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RESUMO

O mercado das enzimas tem ganhado cada vez mais destaque na produgao industrial.
Enzimas existem e sao importantes no metabolismo de todos os seres vivos.
Considerando as lipases, que sao capazes de catalisar a hidrélise de lipideos que sao
apresentados em diferentes fontes, tornando-a uma alternativa promissora para
industria alimenticia, farmacéutica, quimica, entre outras. Diante disso, objetivou-se
com esse trabalho a producgao de lipases pela levedura Moesziomyces aphidis em
fermentacao liquida (FL). O perfil de producao enzimatica de lipase por FL foi avaliado
em residuos de baixo custo: Oleo de fritura residual (OFR), Extrato de levedura (E) e
Polpa de coco verde (PC). A levedura Moesziomyces aphidis BRT57 faz parte da
micoteca do Laboratério de Diversidade Molecular (LDM) do ICBS/UFAL e foram
isoladas de folhas de bromélias, na reserva Tocaia, no municipio de Santana do
Ipanema-AL. A levedura foi previamente testada quanto a producéo de lipases através
da hidrélise do substrato tributirina em placa de Petri. A composi¢ao da fermentagao
liquida para selecédo da melhor levedura e melhor indutor foram 6leo de fritura residual,
oleo de fritura residual e extrato de levedura, polpa de coco verde e polpa de coco
verde e extrato de levedura. O tempo de producéao foi observado até 72 h, sendo a
cada 24 h aliquotas retiradas para verificar a atividade enzimatica. A purificagcdo da
lipase foi feita através dos processos de fracionamento salino, cromatografia de
exclusao molecular e eletroforese (SDS-PAGE). O estudo demonstrou a viabilidade
da producdo de lipase em fermentacdo liquida produzidos por leveduras de
Moesziomyces aphidis.

Palavras-chave: Lipase; purificacdo; fermentacao liquida; Moesziomyces aphidis.




ABSTRACT

The enzyme market has gained increasing prominence in industrial production.
Enzymes exist and are important in the metabolism of all living beings. Considering
the lipases, which are able to catalyze the hydrolysis of lipids that are presented in
different sources, making it a promising alternative for the food, pharmaceutical,
chemical industry, among others. Therefore, the objective of this work was the
production of lipases by the yeast Moesziomyces aphidis in liquid fermentation (FL).
The enzymatic production profile of lipase by FL was evaluated in low cost residues:
Residual frying oil (OFR), Yeast extract (E) and Green coconut pulp (PC). The yeast
Moesziomyces aphidis BRT57 is part of the collection of the Molecular Diversity
Laboratory (LDM) at ICBS/UFAL and was isolated from bromeliad leaves, in the Tocaia
reserve, in the municipality of Santana do Ipanema-AL. The yeast was previously
tested for the production of lipases through the hydrolysis of the tributyrin substrate in
a Petri dish. The liquid fermentation composition for selection of the best yeast and
best inducer were residual frying oil, residual frying oil and yeast extract, green coconut
pulp and green coconut pulp and yeast extract. The production time was observed for
up to 72 h, with aliquots withdrawn every 24 h to verify the enzymatic activity. The
purification of the lipase was performed using saline fractionation, molecular exclusion
chromatography and electrophoresis (SDS-PAGE) processes. The study
demonstrated the viability of lipase production in liquid fermentation produced by

Moesziomyces aphidis yeasts.

Keywords: Lipase; purification; liquid fermentation; Moesziomyces aphidis.
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1 INTRODUGAO

Uma maior compreensdo sobre enzimas possibilitou que elas fossem
reconhecidas como uma boa alternativa de investimento a nivel industrial de areas
diversas. Nesse trabalho abordaremos sua aplicacdo nas industrias de biodiesel,
alimenticia, industrial de papel e celulose e de detergentes, porém, o mercado da
aplicacdo de enzimas em diversas areas tem crescido a nivel mundial por suas
vantagens econdmicas e de aplicabilidade.

A area do mercado industrial enzimatico esta dividida em diversas aplicagdes
especificas. Existe espaco para enzimas de aplicacdo para racdo animal, enzimas
técnicas e enzimas para industria de alimentos, mas também existe uma area de
enzimas especiais que s&o aplicadas na pesquisa, diagnosticos e na quimica quiral
da industria farmacéutica (REVISTA PROCESSOS QUIMICOS / SENAI, 2009).

A agricultura é uma das atividades mais importantes e antigas da humanidade.
Levando em conta o crescimento populacional e o avanco da industria de alimentos,
novos problemas comegaram a aparecer como exemplo o volume dos residuos
agroindustriais gerados (Saath, K. C. de O., & Fachinello, A. L. 2018). Porém esses
tipos de residuos agricolas sao 6timas fontes de carbono, ideal para o crescimento
fungico, isso acontece devido a secregao de enzimas lignoceluloliticas pelas hifas que
por sua vez hidrolisam o substrato e fornecem os agucares necessarios para a
sustentacao do crescimento microbiano (ELISASHVILI et al., 2008).

A fonte desses residuos é diversa, como na producdo de acucar e alcool,
alimentos no geral, industria do coco e de madeira. Segundo Celso Oliveira (2022) da
ABIB Brasil, o Brasil tem um quantitativo de residuos produzidos pelo setor
agroindustrial de 967.005.044 (mil ton/ano), ainda a mesma fonte ressalta que, o
potencial de energia primaria dos residuos agricolas na projecao para 2030 requer
investimentos para o desenvolvimento de rotas tecnolégicas para seu
reaproveitamento.

Enzimas sdo produzidas por processos de fermentagdo submersa e a
fermentacdo semi-sélida, sistemas amplamente utilizados (Sankaralingam et al.,
2012). O cultivo de microrganismo nessa técnica é feito em meio a nutrientes

necessarios para seu crescimento e para produgdo de enzimas. As vantagens sao
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maior homogeneidade do meio, controle e supervisionamento de variaveis como
temperatura e pH (GEOFFRY e ACHUR, 2018).

Entre o género Moesziomyces, M. antarcticus, (anteriormente conhecido como
Pseudozyma antarctica e Candida antarctica), produziu lipases extracelulares
relevantes para a industria, que foram expressas de forma heteréloga em diferentes
hospedeiros e comercializados (FARIA et al., 2019). Moesziomyces aphidis (sin.
Pseudozyma aphidis) € uma levedura ambiental comumente isolada de folhas de
plantas, flores e solo. Pertence ao filo Basidiomycota, subfilo Ustilaginomycota, classe
Ustilaginomycetes e ordem Ustilaginales (MPAKOSI et al., 2022).

