de residuos agroindustriais na fermentacdo (RODRIGUES et. al. 2015).

Os principais fungos utilizados nesse sentido pertencem aos @géneros
Aspergillus sp., Fusarium sp., Mucor sp., Penicillium sp., Rhizomucor sp. (CORTEZ
et. al.,, 2017). As lipases fangicas apresentam atividade lipolitica entre pH 7- 9 e
temperatura entre 20°C e 35°C (AZEVEDO et. al. 2020).

As lipases sao secretadas para o meio de cultivo, com o intuito de buscar
nutrientes provenientes da fonte de carbono, provocando a clivagem do substrato

lipidico, porém, essa excrecdo dependera do género do fungo, sendo que o
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crescimento e as diferentes atividades metabdlicas dos microrganismos sao resultado
das condi¢cbes ambientais e fisico-quimicas oferecidas (CORTEZ et. al., 2017).

A utilizacdo dos novos microrganismos produtores de lipases visa reduzir os
custos do processo, assim como aumentar a producdo e sintese de enzimas com
diferentes propriedades ainda ndo descobertas (SHU, et al.,, 2006). Com isso,
evidenciam-se os fungos filamentosos, como o Penicillium sp., devido a sua

versatilidade na producao de lipases com significativa atividade lipolitica.

1.5 Género Penicillium sp.

Fungos anamorfos ascomicetos, pertencentes a familia Thichocomaceae,
podem ser obtidos do solo, alimentos e outros materiais (DOMSCH et. al., 2008;
SAMNSON, et al.,, 2000). O género Penicillium apresenta cerca de 150 espécies
catalogadas, sendo que a maioria é capaz de deteriorar alimentos quando em baixas
temperaturas; isso devido ao fato de serem resistentes as baixas temperaturas (PITT
e HOCKING, 1997).

Os primeiros relatos do uso desse microrganismo foram na produgéo de
gueijos, a exemplo do Penicillium roqueforti, que € utilizado na producdo do famoso
queijo azul ou mais conhecido como gorgonzola (OLIVEIRA, 2010). No entanto, o
fungo pode produzir micotoxinas que comprometem a seguranca dos alimentos
(CHALFOUN e BATISTA, 2003).

Apresenta, como caracteristicas microscopicas peculiares, a forma e tamanho
dos conidios que, devido ao numero de ramificacbes (figura 6), torna a identificacédo
do fungo complexa (CHALFOUN e BATISTA, 2003).

Figura 6 Morfologia microscopica do fungo Penicillium roqueforti. Fonte: GILLOT, 2015.
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O género Penicillium pode ser cultivado em meios de cultura padronizados,
como agar batata dextrose e agar com extrato de maltose (MEA), com temperatura
entre 25 e 37°C, durante pelo menos 7 dias (CHALFOUN, 2003).

Existem cerca de 30 espécies desse género, capazes de produzir lipases com
diferentes propriedades e, consequentemente, suas aplicabilidades, no entanto, ainda
sdo poucos os trabalhos que abordam o emprego de lipases provenientes desse
género. Além das lipases extracelulares, os fungos desse género podem produzir
lipases ligadas ao micélio, como citado por Marotti (2017), que destaca as espécies
P. janthinellum, P. chrysogenum, P. camemberti, P. charlesi, P. oxallicum, P. italicum,
P. brevicompactum, P. citrinum.

A Figura 7 ilustra o Penicillium chrysogenum, um dos importantes fungos
produtores de lipases, utilizado, por exemplo, na aromatizac&o de alimentos, como 0s

queijos.

Figura 7 Morfologia da col6nia do fungo Penicillium chrysogenum. Fonte:
http://pt.nextews.com/e143187d/

Apos o cultivo do fungo, € necessario que as enzimas sejam secretadas para
0 meio; para isso, realizam-se os processos fermentativos, utilizando diferentes

substratos que auxiliam a producdo da enzima para 0 meio externo.

1.6 Métodos fermentativos na producéo de lipases
Para a producdo de lipases, geralmente, sdo empregadas técnicas de
fermentacao, classificadas de acordo com a forma de cultivo e substratos envolvidos
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no processo, sendo denominadas fermentacdo submersa (FS) ou fermentagédo em
estado sdlido (FES) (ABBAS e COMEAU, 2003).

O meio de cultivo deve ser rico em carbono, fonte energética principal, porém,
a producdo dependerd também de outras fontes sintéticas ou naturais, como
nitrogénio, sais organicos, presenca de oxigénio e aeracdo, além do indutor lipidico,
gue estimula ativamente a produc¢ao da lipase (RAJENDRAN et. al., 2009).

A utilizacdo de diferentes substratos, suplementos e microrganimos favorece a
possibilidade de encontrar combinacfes entre esses elementos, que contribuam para
a obtencéo de lipases em escala industrial com menor custo (FEITOSA, 2010). Um
exemplo seria a utilizacdo de oleos refinados, que contribuem para o aumento da
atividade catalitica das células integras, em que a adicdo de 6leos vegetais, ricos em
acidos graxos insaturados, promove uma maior producdo de lipases, ligadas ao
micélio, como € o caso do 6leo de oliva, potente indutor de enzimas (CORTEZ et. al.,
2017).

Fatores ambientais, como pH e a temperatura, influenciam significativamente o
crescimento e producao da lipase fangica, sendo os valores de pH entre 6,0 e 8,0, e
temperatura entre 20 e 40°C, os mais utilizados para a otimizacdo do processo
(RAJENDRAN et. al., 2009). Para a producdo em larga escala, a estabilidade térmica
€ uma das caracteristicas principais a ser estabelecida, considerando-se que muitos
processos utilizam temperaturas extremas (MESSIAS, 2011).

A producéo de lipases pode ser inibida pela presenca de aglcares simples ou
glicerol nos meios de cultivo, a qual pode ser estimulada por acidos graxos livres,

gorduras, 6leos ou polissacarideos complexos nos meios de cultura (KOBLITZ, 2004).

1.6.1 Fermentacdo em estado sélido

O uso da fermentacao em estado sélido é datado desde 1000 A. C., a qual era
utilizada nos paises orientais, para a preparacédo de bebidas alcodlicas e molhos a
base de soja (MONTEIRO e SILVA, 2009).

Na fermentacdo em estado solido (FES), os microrganismos crescem em um
meio insollvel, isto €, em ambiente aquorestrito, sendo que a umidade presente no
substrato e a alta heterogeneidade de nutrientes e componentes faz com que o
substrato suporte o crescimento e a atividade metabdlica do microrganismo

(TOMBINI, 2015). Esse substrato, além de funcionar como suporte fisico, € fonte de
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nutrientes, podendo ser um soélido natural, como residuos agroindustriais, ou um
suporte inerte, como resinas poliméricas ou poliuretano.

A FES pode ser extremamente Util, pois proporciona condicdes ambientais
semelhantes ao habitat natural dos fungos filamentosos (RODRIGUES et.al., 2015).
Diferentes substratos agroindustriais séo utilizados, como bagaco de cana, farelo de
trigo e residuos agroindustriais, ricos em nutrientes, os quais sdo consumidos
lentamente e de forma constante durante o processo (SUBRAMANIYAM e VIMALA,
2012).

O género Penicillium é frequente nesse tipo de fermentacdo e, devido ao
reaproveitamento dos residuos agroindustriais, esse método tem se apresentado com
uma alternativa limpa para a producdo de enzimas (BARRIOS-GONZALES, 2012). A
exemplo do farelo de soja, usado para a producdo de lipases de Penicillium
verrucosum, foi mais eficiente a 27,5°C e umidade igual a 55%, apresentando
atividade 6tima de 40 U g entre 30 e 45°C, com pH 7,0, sendo Uteis nas indUstrias
cosméticas e na medicina (KEMPKA, 2008).

A semente de girassol e a casca de arroz sao citadas na literatura para
obtencéo de lipases do género Penicillium, uma vez que a semente de girassol atua
como fonte de carbono, nitrogénio e outros nutrientes para 0 microrganismo; a casca
de arroz funciona como suporte fisico por apresentar baixo teor lipidico, obtendo-se
uma atividade enzimatica de 55,8 U gSS™, apds 96 horas de fermentacédo em estado
solido, com umidade de 55% (ZANELLA, 2020).

Figura 8 Fermentagcédo em estado soélido do Penicillium sp. Fonte: ZANELLA, 2020.
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1.6.2 Fermentacdo submersa

O método mais utilizado atualmente € a fermentacdo submersa, por apresentar
maior controle do processo empregando meio liquido, no qual os nutrientes séo
soluveis, contendo carbono como fonte energética principal, fontes sintéticas e
naturais diversificadas (FEITOSA et.al., 2010; CORTEZ et. al., 2017).

A producgédo, por meio da fermentacdo submersa, dependera dos niveis de
carbono, nitrogénio, sais inorganicos, oxigénio e aeracao, além da presenca do indutor
lipidico, que estimula ativamente a producéo da lipase (RAJENDRAN et. al., 2009).

A fermentacdo submersa refere-se ao processo no qual o microrganismo
produtor da enzima é emergido no interior do meio liquido submetido a agitacéo.
Apresenta como vantagens: microrganismos serem submetidos as mesmas
condi¢cBes fisico-quimicas, assim como acesso aos nutrientes, facilitando a
determinacdo dos parametros ideais de producao; maior eficiéncia na absorcéo de
nutrientes e consequente excrecao de metabdlitos; facilidade no controle de grandes
volumes de producdo (WANDERLEY, 2011).

Produzida pelo fungo Aspergillus niger C, por meio de fermentag&do submersa,
a lipase apresentou melhor atividade quando utilizado 6leo de soja e em temperatura
de 55°C e pH entre 5,0, com atividade especifica igual a 57,17 U g (LIMA et. al.,
2019). Entretanto, o Paecilomyces formosus e Aspergillus tubingensis estédo entre os
fungos isolados do bagaco de cana-de-acgucar e submetidos a fermentacao submersa
para a producéo de lipase, na qual a atividade lipolitica obtida foi de, respectivamente,
8,00 U gte 5,077 U g?, sendo valores maiores que os relatados na literatura (BESSA
et. al.,2021).

1.7 Purificagao das lipases

A extracao é o processo que antecede a purificagcéo tendo a finalidade de obter
o extrato bruto com a enzima sollvel, de forma que se recupera a enzima do meio
fermentativo na qual foi produzida; nesse caso, é preciso avaliar se € excretada
(extracelular) ou néo (intracelular) para a escolha do procedimento mais adequado,
geralmente, por meio do uso de solventes (MONTEIRO e SILVA, 2009). A etapa de
separacao, por sua vez, pode ser realizada com base em procedimentos de filtracéo,

decantacéo, centrifugacao ou sedimentacao.
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A etapa de concentracao das proteinas ocorre por meio da diferenca entre as
solubilidades das moléculas, sendo um dos métodos mais empregados,
principalmente nas fases iniciais da purificacdo (VESCOVI, 2012). As etapas do

processo de purificacdo de enzimas séo representadas pelo fluxograma da Figura 9:

Fermentagdo em Fermentagio
Estado Sélido Submerss
EXTRACAD

\

SEPARACAC:

Filtragdo
Centrifugagdoe
Sedimentacdo

‘ EXTRATOBRUTO
CONCENTRACAO:
Ultrafiltracio
Precipitacdo
- Saiz inorgdnicos
- Sais Orodnicos

!

PURIFICAGAD:

Cromatografia de froca idnica
Cromatografia de interacdo hidrofébica
Cromatografia em coluna de gel
Cromatografia de adsorgdo

Figura 9: Esquema da purificacdo de lipases microbianas Fonte: O autor.

A solubilidade das proteinas do extrato é influenciada pela adicao de sais, que,
em concentracao reduzida, aumentam a sua solubilidade (efeito “salting in”) e, em
concentracdo elevada, diminuem-na, causando a precipitacdo das enzimas (efeito
“saltin out”) (NELSON e COX, 2014).

Um dos métodos mais utilizados como pré-purificacdo das lipases é a
precipitacdo do extrato bruto por sulfato de aménio, que concentra as proteinas de
interesse e aumenta a atividade lipolitica especifica (FERREIRA et. al., 2017). Silva
et. al. (2017), por sua vez, pré-purificou a lipase obtida do fungo Pencillium roqueforti,

apos fermentacdo em estado solido, utilizando sulfato de amoénio, de forma que obteve
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uma atividade lipolitica igual a 34,67 U g! quando a concentracdo de sulfato de
amonio era de 60%.

Os métodos cromatograficos, tém a finalidade de purificar as enzimas de
interesse, de maneira que a separacdo acontece pela migracdo diferencial dos
componentes de uma mistura, devido as diferentes interacfes entre a fase movel e a
fase estacionéria da coluna (AMORIM, 2019).

As cromatografias utilizadas para a purificacdo de lipases sdo aquelas
usualmente empregadas para outras proteinas, tais como as cromatografias de troca
ibnica (ex.: DEAE Sepharose) (OLIVEIRA et. al., 2017), interagdo hidrofébica (ex.:
FENIL Sepharose) (AMORIM, 2019), colunas de permeacgéo em gel (OLIVEIRA et. al.,
2017) e, ainda, resinas de bioafinidade (VOLPATO, 2009).

Na cromatografia de troca ibnica, a fase estacionaria pode ser catibnica ou
anibnica, sendo que a separacédo ocorre por diferenca de carga elétrica, isto €, uma
interacdo eletrostatica na qual as proteinas com carga oposta se ligam

reversivelmente a coluna carregada (Figura 10):

® o
PH 7 proteina agarose/celulose pH 5 2D
carregada carregada ® ®
negativamente PoOsitivamente =
H
H ®
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H*
H 9
H’ ®
% H : H ' ‘ .
proteina !l proteina ®
carregada carregada ®
positivamente positivamente

Figura 10: Separagédo de proteinas por cromatografia de troca idnica. Fonte: AMORIM, 2019.
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Figura 11 Separacéo de proteinas por cromatografia de intera¢éo hidrofobica. Fonte: AMORIM, 2019.