Esse estudo tem como proposta a producdo de lipases pela levedura
Moesziomyces aphidis isolada de folhas de bromélias do estado de Alagoas, em
fermentacao liquida (FL) utilizando meios de custo baixo, o que o torna uma boa

alternativa de aproveitamento e obteng¢do de enzimas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Residuos agroindustriais

A agricultura € uma das atividades mais importantes e antigas da humanidade.
Levando em conta o crescimento populacional e o avanco da industria de alimentos,
novos problemas comegaram a aparecer como exemplo o volume dos residuos
agroindustriais gerados. Economicamente a manufatura agropecuaria de um pais tem
grande capacidade de gerar renda com sua rapida expansdo na producdo e
desenvolvimento, porém esse crescimento acaba gerando problemas a serem
levados em consideracéao e tratado com preocupacao (ARIEIRA, J. O., 2017).

Com a crescente produgcdo em diversas areas de residuos gerados pela
populagado e a preocupagao com o meio ambiente, a ABNT criou a CEET-00.01.34 -
Comissao de Estudo Especial Temporaria de Residuos Sdlidos, para revisar a ABNT

NBR 10004:1987, norma em que classifica os tipos de residuos existentes como:

Residuos nos estados solido e semi-solido, que resultam de atividades
da comunidade de origem: industrial, doméstica, hospitalar, comercial,
agricola, de servigo e de varrigdo. Ficam incluidos nesta definicdo os
lodos provenientes de sistemas de tratamento de agua, aqueles
gerados em equipamentos e instalagdes de controle de polui¢do, bem
como determinados liquidos cujas particularidades torne inviavel o seu
langamento na rede publica de esgotos ou corpos de agua, ou exigem,
para isso, solugdes técnicas e economicamente inviaveis em face a
melhor tecnologia disponivel. (ABNT NBR 10004, 2004, p. 1)

A composicado principal dos residuos agroindustriais sdo polimeros de
carboidratos como amido; celulose e hemicelulose; proteinas; lipidios; fibras e outras
matérias organicas (Nascimento & Alencar, et al., 2020). Levando em conta que os
principais residuos gerados pela agroindustria Brasileira sdo residuos solidos, como
fibra de coco, casca de arroz, farelo de trigo entre outros, o seu valor nutritivo deve
ser considerado. Gil, E.S. et al.,, (2007) ressalta que esses residuos possuem
compostos bioativos com potencial para as industrias farmacéutica, quimica e
alimenticia, e que séo possiveis de producdo em meios de baixo custo, alternativa
sustentavel.

Existe grande disponibilidade de biomassa lignocelulésica no nosso pais € no
mundo sendo extraidas de residuos agroindustriais, por exemplo. E um tipo de

matéria-prima de processamento complexo com até 75% de celulose e hemiceluloses.
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Sendo constituido por lignina, hemicelulose e celulose (Cardona, C. A., Quintero, J.
A., Paz, |. C., 2010).

2.1 Cocos nucifera L.

O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma palmeira perene mondica da familia
Arecaceae (BEVERIDGE, F.C, KALAIPANDIAN, S., 2022, YANG & ADKINS 2022).
No Brasil que é um pais de coco, espera-se que sejam descartados cerca de sete
milhdées de toneladas de cascas de coco por ano. A cocoicultura instalada no Brasil
foi uma forma de aproveitamento das inumeras possibilidades que a casca descartada
oferta como por exemplo, producao de palets para méveis, biocombustivel verde,
carvao vegetal entre outros. Resultando em uma consideravel geragao de emprego e
renda no nosso pais (MANUEL ALBERTO GUTIERREZ CUENCA, 2016).

A poupa do coco tem valor nutricional com propriedades benéficas para seu
aproveitamento. A quantidade calculada para cerca de 100 gramas de polpa € de 09
g de fibras também é fonte de gordura, vitaminas B1, B2, B6 e C e de minerais como
potassio, calcio, sodio, ferro e fésforo (ABESO, BRASIL). Segundo Grapiuna (2012),
a composic¢ao do coco € de 65% do coco corresponde a noz e seu conteudo (albumen
sélido e agua) e 35% restantes correspondem a parte fibrosa (casca), sendo o
mesocarco material rico em lignina, celulose e hemicelulose, uma rica oferta de
material lignoceluldsico. Entre 6-7 meses do seu desenvolvimento, a medula do coco
contém uma quantidade substancial de extrativos, sendo considerado pronto para uso
como mostra a Figura 1.

Considerando que o coco € uma fruta grande que ultrapassa 1 kg de peso e
grande parte dele é descartado, ja que o epicarpo, mesocarpo e endocarpo nao sao
comestiveis. Gerando grande quantidade de residuos principalmente em cidades
litordneas em que seu consumo é aumentado, sendo considerado um problema no

volume de desperdicio (Esmeraldo et al., 2010).
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Figura 1 - Coco verde com 7 meses de idade, considerado pronto

para uso.
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Fonte: Assis et al., 2000.

2.2 Oleo residual de fritura

Esse tipo de material pode se tornar um poluente ambiental se descartado
incorretamente se tornando um potencial poluidor de aguas. No brasil esse tipo de
residuo é reaproveitado na producéo de sabéo, cola e tinta por exemplo, mas levando
em consideragdo a grande quantidade produzida para descarte no pais a sua
reutilizacdo ganhou uma maior escala, que foi a producéo de biocombustivel. Oleos
vegetais sdo produtos naturais formados principalmente por triglicerideos. O Brasil se
produz aproximadamente quatro bilhdes de litros de 6leo de fritura por ano, sendo que
dois bilhdes sdo descartados. A reciclagem desses residuos vem ganhando espaco
cada vez maior (BARBOSA, G. N.; PASQUALETTO, A., 2008).