Um exemplo de lipase obtida por cromatografias de troca idnica e interacéo
hidrofébica, em que, nesta ultima, a purificacdo ocorre pela interacéo reversivel entre
moléculas hidrofobicas com uma resina também hidrofobica (Figura 11), € a enzima
extraida do microrganismo Rhizopus sp. Foram utilizadas as resinas DEAE-
Sepharose e a FENIL-Sepharose, nos quais a lipase foi retida e, posteriormente,
eluida pelos gradientes de sal utilizados, que foram cloreto de sddio e sulfato de sédio,
respectivamente (PASTORE et. al., 2003).

Nas colunas de separacdo em permeacdo em gel, por sua vez, também
conhecida como coluna de excluséo ou filtragdo molecular, a separacao ocorre por
diferenca no tamanho das moléculas, usando geralmente fases méveis aquosas. A

Figura 12 demonstra esse processo:
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Figura 12: Separacéo por filtracdo em gel. llustra a passagem da proteina de tamanho maior e as
proteinas de tamanho menor passando pela coluna posteriormente, representando a obtencdo das

particulas de interesse completamente separadas. Fonte: MARZZOCO, 2007.

A lipase obtida do fungo Penicillium sp. (DSM 23773) foi purificada por meio da
utilizacdo de cromatografias de exclusdo molecular (Sephacryl® 100-HR) e troca
idnica (Q Sepharose® HP), apresentando, no final dos experimentos, uma atividade
de 308,73 U g!; a lipase apresentou-se estavel térmicamente frente as outras enzimas
produzidas por fungos filamentosos, com temperatura 6tima de 45°C e pH de 5,5,
apresentando maior atividade. Assim, € viavel para aplicacdo na producdo de
biocombustivel, biorremediacdo e interesterificacdo de o6leos (DHEEMAN et. al.,
2011).

A purificacdo das enzimas fungicas é crucial para a sua completa
caracterizagdo bioquimica e determinacdo da sequéncia primaria, assim como a
correlagao entre a sua estrutura e funcdo (RAJENDRAN et. al., 2009).

No entanto, de acordo com a sua aplicacdo, nem todas as lipases precisam ser
purificadas, sendo importante destacar que o método de purificacédo €, muitas vezes,
invidvel em determinadas aplica¢gfes industriais, pelo fato do alto custo do processo,
uma vez que envolve etapas de pré-purificacdo e purificacdo por meio de métodos
cromatograficos (KOBLITZ e PASTORE, 2004).
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1.8 Dosagem da atividade lipolitica

A dosagem da atividade da enzima € crucial em todas as etapas do processo
de obtencdo e purificacdo para certificacdo de sua eficiéncia. Um dos métodos
utilizados é o titulométrico, por ser mais econémico, no qual se utiliza o NaOH ou outra
base para titular a mistura, contendo os &cidos graxos produzidos na reagéo entre a
mistura do sélido fermentado ou o extrato, que possui a lipase, com uma emulséo de
Oleo refinado. Esse método se baseia na ligacao entre os acidos graxos livres e 0s
ions cobre Il em meio organico, sendo possivel avaliar o percentual de &cidos graxos
convertidos a ésteres (ZANELLA, 2020).

A Figura 9 apresenta a verificacdo do pH da solucdo apds titulagdo com
emulsdo de dleo de oliva para determinacdo da atividade lipolitica da enzima
produzida pelo Penicillium sp. (ZANELLA, 2020).

Figura 13 Determinacao da atividade lipolitica por meio de método titulométrico (ZANELLA, 2020).

Outro método utilizado é o espectofotométrico, no qual se utiliza o p-NPP (p-
nitrofenil palmitato) como substrato; a leitura da atividade lipolitica é realizada por meio
de um espectrofotdmetro a 410 nm, (AZEVEDO, 2020). Na Figura 10, segue a reacao

que ocorre durante o processo de hidrélise, empregando o p-NPP.
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Figura 14 Reacao de Hidrolise do substrato sintético p-NPP por lipase. Fonte: ROBERT, 2015.

A atividade lipolitica € calculada utilizando a seguinte equacéo 1 (ZANELLA,
2020):

AV NaOH x Fcx 60s
At 1000 ml x 1 min

Eq. (1) A=

Em que A - atividade enzimatica (U gSS — Unidades por grama de substrato
seco); AV - volume de NaOH utilizado na titulagdo (mL); At - tempo de hidrélise (s);
NaOH - Molaridade da solucéo de hidréxido de sédio (mol L -1); Fc - fator de correcédo
do NaOH.

Assim, uma unidade de atividade lipolitica € definida como a quantidade de
enzima que libera 1 umol de &cido graxo por minuto, nas condicbes descritas, e 0

resultado é expresso em unidades totais por grama de material fermentado
(ZANELLA, 2020).

1.9 Aplicacdes biotecnoldgicas das lipases

As lipases foram identificadas inicialmente em 1930; desde entdo, sao
utilizadas em diversos segmentos industriais e apresentam uma demanda mundial
gue tende a crescer cerca de 6,2%, anualmente, visto a sua aplicabilidade e
importancia em diferentes areas (CORTEZ et. al., 2017).

Desde os anos 80, observa-se um aumento significativo do nimero de lipases
disponiveis, devido, principalmente, aos estudos de clonagem e expressao das
enzimas de microrganismos, assim como pela demanda crescente do uso de
biocatalisadores com novas propriedades, relacionadas com temperatura, pH,
especificidade e estabilidade (TREICHEL et. al., 2010). Guerrand (2017) apresenta as
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principais aplicagOes das lipases de acordo com os diferentes setores industriais,
conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1: Aplicacdes industriais das lipases.

TIPO DE INDUSTRIA APLICAGAO
ALIMENTICIA Laticinios Atuam na hidrdlise da gordura do leite
Panificacao Aumentam o aroma e tempo de prateleira
Cervejaria Aceleram a fermentacédo em funcao dos lipideos presentes
Frigorificos Desenvolvem aroma e removem o0 excesso de gordura da carne
FARMACEUTICA Promovem a digestao de 6leos e gorduras em alimentos

Auxiliam na produgéo de misturas racémicas

COSMETICA Promovem a quebra de gorduras localizadas em procedimentos
estéticos e sintese de compostos aromaticos e ativos presentes
nos produtos cosméticos

MEDICA Dosagem de triglicerideos em amostras de sangue
PAPEL Auxiliam no tratamento de polpas de celulose
PRODUGCAO DE DETERGENTES Promovem a hidrélise de gorduras
BIORREMEDIAGAO Decomposicdo e remocédo de substancias oleosas
PRODUCAO DE BIODIESEL Promovem reac6es de transesterificacio

Fonte: Adaptado de Guerrand, 2017.

As lipases sao utilizadas em diferentes processos de biotransformacédo, ou
biocatélise, visto que proporcionam maior especificidade, versatilidade, rendimento e
reducdo do numero de etapas do processo, além de o produto obtido ndo ser limitado
ao metabolismo do biocatalisador. Atuam como reagentes ambientalmente favoraveis,
ja que podem ser realizados 0s processos enzimaticos, em condicbes mais amenas
de temperatura de pH, transformando diversas substancias (CORTEZ et. al., 2017).

As lipases sdo catalisadores eficientes de diversas reagfes de hidrdlise,
lactonizacdo, esterificacdo e transesterificacdo, o que lIhes proporciona inUmeras
aplicacbes, como: industria alimenticia, farmacéutica, tratamento de residuos,
producéo de detergentes (SARMAH et. al., 2018).

O primeiro detergente utilizando enzimas foi criado em 1913, com tripsina de
pancreas do porco, mas, somente em 1963, foi comercializado pela empresa
Novozymes (FERNANDES et. al., 2007).
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A aplicagdo das lipases na producéo de detergentes é evidente (HANSAN et.
al., 2006) pois essas enzimas promovem a quebra das moléculas de gorduras
(hidrélise) sem a necessidade de cofatores. Atualmente, o emprego de lipases tem
aumentado na producdo de detergentes como a Lipolase®, uma preparacéo soltvel
de lipases; outro exemplo é a da lipase de Penicillium cyclopium, citada por Huang et.
al. (2019), pois, devido a estabilidade térmica da enzima, o detergente pode ser
utilizado em baixas temperaturas.

A aplicacdo das lipases na area da saude abrange desde a producdo de
medicamentos, como nos casos de deficiéncia de enzimas pancreaticas e indigestao,
até a utilizacdo em métodos diagnosticos desses disturbios, assim como na avaliagao
da reducao dos niveis de triglicerideos, uma vez que as lipases sao responsaveis pela
hidrélise desses componentes (MONTEIRO e SILVA, 2009).

A aplicacdo das lipases na industria cosmética cresceu significativamente nos
altimos anos, pois auxiliam na limpeza de pele e cabelos além de participarem dos
processos de queratinizacdo da pele e protecdo das fibras de elastina e colageno.
Atualmente tém-se destacado a aplicacdo das enzimas lipoliticas nos procedimentos
de emagrecimento, uma vez que promovem a quebra das moléculas de gordura e
podem ser utilizadas também como biocatalisador de reacfes para a producdo de
aromas (ANSORGE-SCHUMACHER, 2012; YVERGNAUX, 2017).

O emprego das lipases, na producdo de biocombustiveis, como o biodiesel, tem
ganhado notavel importancia econémica, social e tecnoldgica (CORTEZ et. al.,2017);
isso devido a sua capacidade de transesterificar moléculas de acidos graxos de
elevada massa molar, utilizando-se de diferentes matérias-primas agropecuarias, que,
por sua vez, sao ricas em gorduras e 0Oleos.

Portanto, apés os processos de producdo, separacdo e caracterizacao
bioguimica, as lipases sdo aplicadas em diferentes segmentos industriais que
estimulam estudos sobre elas. Isso conduz a ganhos econdmicos devido as diversas
aplicacoes e descoberta de enzimas com novas propriedades que podem ser
futuramente exploradas. Ademais, possibilita ganhos ambientais consideraveis, uma
vez que favorecem a preservacdo ambiental conforme sua capacidade de degradar
compostos poluentes, fomentando, assim, a sua producao.

Verificando a importancia das lipases em diversos setores agroindustriais,
elaborou-se o artigo de revisdo, apresentado no Capitulo 2, o qual enfatiza as
aplicacbes mais atuais das lipases, obtidas do género Penicillium e possiveis novas

aplicacoes.
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Uma abordagem sobre a producéo de lipases do género Penicillium e suas
potenciais aplicacdes biotecnologicas

RESUMO: Lipases (triacilglicerol-acil hidrolases) representam um importante grupo de biocatalisadores
de uso industrial, pois atuam em sistemas aquosos e ndo aquosos, catalisando reacdes de hidrdlise,
esterificacdo e transesterificacdo. Desse modo, essas enzimas tém aplicabilidade na producdo de
alimentos, laticinios, farmacos, detergentes, biocombustiveis, bem como na industria de quimica fina.
Elas podem ser oriundas de vegetais e animais, entretanto, a principal fonte é a microbiana. Os fungos
do género Penicillium sdo considerados bons produtores de lipases, algumas ja comercializadas.
Entretanto, é crescente o interesse por mais lipases desse género com elevada atividade e
comercialmente viaveis. O presente trabalho aborda os métodos para a producdo das lipases de
Penicillium, enfatizando suas principais aplicages biotecnoldgicas nos ultimos anos. Verificou-se que
a fermentagdo em estado sélido é atualmente mais empregada em estudos de escala laboratorial em
bancada do que a submersa, no caso de fungos filamentosos, evidenciando a preocupagéo ambiental
e sustentabilidade em reaproveitar residuos agroindustriais ou graxos como substratos, bem como na
facilidade da aplicacéo direta do sdlido fermentado em reag8es quimicas de hidrélise e esterificacdo. A
adicdo de lipases para melhorar a eficiéncia de tratamentos de efluentes domésticos ou industriais
apresenta-se como uma alternativa promissora pela facilidade da reutilizacdo do material fermentado
no processo de hidrélise. Destaca-se também a producéo de biocombustiveis catalisada por lipases,
que visa tornar esse processo economicamente vidvel para a implementacdo em escala industrial,
reduzindo a emissao de gases toxicos e efluentes quimicos, assim como gerando subprodutos mais
puros, 0 que minimiza os impactos ambientais.

PALAVRAS-CHAVE: biocombustiveis, biorremediagéo, enzimas, fermentacéo.
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INTRODUCAO

As enzimas sao biocatalisadores que apresentam aplicacoes em diversificados
ramos industriais, como no alimenticio, farmacéutico e médico (1). O seu uso
intensificou-se a partir do século XX, devido a fatores como desenvolvimento
biotecnolégico resultando em novas aplicacdes, isolamento de novas enzimas e
aprimoramento das existentes pela engenharia de proteinas (2,3). O mercado global
de enzimas foi avaliado em U$ 9,9 bilhdes, em 2019, e estima-se uma taxa de
crescimento anual composta de 7,1% para o periodo de 2020-2027, impulsionada
pelos setores de alimentos, bebidas e biocombustiveis (4).

O uso desses biocatalisadores como alternativa aos processos quimicos
tradicionais pode aumentar o rendimento da produc¢éo industrial, baixar custos, bem
como minimizar os riscos ambientais, por se tratar de produtos de origem natural,
biodegradaveis, reutilizaveis, sendo cada vez mais empregados nas tecnologias
limpas (2; 3).