A estrutura quimica do 6leo de fritura residual avaliadas usando espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) sdo correspondentes aos acidos
carboxilicos (O-H); correspondendo a carbonila (C=0); a alcanos (CHZ2); alcanos
(CH5); alquil cetona (C-N); polissacarideo (C-O-C); ésteres (C-C); carboidrato (C-O).
O ¢leo de fritura residual ndo possui picos de absorgdo proximos a 800 cm™' ou 1588

cm', que representam as bandas do benzeno (BILEMA, M. et al., 2021).
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2.3 Lipases

Existem enzimas microbianas, fungicas, derivadas de plantas e animais sendo
cada tipo com uma forma diferente de extracdo e em meios que favorecem seu
crescimento. Enzimas fungicas e microbianas s&o consideradas mais proveitosas por
a disponibilidade catalitica ofertada, melhor forma de manipulagado genética e rapido
crescimento em meios de baixo custo, como em residuos agroindustriais por exemplo
(Wiseman A., 1995).

Lipases sdo enzimas que atuam sobre lipidios atuando como catalisadores
biolégicos pertencentes a familia das hidrolases (glicerol éster hidrolases E. C.
3.1.1.3) que tem como fungdo primordial catalisar a hidrélise de 6leos e gorduras
liberando acidos graxos, diacilglicerois, monoacilglicerois e glicerol (JAEGER, 1998).
Em meio aquoso a reagao catalisada pelas lipases € hidrélise de éster, que € a reacao
de uma molécula de agua e um éster. E feita via hidrélise sequencial dos grupos acila
no glicerideo, essa mistura resulta em triglicerideo, agua, glicerol e acidos graxos,
diacilglicerois e monoacilglicerois (Castro, H. F., et al.,2004), esquema da Figura 2.

As lipases microbianas podem ser produzidas por fermentagao liquida (FL), é
uma técnica de cultivo de micro-organismos em meio liquido com nutrientes
necessarios para o crescimento do micro-organismo e producdo de enzimas,
geralmente sob agitacdo. Esse sistema apresenta vantagens como maior
homogeneidade do meio, facilidade de controle e monitoramento das variaveis como
temperatura e pH. Essas condigbes promovem a aplicagdo em grande escala
(GEOFFRY e ACHUR, 2018).
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Figura 2 - Esquema da hidrdlise sequencial dos grupos acila no glicerideo,
catalisada por lipases. Adaptado de HARALDSSON, 1991.
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As lipases sédo capazes de hidrolisar proteinas insoluveis em agua. Sao
conhecidas por terem varias fungdes fisiolégicas. Em eucariotos, s&o produzidos no
sistema digestivo para hidrolisar os triglicerideos absorvidos. Sua produgéo seria
ativada por um sistema de regulagédo sensivel a horménios quando a demanda de
energia aumenta, iniciando assim a degradacéao da reserva triglicerideos. Nas plantas,
as lipases estao localizadas principalmente nas sementes, como parte da reserva de
energia tecidos, e realizar a hidrélise dos triglicerideos de reserva necessarios para o
crescimento pos-germinativo. Os microrganismos usam a produgao de extracelulares
de lipases para hidrolisar os triglicerideos no meio e facilitar a ingestdo de lipidios
(CASAS-GODOY, L., et al., 2018).

2.4 Fermentacao liquida (FL)

A fermentacéao liquida € um método eficiente e ecoldgico, por isso tem atraido
atencado para ser a primeira escolha de muitos trabalhos de produgdao em grande

escala. Essa escolha de fermentacao é feita industrialmente para produg¢do a grande
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escala de enzimas para uso agricola e para outros tipos de aplicagdo. Esse método é
escolhido por sua pratica ja ser consolidada, tornando a funcionalidade mais passivel
de acertos e a influéncia do monitoramento do cultivo controlado (Allbiom — empresa
de inteligéncia em processos, 2020).

Por se tratar de uma técnica ja consolidada no mercado nas ultimas décadas e
por ainda ser muito utilizada em importantes areas em sua producéao, a fermentacao
liguida é empregada no processo de fabricagdo enzimatica para aplicabilidade em
industrias farmacéuticas, alimenticia, téxtil, bioquimica e além (PANDEY, 2003). A
fermentacdo em substrato solido corresponde perfeitamente ao sistema de
fermentacao submersa, onde sua funcionalidade é a multiplicagdo de microrganismo
em meio liquido, na grande parte dos procedimentos em agitagdo mecéanica, com alto
teor de agua sendo fornecido (MAGANHOTO, N.H, 2020).

As fases de fermentagao de o crescimento e a producao de esporos podem ser
reguladas de forma diferente Parametros passiveis de controle no sistema de
fermentacdo submersa sdo de grande vantagem para sua aplicabilidade, séo
aplicadas diferentes formas de regulagao para esses tipos de controle. Regulacéo de
pH, temperatura, oxigenagao, relagcao C:N e menor risco de contaminagao contribuem
também, para o éxito de uma produgao de esporos resistentes (Mascarin et al., 2015).

Esse tipo de fermentacdo vem sendo considerada a alternativa promissora
pelas industrias pelas vantagens que ela oferta como redug&o de tempo de cultivo do
microrganismo, controle de nutrientes do meio, controle de vitaminas, sais, fonte de
carbono e nitrogénio, aumentando com isso ganho econdémico e no tempo de
producao. Outra dinamicidade em sua manipulacdo é a sua facilidade e flexibilidade
durante o controle do processo fermentativo como também €& um bom método de
obtencdo de blastostoros de fungos (JACKSON, M. A. et al., 2010). Muitos outros
trabalhos tém sido publicados nesta area, principalmente em relacdo a composicao
do meio liquido. Entretanto poucos sdo os estudos atuais em relacdo a estes meios

para o desenvolvimento de Moesziomyces aphidis.

2.5 Levedura Moesziomyces aphidis

O género Moesziomyces € monofilético e as estruturas de suas leveduras sao
de reproducédo assexuadas anamoérficas que pertencem ao filo Basidiomycota e a

ordem Ustilaginales (KRUSE et al., 2017). Na América Latina, o primeiro relato de P.
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aphidis foi no Brasil, a presenca relatada desta espécie foi através da identificacao
molecular da regidao D1/D2 do 26S rDNA, em solo semiarido de Municipio de Mucugé,
Bahia (ROQUE, N. et al., 2016). Moesziomyces aphidis (sin. Pseudozyma aphidis) é
uma levedura ambiental comumente isolada de folhas de plantas, flores e solo.