Dentre as classes de enzimas de uso industrial, destacam-se as lipases por
apresentarem a caracteristica Unica de catalisar as reacdes de hidrélise de
triglicerideos em ambientes aquosos e sintetizar essas moléculas em ambientes nédo-
aquosos (4). Séo conhecidas mais de 4.000 enzimas, das quais 200 sao utilizadas
comercialmente, sendo que as lipases s&o o terceiro maior grupo de vendas no
mundo, apresentando propriedades de quimiosseletividade, enantioespecificidade e
regiosseletividade (3; 6; 7).

A producéo de lipases pode ser realizada a partir de fontes vegetais ou animais,
porém, a obtencdo por microrganismos tem se destacado por ser um meétodo mais
econdmico, de maior rendimento, sendo mais viavel para a producédo em larga escala

além da facilidade de manipulacao genética (7, 8).
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As cepas de bactérias sédo intensamente utilizadas para produzir enzimas, no
entanto, os fungos tém sido extensamente empregados atualmente, devido ao fato de
produzirem enzimas extracelulares que séo secretadas para o meio de cultivo com o
intuito de buscar nutrientes para os microrganismos, facilitando o processo de
recuperacao (9).

Entre os principais fungos conhecidos para a producéo de lipases, tém-se 0s
filamentosos que necessitam de substratos simples para crescimento, além de
produzirem proteinas em grande escala. Dentre os fungos mais utilizados, nesse
sentido, estdo os géneros Aspergillus sp., Fusarium sp., Geotrichum sp, Mucor sp.,
Penicillium sp. e Rhizomucor sp (10; 11). O género Penicillium sp é encontrado em
solos e responsavel por contagio poés-colheita em alimentos, causando a sua
deterioracdo; entretanto, diversas espécies sao utilizadas ha tempos na fermentacao
de queijos (P. roqueforti, P. camemberti) e embutidos (P. chrysogenum, Penicillium
nalgiovense, P.commune, P. aurantiogriseum, P. olsonii), as quais séo classificadas
como GRAS (Generally recognized as safe) pelo comité Food and Drugs
Administration (FDA) devido ao seu uso historico (12; 13).

Esses fungos sado intensamente empregados devido a sua versatilidade
metabdlica na producdo e secrecdo de pigmentos coloridos, variadas enzimas
incluindo as lipases, que desempenham papel importante, principalmente no
processamento de alimentos, mas também em outros segmentos ainda em estudos,
como na produgdo de biocombustiveis e na biorremediacdo de residuos
agroindustriais (7; 14).

No presente trabalho, fez-se o levantamento das principais aplicacbes das
lipases produzidas pelos fungos do género Penicillium; demonstrou-se a sua

importancia para diversas areas biotecnologicas, enfatizando-se a relevancia da
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aplicacdo dessas biomoléculas nas areas de biorremediacdo e producdo de
biocombustiveis.

A pesquisa foi realizada baseando-se nas evidéncias cientificamente
relevantes entre os anos de 2010 e 2020, com abordagem de artigos que
apresentassem a producao e/ou aplicacao das lipases do género Penicillium. Foram
buscadas referéncias nas bases de dados Google Scholar, Pubmed, Scielo e Elsevier,
utilizando as palavras-chave “lipase e Penicillium”, combinadas aos seguintes termos:
fermentacdo submersa, fermentacdo em estado solido, aplicacdo industrial,
biocombustiveis, tratamento de residuos, separacdo de misturas racémicas e

esterificacao.

DEFINICAO E CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DAS LIPASES

As lipases, quimicamente conhecidas como glicerol éster hidrolases (EC
3.1.1.3), sdo enzimas pertencentes ao grupo das serinas, as quais catalisam a
hidrolise de triacilglicer6is de cadeia longa, liberando os &cidos graxos
correspondentes (monoglicerideos, diglicerideos) e glicerol (Figura 1) (15).

A eficiéncia da liberacdo dos acidos graxos pode ser acompanhada por
diversos métodos, dentre os quais se destacam os métodos colorimétricos que
utilizam substratos sintéticos, como ésteres de acidos graxos (acetato, butirato,
caproato, caprato, palmitato e esterato), e os titulométricos que utilizam a trioleina
como substrato padréao. Desse modo, o azeite de oliva, que contém em média 70% de
trioleina, € uma opcéo de baixo custo como substrato na dosagem da atividade
lipolitica que comumente emprega a titulacdo por NaOH (16; 17).

As lipases pertencem ao grupo das serino hidrolases com triade catalitica

composta pelos aminoacidos serina, histidina e um residuo acido (aspartato ou
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glutamato). A estrutura primaria dessas biomoléculas apresenta diferentes graus de
homologia, contudo, a sequéncia pentapeptidica Gly-X-Ser-X-Gly é altamente
conservada e posiciona o residuo nucleofilico (Ser) no centro de uma curvatura
acentuada, localizada no C terminal de uma das folhas beta, facilitando a abordagem
pelo substrato (18).

O padréo conformacional das lipases apresenta o motivo a/ hidrolase; possui
no seu interior uma cavidade hidrofébica com uma “tampa” polipeptidica, a qual, em
presenca de interface polar/apolar, sofre uma mudanca conformacional, expondo o
sitio ativo, que justifica a atividade aumentada das lipases na interface 6leo/agua (19;
20). Essas proteinas sédo estaveis em sistemas aquosos e hdo aquosos, de maneira
gue catalisam as reacdes de esterificacdo e transesterificacdo, que sdo de grande

interesse industrial (21; 22).

PRODUCAO DE LIPASES FUNGICAS

A producdo de lipases como biocatalisadores industriais é realizada
principalmente por meio de processos fermentativos empregando-se as técnicas de
fermentacao submersa (FS) ou em estado solido (FES) (9). De forma geral, os fatores
ambientais influenciam significativamente o crescimento e a producdo da lipase

fungica, sendo o intervalo de pH entre 6,0 e 8,0 e da temperatura entre 20 e 30°C (15).
FERMENTACAO SUBMERSA

Método amplamente considerado, pois apresenta maior controle de pH e
temperatura do processo empregando meio liquido, no qual os nutrientes séo
sollveis; contém carbono como fonte energética principal, a qual pode ser sintética,

como glicose, maltose e xilose, ou natural, como o bagaco de cana, farelo de aveia e
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Oleo de soja (11; 23). A producao dependera de: carbono, nitrogénio, sais inorganicos,
oxigénio e aeracdo, além da presenca do indutor lipidico (Figura 2), que estimula
ativamente a producéo da lipase (15).

Isolados os fungos de materiais residuais de processos industriais e
domeésticos, utilizou-se o Penicillium solitum para produzir lipase por fermentacéao
submersa, avaliando o efeito da peptona, Tween 80, tributirina e 6leo de oliva como
substratos, por 14 dias, a 25°C (24).

Dentre as metodologias utilizadas para otimizar a produtividade de lipases, esta
a tecnologia transgénica. Modificou-se geneticamente a cepa industrial do P.
expansum PE12, inserindo um fragmento da sequéncia da lipase desse fungo,
denominado Ppel, um forte promotor da transcricdo, que demonstrou ser

positivamente regulado por azeite de oliva e inibido pela glicose (25).

FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Essa fermentacdo emprega como substrato um meio insolavel, um material
sélido que funciona como suporte fisico e fonte de nutrientes, podendo ser um sélido
natural, como residuos agroindustriais, ou um suporte inerte, como resinas
poliméricas ou poliuretano (26; 27; 28).

Principalmente, para fungos filamentosos, a FES € conveniente, pois
proporciona condicbes ambientais semelhantes ao seu habitat natural. Em
comparacao com a submersa, apresenta vantagens, como maior produtividade por
volume de fermentacéo, diminuicdo de contaminacgéo devido a baixa umidade do meio
e aplicacgéo direta do solido fermentado em reagdes de hidrélise e esterificagédo (29).

A umidade, porcentagem de agua livre no meio, atividade hidrolitica, pH e

temperatura séo fatores determinantes durante o processo da fermentacao no estado
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sélido (Figura 3), pois influenciam diretamente o crescimento dos microrganismos e a
sintese de metabdlitos (30).

A utilizacdo de residuos agroindustriais, como bagacos de frutas, vegetais,
tortas de sementes oleaginosas e farelos de graos, na forma de substratos na FES,
diminui os custos de producdo e recuperacdo das lipases do meio fermentativo,
gerando produtos de maior valor agregado, além de reduzir o impacto ambiental.
Residuos alimentares podem ser empregados puros ou acrescidos de indutores de
diferentes teores de carbono e nitrogénio (31). Apdés uma revisado sistematica,
constatou-se que o numero de publicacfes cientificas sobre o tema cresceu somente
a partir de 2009, provavelmente, devido ao maior interesse no reaproveitamento dos
residuos (32).

Os fungos filamentosos, particularmente os do género Penicillium, sao
frequentemente empregados nesse tipo de fermentacéo. O uso de farelo de soja para
a producao de lipases de Penicillium verrucosum, evidenciado por Kempka (2008)
(33), demonstrou que a producédo da enzima foi mais eficiente a 27,5°C e umidade
igual a 55%, apresentando atividade 6tima (40 U gSF?) entre 30 e 45°C com pH 7,0,
portanto, vidveis nas industrias cosméticas e na medicina.

Adicionado ao farelo de trigo, residuos graxos, como substrato para a producao
de lipase de Penicillium chrysogenum SNP5 via FES, obtiveram melhores resultados
com incubacao por 7 dias na temperatura de 30°C. Ap0Os a extracao da enzima em
ampla faixa de pH, a atividade 6tima de 40,7 U mL - foi alcancada em pH 8,0. Obteve-
se uma enzima aplicavel na biorremediacéo de residuos caseiros de 6leo de cozinha
e na producdo de biocombustiveis, demonstrando que o0 uso de graxas como

substrato aumenta a especificidade da lipase para clivar esses residuos (34).
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Utilizando como substrato residuos toxicos oriundos da producao de biodiesel
a partir de sementes de mamona, empregou-se a FES para obter duas lipases de P.
simplicissimum (155 U g1), apés 96 h de fermentacéo (35).

As sementes de gergelim, linhaca e girassol foram utilizadas separadamente
como substratos, para a producao de lipase de Penicillium sp, na qual se utilizou o
padrdao de temperatura e umidade durante a fermentacdo em estados sélido,
respectivamente, 24°C e 60%, durante o periodo de 120 horas. A maior atividade
lipolitica (16 U g) foi no material fermentado das sementes de girassol apds 96 horas
de fermentacéao (17).

A torta de sementes de colza, um subproduto da fabricacdo do 6leo, foi utilizada
como meio fermentativo para 26 fungos de diferentes espécies, no entanto, foi o
Penicillum camemberti que apresentou maior producdo de lipases, a qual foi
maximizada variando-se a porcentagem de carbono e nitrogénio do substrato. A
adicao de lactose, cloreto de calcio e 80% de umidade revelou um pico de producao
apos 48 horas de FES, a 25°C aumentando a producéo 11,2 vezes (150 U g*) em
comparacao a torta sem suplementacéo (36).

Embora a maioria das lipases fungicas com aplicacdes biotecnoldgicas sejam
extracelulares, alguns géneros de fungos filamentosos, dentre eles, o Penicillium, séo
capazes de reter essas enzimas nos miceélios, 6rgaos responsaveis pela sustentacao
das hifas e absorcdo dos nutrientes. Avaliou-se a capacidade de 10 espécies de
Penicillium produzirem lipases ligadas ao micélio, com o intuito de utiliza-las na
producao de acidos graxos livres a partir de variados 0leos vegetais. Os trés principais
produtores de lipases evidenciados foram: P. janthinellum, P. purpurogenum e
Penicillium italicum, este ultimo, apds incubado a 30°C, por 72 horas, apresentou a

producdo de lipase com maior atividade hidrolitica, aproximadamente 200 U g (37).



36
Devido as multiplas variaveis experimentais envolvidas nos processos de FS
ou FES, estudos de planejamento experimental sdo descritos para avaliar
individualmente o efeito dos parametros utilizados com o intuito de otimizar a
producdo. Um planejamento fatorial de niveis mistos foi utilizado para otimizar a
producéo de lipases de P. chrysogenum, avaliando-se pH, tempo de fermentacdo e
mistura de substratos. As melhores condi¢cdes foram obtidas em 72 horas de
fermentacao, pH 6timo entre 6,0 e 7,0 e atividade enzimatica igual a 26,4 U g (38).
A Tabela 1 apresenta diversas espécies de Penicillium produtoras de lipases,
relacionando os substratos da producédo e a respectiva atividade lipolitica. Ademais,
destaca a lipase obtida do Penicillium expansum, que apresentou atividade igual a
2.100 U gt (25).
Algumas lipases de Penicillium estdo disponiveis comercialmente, como a G~
Amano 50, obtida de P roqueforti, R> Amano obtida de P. camemberti (Amano
Enzyme Inc., Japan) e a LVK, obtida de P. expansum (Shenzhen Leveking

Bioengineering Co., Ltd, China) (37).

APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DAS LIPASES

Embora as lipases tenham sido descobertas no final do século XIX, o seu
amplo potencial biocatalitico foi identificado em 1930 e, desde entdo, sdo utilizadas
em diversos segmentos industriais (39).

Desde os anos 80, observa-se um aumento significativo do niumero de lipases
disponiveis, devido, principalmente, aos estudos de clonagem e expressao das
enzimas de microrganismos, assim como pela demanda crescente do uso de
biocatalisadores com novas propriedades, relacionadas principalmente a

especificidade e estabilidade frente a temperatura e pH (40). O valor estimado para o
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mercado das lipases microbianas é de $ 590,2 milhdes, em 2023, com um crescimento
anual de 6,8%, no periodo de 2018-2023 (41).

O interesse nas lipases deve-se a diversos fatores, a saber: sua propriedade
de solubilidade em agua e capacidade de catalisar as reacdes com substratos
lipofilicos, bem como sua relativa estabilidade em solventes organicos (42).

As vantagens dos catalisadores biologicos em relacdo aos quimicos ou
convencionais extrapolam a especificidade e versatilidade, pois apresentam maior
rendimento e reducdo do nimero de etapas, atuando como reagentes ambientalmente
favoraveis devido as condicfes mais amenas do processo (43).

O potencial catalitico das lipases é empregado basicamente em dois tipos de
reacoes: hidrolise e esterificacdo. A hidrolise de gorduras pode ser empregada nas
biotransformacdes de diversos setores industriais: alimenticio, no desenvolvimento de
sabores; quimico ambiental, no tratamento de efluentes residuais, no farmacéutico e
na hidrolise estéreo especifica. A reacdo inversa, denominada esterificacdo, é
utilizada na quimica fina para sintese de compostos intermediarios terapéuticos e na
alimentacdo para aromatizacao e emulsificacao (3; 44).

Algumas lipases do género Penicillium tém sua utilizagdo descrita hd mais de
20 anos, entretanto, novas aplicabilidades foram descobertas, conforme mostra a
Tabela 2.

No processamento de alimentos, o uso de lipases acelera a formacao de acidos
graxos livres de cadeia curta, favorecendo a producdo de aroma em produtos lacteos;
por exemplo, a hidrolise da gordura do leite produz compostos caracteristicos de
aromas em queijos (10). As espécies de Penicillium sdo ha muito tempo utilizadas na
producdo de queijos; por exemplo, as lipases do Penicillium roqueforti atuam nas
etapas do amadurecimento dos queijos azuis, conferindo-lhes as suas caracteristicas

aromaticas (41; 45).
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Ao catalisar as reacdes inversas de esterificacdo e/ou transesterificacdo, sao
empregadas na fabricacdo de margarinas a partir de Oleos vegetais, sintese de
emulsificantes, transformacédo de lipidios, laticinios, cervejarias, producdo de
condimentos e molhos (16).

Na busca de metodologias mais eficientes para a obtencéo de suplementos
alimentares poli-insaturados, foi imobilizada a lipase de Penicillilum sp. secéo
Gracilenta (CBMAI 1583) em diferentes suportes hidrofobicos e testaram na hidrélise
do 6leo de peixe, fonte de Omega 3 (46). No geral, a enzima imobilizada foi mais
resistente ao pH e temperatura, de maneira que apresentou atividade hidrolitica
aumentada em relacdo a enzima livre, na coluna phenil-Sepharose. Ainda,
demonstraram que as propriedades cataliticas dessa lipase podem ser direcionadas
de acordo com o suporte selecionado. Os acidos graxos poli-insaturados obtidos
podem ser utilizados na industria alimenticia e farmacéutica (46).

Na area da saulde, é evidente o uso das lipases na industria farmacéutica, na
gual catalisam reacdes de hidrélise estéreo-especificas sobre substratos pro-quirais e
atuam na resolucdo de misturas racémicas; por exemplo, a lipase de Penicillium
expansum utilizada na separacdo de misturas de ibuprofeno, purificada 81,2 vezes
(85,94 U g?) (47). Esse alto grau de purificacdo enzimatica para a utilizacdo nessa
area gera custos operacionais mais significativos em comparagcao com outros setores.

Adicionalmente, encontram-se lipases obtidas de outras fontes que catalisam a
sintese de compostos intermediarios terapéuticos, como o éster lactona, obtendo a
pancreatina, utilizada no tratamento da insuficiéncia pancreatica exocrina, assim como
na producdo de medicamentos que melhoram a digestdo. Outro uso importante na
medicina se refere a utilizacdo em métodos diagnosticos, por exemplo, em doencas
digestivas e pancreaticas, bem como na avaliacdo dos niveis de triglicerideos (48),

uma vez que as lipases sdo responsaveis pela sua hidrolise (49).
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A utilizacdo de desengordurantes, baseados em enzimas, torna a industria de
detergentes uma das principais consumidoras de lipases (50; 51), tendo-se 0 exemplo
da aplicacdo da lipase recombinante obtida do Penicillium cyclopium, estavel entre pH
8,0 e 10, a 30°C, que, por sua vez, apresenta a vantagem de se manter estavel a
baixas temperaturas e pHs alcalinos (52).

A degradacdo ambiental, por conta do aumento na producdo de residuos
industriais, comerciais e domésticos, pode ser minimizada pelo reaproveitamento
desses componentes, bem como por meio da biorremediacdo. Nesse sentido, a
producdo de biodiesel catalisada por lipases é uma alternativa sustentavel e

ecologicamente viavel.

BIORREMEDIACAO

Na biorremediacdo, o uso de lipases no pré-tratamento de efluentes nas
indUstrias alimenticias, particularmente na agropecuaria e laticinios, desperta
interesse devido a capacidade de essas hidrolisarem 6leos e materiais graxos. Os
lipidios figuram entre os maiores poluentes ambientais decorrentes de residuos
industriais, devido a formacéo de filmes oleosos na superficie aquética, que prejudica
a difusdo de oxigénio na agua (10).

Nesse processo biotecnolégico, sdo empregados agentes bioldgicos que
podem ser plantas, microrganismos ou enzimas, com o objetivo de eliminar poluentes
ambientais ou reduzi-los a compostos de baixa toxicidade, reduzindo a contaminacao
do meio ambiente, assim como obtendo produtos com maior valor agregado (53).

O uso de lipases € uma alternativa para a reducao de danos ao meio ambiente,
pois a producdo de enzimas economicamente viaveis favorece o desenvolvimento de

metodologias para o tratamento de efluentes, assim como, devido ao seu alto
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potencial de biodegradacao, reciclam grandes quantidades de matéria organica que
geralmente sao insollveis na natureza.

Lipases de P. chrysogenum vém sendo empregadas na biorremediagao de
residuos graxos industriais e domésticos. Graxa residual pré-tratada com diversas
lipases comerciais foi utilizada como fonte de carbono para a FES do Penicillium
chrysogenum, a fim de identificar a degradacdo méxima de 4cidos graxos presentes
no substrato. O processo foi otimizado por meio de quatro variaveis: concentracéo de
esporos, periodo de tempo, quantidade de graxa produzida e FeCl2 (mM). Obtiveram-
se 6,6 mg g* de &cido graxo a partir de 10 g de graxa pré-tratada, em 16 dias,
evidenciando o uso dessas enzimas nos processos de biodegradacéo de subprodutos
agroindustriais (10;14).

Essa espécie também se mostrou eficiente em hidrolisar residuos de 6leo de
cozinha, com a obtencéo de 22% de acidos graxos, tornando a lipase uma boa opc¢éo
para a biorremediacdo e uso na producédo de biocombustiveis sendo uma alternativa
ecoldgica que segue os principios da quimica verde (54).