Araujo, C. C. (2016) fez um estudo da familia Bromeliaceae Juss no pais e em
sua coleta de dados no Estado de Alagoas sao ou ja foram encontradas as seguintes
espécies: Ananas bracteatus (Lindl.), Tillandsia recurvata L., Tillandsia streptocarpa,
Tillandsia stricta Sol., Tillandsia tenuifolia L.

As bromélias de tanques epifitas, membros da diversa familia Bromeliaceae,
sao plantas onipresentes na maior parte dos Neotrdpicos, tanto em ambientes naturais
quanto agricolas (Toledo-Aceves et al. 2012). A bromélia é da familia da Bromeliaceae
Juss, monocoteledéneas pertencente a ordem dos Poales. Fontes do BFC (2015), o
Brasil € um pais com grande diversidade, ja foram registrados até o ano pesquisado,

44 géneros e 1.343 espécies, e destas, 87,4% sao consideradas endémicas do pais.

2.6 Aplicagao biotecnolégica de lipases

A otimizacdo dos parametros do bioprocesso aumentou a producao de lipase.
Além disso, as lipases microbianas ganharam atengao intensificada para uma ampla
gama de aplicagdes nas industrias de alimentos, detergentes e cosméticos, bem como
na biorremediacdo ambiental (Adegoke Isiaka Adetunjie Ademola Olufolahan
Olaniran, 2021). As lipases microbianas constituem uma importante classe de
enzimas biotecnologicamente valiosas, principalmente devido a sua versatilidade em
termos de propriedades enzimaticas e especificidade de substrato. Esses recursos
tornam as lipases a enzima de escolha para varias aplicacbées nas industrias de
alimentos, detergentes, couro, farmacéutica, téxtil, cosmética e de papel, etc. (Hassan
F. et al, 2006)

Ha uma grande demanda para a transicdo dos quimicos para os biolégicos
catalisadores que potencializam processos verdes, envolvendo a utilizacdo de
bioprodutos. O interesse continuamente crescente em lipases decorre de sua
adaptabilidade biotecnologica e capacidade de catalisar uma ampla variedade de
reagcdes de bioconversdo em diferentes campos (A.R. Ismail et al, 2017). A alta
demanda da aplicagao das lipases microbianas e fungicas e o crescente estudos delas

€ uma alternativa cada vez mais procurada industrialmente.
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Os procedimentos de transesterificacao catalisada por lipase da produgao de
biodiesel tém varias vantagens sobre os procedimentos quimicamente catalisados,
como sem reacgdes colaterais, condi¢gdes de reacao suaves e a flexibilidade de trocar
triglicerideos por acidos graxos livres. Além disso, outras vantagens, tais como etapas
de separagao simples, fluxo a jusante minimo negociagbes e recaptura de glicerol
eficaz tornam o processo atraente para produgao de biodiesel (M. Shahedi et al, 2021).
Refletindo sobre a aplicacdo da lipase no biodiesel, Christopher LP, Kumar H,
Zambare VP (2014) reporta que a rota enzimatica usando lipases é uma rota
alternativa ambientalmente sustentavel para a sintese de biodiesel.

O biodiesel e o glicerol sao produzidos em formas mais puras, e a geragao de
aguas residuais de lavagem é evitada. No entanto, o processo enzimatico também
tem desvantagens significativas em relacdo ao processo quimico: tem uma
produtividade menor, e os custos da enzima s&o bastante altos. E, portanto, essencial
diminuir os custos da enzima encontrando novas enzimas que tenham alta atividade
e estabilidade em meio orgéanico, permitindo sua reutilizagdo em ciclos repetidos
(PALOMINIO-ROMERQO, J. A. et al., 2012).

As lipases sao parte integrante da industria alimenticia moderna. hoje em dia,
as enzimas industriais, especialmente as lipases, sdo comumente usadas na
producao de uma variedade de produtos, desde sucos de frutas, alimentos assados
e fermentagao de vegetais até enriquecimento de laticinios (Mcgee, 1986; Zalacain et
al; 1995). O objetivo do século 21 na industria nutracéutica é produzir produtos
sensiveis ao custo em quantidade abundante por meio de uma produgao
ecologicamente responsavel.

As lipases sao empregadas na industria de celulose e papel para a remogao de
piche (um componente hidrofébico da madeira), o que cria sérios problemas na fabrica
de papel, produzindo depdsitos de cola nas maquinas de papel e causando manchas
nos produtos de papel acabados. Isso é obtido pela hidrdlise de triglicerideos no piche
em monoglicerideos, glicerol e acidos graxos, que sdo menos pegajosos e altamente
hidrofilicos (OLIVEIRA, A.L.A., et al, 1999).

Importante na hidrélise de 6leos e gorduras, a incorporagado da lipase a
detergentes, que sdo usados principalmente em lavanderias industriais e lava-lougas
domésticas para remover manchas contendo gordura (Jaeger K, Reetz MT 1998).
Levando em conta que o descarte inadequado de 6leo prejudica estagdes de

tratamento de esgoto e galerias de aguas pluviais tornando o tratamento com custos
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mais elevados. Um estudo de Horchani H. et al., (2012) ressalta que, os requisitos
para aplicagdo de lipase em industrias de detergentes podem incluir alta
especificidade de substrato, atividade e estabilidade em pH alcalino e temperaturas
acima de 40°C, e compatibilidade com diferentes componentes em um detergente,
incluindo ions metalicos, surfactantes, oxidantes e proteases.

Os beneficios para a aplicabilidade enzimatica a nivel industrial sdo inumeros.
Com o avanco do segmento e ressentes estudos nessa area, novas enzimas s&o
projetadas com melhorias em sua estabilidade, atividade catalitica e maior custo-
beneficio. A introdugcédo da nova geragao de enzimas baratas e muito termoestaveis
pode mudar o equilibrio econédmico no rumo do uso da lipase (NEOPROSPECTA,
2022).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo produzir e purificar lipase pela levedura
Moesziomyces aphidis em fermentagao liquida (FL) em meios de produgéo de baixo

custo.