Isoladas as espécies, P. janthinellum, P. chrysogenum, P. camemberti, P.
charlesi, P. oxallicum, P. italicum, P. brevicompactum, P. citrinum, P. purpurogenum e
P. roquefort, foram selecionados os fungos P. janthinellum, P. purpurogenum e P.
italicum, que produziram lipases com caracteristicas semelhantes em relacdo ao pH
(6,0 — 8,0) e temperatura (40°C) da atividade; foi avaliada a capacidade desses na
hidrolise de Oleos utilizados na alimentacao. Identificou-se uma hidrolise do 6leo de
canola de 63,5% e 79,9%, respectivamente, para os fungos P. jantthinellum e P.
italicum, enquanto, para o P. purpurogenum, a hidrélise do éleo de coco foi de 66,8%
(37).

A pré-hidrdlise lipolitica de residuos de 6leo e gordura pelas lipases melhoram

a eficiéncia da remocéao e aceleram o processo de degradacédo, enquanto a producéo
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de biodiesel, mediada por lipase, a partir de residuos de 6leo de cozinha, permite uma

transformacao biotecnoldgica sobre o processo quimico convencional (55).

BIOCOMBUSTIVEIS

Uma das principais aplicacbes das lipases, atualmente, € 0 seu uso ha
producdo de biocombustiveis, como o biodiesel, que se refere a uma mistura de
ésteres alquilicos de acidos graxos, tendo ampla aplicabilidade na substituicéo do 6leo
diesel convencional, produzido a partir de origem fassil; da mesma forma, apresenta,
além disso, uma alternativa com caracteristicas quimicas adequadas (biodegradavel
e nao toxico), menos poluente, tecnicamente competitivo e possibilidade de uso de
diferentes plantas para producéo regional, de acordo com a matéria-prima disponivel
(56).

O uso de lipases, como catalisadores heterogéneos, para a producdo de
biodiesel, apresenta-se como uma alternativa ecologicamente viavel e uma proposta
promissora para aplicacdo em diferentes processos quimicos. Atualmente, a
transesterificacdo € a reacdo mais utilizada, na qual uma molécula de triacilglicerideo
€ convertida em ésteres de acidos graxos por meio da reacdo com trés moléculas de
alcool, que podem ser: etanol, butanol, propanol e metanol, este Ultimo sendo 0 mais
utilizado. A Figura 4 ilustra as trés etapas que envolvem essa reacao (29; 57).

Comumente, séo utilizados catalisadores basicos nesse processo, porém, a
utilizacao de lipases tem sido investigada por apresentar alternativa mais ecolégica,
no entanto, o alto custo das enzimas e a atividade reduzida na presenca do metanol
sao limitagbes a Iimplementacdo industrial da catédlise enzimatica. Na
transesterificagéo convencional, sdo utilizados solventes organicos, como o n-hexano,
no meio reacional, todavia, a substituicdo por liquidos iGnicos (sais que permanecem

liquidos a temperatura ambiente) aparece como uma alternativa limpa, pois aumenta
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a atividade lipolitica e a especificidade da enzima, como demonstrado por Yang (2009)
(21), que avaliou a atividade de transesterificacdo da lipase do Penicillium expansum,
utilizando liquidos i6nicos e hexano; assim, foi possivel verificar maior rendimento da
atividade lipolitica no liquido idnico, podendo ser util para a producéo de biodiesel.

A lipase do P. expansum também foi utilizada para catalisar a produgédo de
biodiesel a partir do 6leo de milho, usando, como solventes, um liquido ibnico e um
solvente organico (terc-butanol). Apos a otimizacdo de ambos os sistemas, em relacéo
aos parametros de quantidade de enzima, razao molar metanol/6leo, temperatura e
volume de solvente, verificou-se que a conversdo em ésteres metilicos de acidos
graxos foi de 86% para o liquido ibnico e 52% para o terc-butanol. Os pesquisadores
também observaram a resisténcia dessa lipase a desnaturacdo por metanol quando
incubada em hexano ou em liquido ibnico, apresentando boa atividade e estabilidade
para ambos 0s solventes. Esses resultados sdo promissores, pois demonstram que,
para essa enzima, o metanol ndo contribui para a inibicdo da atividade e pode ser
utilizado na transesterificacédo (58).

O potencial da lipase P. chrysogenum, como biocatalisador na hidrélise de
residuos de o6leo de cozinha, foi demonstrado obtendo-se acidos graxos de 18
carbonos, evidenciando-se a utilidade da enzima para a producédo de biocombustiveis
(54).

A evolugédo da aplicacdo das lipases do género Penicillium, nas diferentes
areas, € ilustrada na Figura 5. Verifica-se que essas aplicacdes sédo decorrentes dos
avancos da biotecnologia, bem como pela busca do desenvolvimento sustentavel e
preservacdo ambiental. A area biotecnoldgica apresenta diversos estudos dessas
enzimas, demonstrando intenso uso nos processos de tratamento de residuos e na

producdo de biocombustiveis.
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CONCLUSAO

Pode-se concluir, com o presente trabalho, que, apesar da crescente utilizacéo
e aplicacéo das lipases de Penicillium, em diferentes setores industriais, verificou-se
gue ha caréncia de novos estudos na area da saude, possivelmente, devido a
exigéncia de aprovacdo por 6rgdos competentes, bem como pela necessidade de
enzimas altamente puras que encareceriam o processo. Entretanto, o avanco do
emprego das lipases destaca-se na catalise da producéo de biocombustiveis e no
processo de decomposicao de residuos agroindustriais, representando a maior parte
dos estudos mais recentes, que envolvem lipases produzidas pelo género Penicillium.
A adicdo dessas enzimas melhora a eficiéncia dos processos de biodegradacao, além
de efetivar-se como uma alternativa promissora para o tratamento de efluentes e

producado de produtos com alto valor agregado, como o biodiesel.
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Tabelas

Tabela 1: Lipases obtidas do género Penicillium e suas atividades lipoliticas relacionadas ao
substrato.

ESPECIES SUBSTRATO ATIVIDADE LIPOLITICA REFERENCIA
P. expansum PE12 Azeite de oliva 2.100 U g* (a7)
Penicillium sp. Sementes de gergelim, 16 U g? (25)
linhaca e girassol
P. chrysogenum Farinha de trigo 40,7 U gt (34)
P. simplicissimum Residuos téxicos de 155U g* (35)
sementes de mamona
P. camemberti Colza 150 U g* (36)
P. janthinellum, Azeite de oliva 200U gt (37)
P. purpurogenum
P. italicum
P. chrysogenum Mistura de sementes 26,4 U g? (38)

Tabela 2: Potenciais aplicacdes de lipases obtidas de diferentes espécies de Penicillium.

ESPECIES APLICACOES REFERENCIAS
P. chrysogenum Pré-tratamento de efluentes obtidos (24)
da industria alimenticia
P. simplicissimum Producéo de biocombustiveis (35)
P. italicum, Pré-tratamento de efluentes obtidos (37)
P. janthinellum, da industria alimenticia
P. purpurogenum
P. janthinellum Esterificac@o e Transesterificacdo (37)
Penicillium sp. Producgédo de suplementos (46)
alimentares poli-insaturados
P. cyclopium Producédo de detergentes (52)
P. chrysogenum Tratamento de efluentes (55)

P. expansum Produgéo de biocombustivel (58)