3.2 Objetivos especificos

- Coletar e preparar residuos agroindustriais com o intuito de serem aplicados na
produgao das enzimas

- Aplicar leveduras em fermentacéo liquida para producgao de lipases

- Selecionar a melhor levedura produtora de lipases e o melhor residuo para ser
utilizado no meio de produgao

- Purificacao de lipase

- Producéo de lipase da levedura Moesziomyces aphidis
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4 METODOLOGIA

4.1 Microrganismo

A levedura Moesziomyces aphidis BRT57 faz parte da micoteca do Laboratorio
de Diversidade Molecular (LDM) do ICBS/UFAL. Foi isolada de folhas de bromélias,

na Reserva Tocaia, no municipio de Santana do Ipanema-AL.

4.2 Preparo do inéculo

Para testar previamente as leveduras Moesziomyces aphidis BRT57 quanto a
producgao de lipases, em placa de Petri, através do processo de hidrolise do substrato
tributirina e Tween 80. A partir desse estoque de linhagens, foram inoculadas em meio
de cultura Yeast Peptone Dextrose (YPD) sélido estéril (2% de glicose, 0,5% de
extrato de levedura, 1% de peptona e 2% de agar) e incubadas a 25 °C por 48 h. As
coldnias isoladas foram transferidas para 5 mL de meio de cultura YPD liquido (2% de
glicose, 0,5% de extrato de levedura e 1% de peptona) em tubo de ensaio e foram
incubados também a 25 °C por 48 h para desenvolvimento do pré-inéculo.

Entao o pré-indculo foi centrifugado a 6.000 rpm por 5 min. Foi adicionado ao
precipitado 5 mL de agua destilada estéril e agitado em agitador magnético, por duas
vezes, para obter células precipitadas e lavadas.

Esse precipitado de células, foi diluido com agua destilada estéril para ajuste
da densidade celular. Foi realizada diluicdes seriadas até obter uma absorbancia entre
0,11 e 0,15 a 530 nm em espectrofotdbmetro (Pro-analise -UV 1600). O procedimento
fornece uma suspencgéo padrdo de leveduras com uma concentragdo na faixa de 10°

a 107 células mL™".

4.3 Fermentacao liquida (FL)

Em frascos de erlenmeyers de 100 mL contendo 50 mL de agua destilada estéril,
1 % de indutor e 1 % de extrato de levedura, esterilizados em autoclave a 121 °C e 1
atm por 15 min foram feitas as FL, como mostra a Figura 3. Inoculados com 5 mL de
suspenséo padrio de levedura com concentragdo de 108 a 107 células mL-'. Foram

incubados em incubadora Shaker (Max labor) a 25 °C e 130 rpm. Ao finalizar o tempo
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de producéo, todo material foi centrifugado a 6.000 rpm por 10 min, o sobrenadante
foi separado e armazenado a 4 °C, sendo este o extrato enzimatico bruto (EEB).
Para selecionar a melhor levedura produtora de lipases e melhor indutor da
producao da enzima, as leveduras de M. aphidis foi inoculada nas condigbes
mencionadas. Os indutores testados foram a polpa de coco verde (1 %, p/v) e o dleo
de fritura residual (1 %, v/v) exemplificados na Figura 3. O tempo de producao foi
observado até 72 h, sendo a cada 24 h aliquotas retiradas para verificar a atividade

enzimatica. A composi¢cao desses meios € apresentada na Tabela 1.

Figura 3 - Fermentagéo liquida para producao de lipases pela levedura

Moesziomyces aphidis realizadas em fracos de Erlenmeyer.

Fonte: FERREIRA, A. N. (2022)

Selecionando a melhor levedura produtora de lipases e o melhor indutor, apés
isso a produgao da enzima foi avaliada em um periodo de 120 h, a cada 24 h aliquotas
foram retiradas para dosagem da atividade enzimatica. Padronizando a produgéo de
lipase em FL, o Extrato Enzimatico Bruto (EEB) foi submetido a etapas de purificagao
que nesse estudo sdo ultrafiltracdo, cromatografia de exclusdo molecular e
eletroforese (SDS-PAGE).
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Tabela 1 - Composigcao das fermentacdes liquidas para selecao da melhor

levedura e melhor indutor

Composicao das fermentacdes liquidas

OFR Oleo de fritura residual (1 %, v/v)

OFE Oleo de fritura residual (1 %, v/v) e extrato de levedura (1 %, p/v)
PC Polpa do coco verde (1 %, p/v)

PCE Polpa de coco verde (1 %, p/v) e extrato de levedura (1 %, p/v)

OFR = ¢leo de fritura residual, OFE = 6leo de fritura residual e extrato de levedura, PC = polpa
de coco verde, PCE = polpa de coco verde e extrato de levedura.
Fonte: FERREIRA, A. N. (2022)

4.4 Determinacgao da atividade de lipase

O método espectrofotométrico de quantificagdo do p-nitrofenol (p-NP), apos a
hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) foi utilizado para determinar a atividade
de lipases, segundo Ferreira et al. (2018) com adaptacgdes. Solugdes A e B foram
preparadas, solugéo A contendo: 60 mg de p-NPP em 20 mL de alcool iso-propilico e
solugdo B contendo: 4 g de Triton X-100 e 0,4 g de goma arabica em 200 mL de
tampao fosfato de sédio (0,1 M e pH 7,0). Em microplacas para conduzir os ensaios
racionais, foi adicionado 40 pL da solugdo A, 120 uL da solucéo B e 40 uL da amostra.

O branco da matriz foi preparado sem a presencga do substrato e o branco total
sem a presenga da amostra. Posteriormente os ensaios foram incubados a 40 °C
durante 1 h, sendo o p-NP quantificado a 410 nm em leitor Flex Station 3 (Molecular
Devices, California EUA). Para hidrolisar 1umol min-! de p-NPP sob as condigdes de
teste, uma unidade (U) de atividade de lipase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria, utilizando o coeficiente de extingdo molar para o p-NPP (¢410) de
9780 M-'cm'. A atividade enzimatica de lipase foi calculada conforme a equacéo 1.
(MIRANDA et al., 2019).

Equacao 1

U Abs * Vt
)— * D %1000

AE <— =
L exVext
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Onde:

Abs: absorbancia da mistura reacional (410 nm),

Vt: volume total da mistura reacional,

€: coeficiente de extingdo molar do p-NPP em pH 7,0,
A: 410 nm,

Ve: volume de enzima,

t: tempo de reacdo em minutos,

D: diluicdo da amostra e

1000: transformagao de mol para pymol.

4.5 Purificacao da lipase da levedura Moesziomyces aphidis

Nessa etapa de purificagdo, o EEB foi submetido ao concentrador centrifugo
(Corning® Spin-X® UF 500), que € composto por uma membrana com poros de 10
KDa, com capacidade maxima de 500 yL de amostra e uma camara de filtragem. Em
quatro concentradores, foi adicionado 500 uL de amostra em cada concentrador e em
seguida foram centrifugados a 15.000 x g e 4 °C por 20 min, a centrifugacao foi
repetida até que o volume de amostra na membrana fosse de 50 pL. Ao final, a

amostra concentrada foi reunida e dosada a atividade enzimatica.

4.6 Fracionamento salino

O EEB foi submetido a fracionamento pela adicdo do sal sulfato de aménio nas
concentragdes 20; 40; 60 e 80% (g mL-") (ENGLARD E SEIFTER, 1990). Na etapa de
adicao do sal o extrato € mantido sob agitagdo em banho de gelo, logo apds a amostra
fica em repouso por 1 h a4 °C. Apds esse descanso as amostras foram centrifugadas
a 15.000 x g e 4 °C por 15 min. Para encerramento do procedimento o precipitado foi
ressuspendido em 1 mL de tamp&o fosfato de soédio (0,1 M e pH 7,0) e entédo foi

dosada a atividade enzimatica de todas as fragoes.
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4.7 Cromatografia de exclusao molecular

O cromatdgrafo liquido que foi usado nesse trabalho foi o AKTA Prime Plus (GE
Healthcare, Uppsala), acoplado a ele uma coluna de exclusdo molecular Sephacryl S-
100 (60 x 0,5cm) onde o extrato enzimatico bruto ultrafiltrado (300 L) foi aplicado. A
coluna foi previamente equilibrada com tampéo Tris-HCI (50 mM e pH 8,0) e 0,5 M de
NaCl. A cromatografia ocorreu a um fluxo de 0,1 mL min -1 sendo coletada fragbdes de
2 mL. Em cada fracao foi verificada a concentragao de proteina a 280 nm e a atividade

enzimatica.

4.8 Eletroforese (SDS-PAGE)

He, F. (2011) escreveu que a eletroforese em gel de dodecil sulfato de sddio e
poliacrilamida (SDS-PAGE) é usada para separar proteinas com massa molecular
relativa ndo inferior a 10 KD. Proteinas muito pequenas (<10 KD) sdo dificeis de
resolver devido a baixa capacidade de ligagédo ao SDS, que pode ser resolvida por
géis de gradiente ou usando diferentes condi¢des de eletroforese, como Tricine-SDS-
page. O procedimento basico de LAEMMLI (1970), fala que o perfil de bandas das
etapas de purificagao foi verificado por eletroforese em gel de poliacrilamida (10%)
com dodecil-sulfato de sddio (SDS).

O tampéao das amostras desse estudo foi composto por Tris-HCI (0,5 M e pH
6,8), SDS 2%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0,001%,
mantidos a 100 °C por 5 min. Os géis foram corados com nitrato de prata (SANTOS
et al., 2016).
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5 RESULTADOS DE DISCURSOES

5.1 Producao de lipases pela levedura Moesziomyces aphidis em

fermentacgao liquida

A levedura M. aphidis nas primeiras 48h produziu lipases nas fermentagdes
enriquecidas com OFE, PC e PCE. Observando as primeiras 24h nao houve produgao
de lipases em nenhuma das fermentacbes. Apdés 72h houve producdo nas
fermentacgdes de OFR, OFE, PC, PCE, ou seja, em todas, como pode observar na
Figura 4, onde o grafico mostra os resultados das produgdes de lipases pela levedura

M. aphidis em FL utilizando os meios enriquecidos desse estudo.

Figura 4 - Producao de lipases pela levedura Moesziomyces aphidis em fermentagao

liquida.

Moesziomyces aphidis [ ]48h

[ ]72h

—
N
1
L

i
o
|

[@0]
|

A\
AR

Hi

Atividade enzimatica (U mL™")

(N
1
—
—
——

OF OFE PC PCE
Composicao da fermentacao
OFR = ¢leo de fritura residual, OFE = 6leo de fritura residual e extrato de levedura, PC = polpa de

coco verde, PCE = polpa de coco verde e extrato de levedura.
Fonte: FERREIRA, A. N. (2022)
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Fermentagdes com OFE apresentaram a maior producdo em 48 e 72h, as
respectivas atividades enzimaticas foram de 8,88 e 11,39 U mL'. Sendo assim a
producgao de lipases para as leveduras nas condi¢des testadas. A levedura M. aphidis
foi a melhor produtora em todas as condi¢des e tempos de estudo.

De acordo com Haba E, Bresco O, Ferrer C et al (2000), o dleo de fritura usado
€ considerado um substrato interessante e barato para a producao de lipase, embora
possa conter alguns compostos toxicos. Ainda ressalta que a capacidade dos
microrganismos de crescer e produzir lipases quando cultivadas em 6leos de fritura
representa um novo passo na minimizagao de residuos. MESSIAS et al., (2009) fala
que, é de grande relevancia o estudo da adi¢ao de fontes de carbono (especialmente
substratos hidrofobicos) e nitrogénio em FL para producdo de lipases, pois garante
uma melhor produgéo da enzima. Segundo Ramos MJ, Fernandez CM, Casas A et al
(2009), o dleo de soja contém trialcilglicerdis com aproximadamente 80% de gorduras
insaturadas acidos, dos quais 55% sao acido linoleico (C18:2) e 23% sé&o o acido
oleico (C18:1). Oleos de azeitona e girassol usados em fritura também foram usados
para isolar microrganismos capazes de para crescer e transformar esses oleos
vegetais. Os géneros de Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus e Staphylococcus
foram identificados nesses 6leos usados e o maior produtor de lipase foi
Pseudomonas com atividade de 1703 U/L (Haba et al., 2000).

Lipases comercialmente disponiveis sdo geralmente obtidas de
microrganismos que produzem uma grande variedade de lipases extracelulares.
SALIHU, A. et al., (2021) ressalta que lipases comerciais foram desenvolvidas por
varias empresas biomoleculares e modificacbes foram feitas usando diferentes
técnicas para que possam ser usados como potenciais biocatalisadores com
propriedades melhoradas em aplicagdes especificas.

Os agro-residuos fibrosos sdo subprodutos de origem lignoceluldsica e
nutricionalmente podem ser classificados de acordo com sua digestibilidade, podem
ser agrupados em de alta digestibilidade (ex: casca de soja) e de baixa digestibilidade
(ex.: cana-de-agucar, bagago) (Graminha et al., 2008). Além do fornecimento de as
exigéncias nutricionais dos agro-residuos para a cultura da microbiota, eles também
servem para ancorar as células. O substrato que fornece todos os nutrientes
necessarios para 0os microrganismos que crescem nele € considerado o substrato

ideal. No entanto, alguns dos nutrientes podem estar disponiveis em concentragbes
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sub-6timas ou mesmo ausentes em o substrato. Nesses casos, a suplementagao
exdgena torna-se necessario (Pandey et al., 1999).

O mecanismo de producao de lipase microbiana é geralmente dependente de
mecanismos regulatorios celulares induzidos pelos componentes dos substratos.
Além destes, modelos estatisticos e matematicos tém sido utilizados para aumentar a
producao de lipases através dos estudos de otimizacao envolvendo a composi¢ao do
substrato, parametros de fermentacdo e condi¢cbes de cultura (SALIHU, A. et al.,
2021).

Em comparacao ao 6leo de fritura residual a polpa do coco verde, com indutor,
obteve a menor produgdo de lipases como mostra a Figura 4, por seu estado fisico
ser sélido sua emulsdo mecanica € mais dificultosa do que a do 6leo de fritura residual.
Segundo o estudo de BRIGIDA, A.1.S (2010), a polpa do coco verde por possuir teores
de lignina e celulose na faixa de 35 a 40%, respectivamente, e metais na superficie, a
fibora de coco apresenta alta resisténcia mecanica. Sendo assim, residuo da
agroindustria, a geracao de casca de coco representa um problema sério de descarte,
principalmente nos grandes centros urbanos, por ser volumoso e e de degradagao
lenta, gera impactos ambientais significativos.

Gomes, N.B. et al. (2018) quando estudaram a producédo de lipases pela
levedura Candida viswanathii em FL avaliaram o efeito de fontes de nitrogénio
organico, e perceberam que o extrato de levedura nutrido com azeite foi a melhor fonte
de nitrogénio na produc¢do da enzima. Um estudo feito por J.A. Rodriguez, J. A (2006)
para melhorar a producao de lipase pela modificagado da fonte de nutrientes usando
Rhizopus homothallicus mostra que com uréia a atividade foi cerca de seis vezes
maior do que com extrato de levedura. Um similar observacédo foi relatada usando
Penicillium restricum. Por outro lado, Lima et al. (2003) descobriu que a produgao de
lipase com Penicillium aurantiogriseum foi estimulada usando sulfato de amdnio. A
fibra do coco verde se apresenta como um material lignocelulésico em potencial.

Tendo em vista que a composi¢cdo do meio de cultura pode afetar a produgéao
de lipase. O oleo como fonte de carbono é um fator de grande influéncia na
fermentacdo submersa e o azeite € um componente caro em qualquer meio de
producéo de lipase (Sethi et al., 2016). E evidente em muitos estudos que o petréleo
como fonte de carbono € o principal fator de influéncia na producéo de lipase fungica
(Bindiya e Ramana, 2014). No entanto, o papel de outros indutores na sintese de
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lipase e 0 mecanismo geral de estimulagao sao pouco compreendidos (Large et al.,
1999).

O presente estudo apresenta a vantagem do uso de um dleo residual como
alternativa promissora para suplementar cultivos microbianos como fonte de carbono
e indutor da producéao de lipases. A levedura M. aphidis foi escolhida para produgao
de lipases em FL enriquecida com o6leo de fritura residual e extrato de levedura
(FERREIRA, A. N., 2022). Assim, a produc&o da enzima foi avaliada por um periodo
maior, de 24 até 120 h, Figura 5.

Figura 5 - Estudo do tempo de produgéo de lipases pela levedura Moesziomyces

aphidis
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Fonte: FERREIRA, A. N. (2022)

A producdo de lipases foi observada a partir de 24 h. Essa producdo é
aumentada em 48 h, foi o tempo de maxima produgao com atividade de 3,83 U mL™".
Nos proximos tempos ha um decréscimo da producado da enzima e em 120 h ndo

houve producdo (Figura 5). Diante disso, o tempo de 48 h foi estabelecido para
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producao de lipases pela levedura M. aphidis em FL com OFE. Nos resultados
anteriores, o tempo de maxima producéo foi 72 h com atividade de 11,39 U mL""
(Figura 4). Provavelmente essa variagdo ocorreu devido a adigdo da etapa de pré-
inoculo e lavagem das células, procedimento ndo usado no preparo do in6culo das FL
para a selecido da levedura e da composicdo do meio de producdo. Portanto, o pré-
in6culo reduziu a fase de adaptacao da levedura ao meio de producido e com isso
reduziu o tempo de maxima producao da enzima, no entanto, houve uma queda na
atividade quando comparado aos resultados da produgéo anterior (FERREIRA, A. N.

2022). A proxima etapa foi a de purificagdo da enzima do extrato bruto enzimatico.

5.2 Purificagao da lipase da levedura Moesziomyces aphidis

5.2.1 Fracionamento salino

O extrato enzimatico bruto (EEB) produzido foi submetido ao fracionamento
salino em diferentes fracbes de precipitagéo e apresentou atividade significante nas
seqguintes fragdes (0-20, 60-80, 80-100%), como mostrado na figura 6.

No fracionamento salino a maior recuperagdo (porcentagem de enzima
recuperada em relagédo ao extrato bruto) da enzima foi 30,8% na fragéo 60 - 80%. O
EEB ainda foi submetido a fracionamento com solventes organicos (acetona e etanol),
com objetivo de encontrar um método que remova os contaminantes com melhor
recuperacao da enzima, como mostra a figura 6. A fragdo com maior recuperagéo da
enzima foi a 80 - 100% nos dois fracionamentos, 14,6% quando a enzima foi
precipitada com etanol e 10,5% com acetona. Recuperagdes menores do que a
encontrada no fracionamento salino. Em busca de uma melhor recuperacdo da
enzima, o EEB foi aplicado em sistema aquoso trifasico (SAT). Em todos os SAT a

maior recuperagao da enzima foi encontrada na fase aquosa.

Figura 6 - Etapas da purificacao da lipase de Moesziomyces aphidis
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Fonte: FERREIRA, A. N. (2022)

As recuperagdes na fase aquosa de cada SAT na ordem crescente de
concentracao foram 30,4%; 15,2%; 13,1% e 13,9%, respectivamente. Entre elas a
maior recuperacao foi a da fase aquosa do SAT com faixa de concentracéo de sal de
0-20%, sendo 30,4% da enzima recuperada. Por fim, o EEB ainda foi submetido a
ultrafiltragcao utilizando concentrador centrifugo, composto por uma membrana com
poros de 10 KDa. Nesse trabalho, o EEB ultrafiltrado apresentou uma recuperacéo da
enzima de 48,2%, sendo a maior recuperacdo encontrada em todos os métodos
testados.

A etapa de precipitagao salina foi fundamental para retirar os contaminantes do
extrato bruto e para concentrar a atividade da enzima em uma unica fragdo. S&o dois
os parametros observados nessa fase, a resolugdo, ou seja, a capacidade de
concentrar a enzima em uma unica fragdo e a recuperacio, que € a quantidade de
atividade efetivamente recuperada a partir do extrato bruto (SANTOS, D.M.R.C.,
2018). A precipitagcdo com solventes orgéanicos foi utilizada como etapa inicial do
processo de purificagcao de lipases microbianas. Em estudos como o de Ameri et al.
(2017), na purificagao da lipase da bactéria Bacillus atrophaeus FSHM2, utilizaram a
precipitacdo com etanol, a 80% de saturagéo e seguida de dialise, encontraram uma

recuperacao de 39,8%.
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5.2.2 Cromatografia de exclusao molecular em Sephacryl S-100

A cromatografia de exclusdo molecular € a proxima etapa depois de realizado
o fracionamento salino. O EEB ultrafiltrado que foi escolhido na etapa anterior foi
aplicado nessa etapa. O método cromatografico do EEB ultrafiltrado para essa analise
foi definido a partir do perfil eletroforético, que segundo KANEKO et al., (1997), trata-
se de técnica fundamentada na migracdo de particulas protéicas, eletricamente
carregadas, em um campo elétrico, possibilita o fracionamento eletroforético de
proteinas séricas em suas diferentes fragées. O qual apresentou um perfil de bandas
mais separadas, isso indica a presenca de proteinas com diferenga significativa em
relacdo ao peso molecular. Assim, a cromatografia de exclusdo molecular, foi
escolhida para purificar a lipase de M. aphidis, por ser um meétodo cromatografico que
separa moléculas por tamanho, de acordo sua massa molar. O perfil da corrida

cromatografica é apresentado na Figura 7.

Figura 7 - Cromatograma da purificag&do da lipase da levedura Moesziomyces aphidis,

por cromatografia de exclusdo molecular em Sephacryl S-100
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Fonte: FERREIRA, A. N. (2022)
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A Figura 7 apresenta um cromatograma, onde a linha azul apresenta os picos
da concentracdo de proteina estimada a 280 nm e a linha preta a picos de lipase
estimada pela quantificagdo do do p-NP a 410 nm, em cada fragdo da cromatografia.
Da fracao 44 até a 48 é possivel perceber uma regido com picos referente a lipase, a
fracdo 46 apresenta a maior atividade de hidrolise na lipase. Em relagéo a regido onde
ha concentragao de proteina, observou-se que é baixa onde ha presenca da enzima
e isso esta relacionado a menor probabilidade de haver contaminantes ou algumas

lipases diferentes onde ha uma alta afinidade da enzima pelo substrato.

5.2.3 Eletroforese SDS-PAGE

Depois que as fragbes com lipases foram identificadas e escolhidas, foram
aplicadas em gel de eletroforese SDS-PAGE para serem avaliadas o perfil de bandas
de fragao, Figura 8.

Nao € simples a obtencdo de uma rota de purificagdo de enzimas utilizando
apenas um método cromatografico, no entanto pode ser alcangada e depende de
variaveis como volume da coluna, fluxo adequado para eluicdo, escolha do melhor
tampao de acordo com a enzima de interesse e quantidade de amostra aplicada na
coluna (Santos, 2018). A utilizagdo de apenas um passo cromatografico para a
purificagcdo garante também uma boa taxa de recuperagao, visto que dois ou mais
passos cromatograficos (filtragdo em gel, troca ibnica e afinidade) reduzem as taxas
de recuperacao (JUNIOR et al., 2012, ZHOU et al., 2016). As enzimas apresentam
algumas caracteristicas especificas para realizar sua atividade catalitica, elas
dependem de temperaturas e pH especificos para atingir o maximo de sua atividade
(FRANCA, 2013).
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Figura 8 - Eletroforese SDS-PAGE da purificagéo da lipase da levedura
Moesziomyces aphidis

- —

Legenda: linha 1 — extrato enzimatico bruto, linha 2 - extrato enzimatico bruto ultrafiltrado,
linha 3 - fragéo 46.

Fonte: FERREIRA, A. N. (2022)

Como resultado, através do gel de filtragdo SDS-PAGE notasse que a
purificagdo da lipase de M. aphidis por cromatografia de exclusdo molecular foi
confirmada. Na canaleta 1 é o extrato enzimatico bruto, uma amostra com muitas
bandas, na canaleta 2 é o extrato enzimatico bruto ultrafiltrado, apresentando menos
complexidade em comparagado a 1 e a canaleta 3 apresentando fragcédo 46 com a
presenca de uma banda assim evidenciando a purificagao da lipase.

Por fim, a lipase da levedura M. aphidis foi purifica pelas etapas de: extrato
enzimatico bruto com uma recuperacao de 100,00%, depois houve a ultrafiltragdo com
uma recuperacgao de 48,21% e por fim a cromatografia de exclusdo molecular em uma
coluna Sephacryl S-100, com recuperagao final da enzima de 50,46%, percentual de

enzima recuperada em relagao a amostra aplicada na coluna cromatografica. Houve
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um aumento de recuperagao da etapa da ultrafiltragdo para a etapa da cromatografica.
Isso ocorre devido a remogao de inibidores, durante a cromatografia, presentes na

amostra antes da enzima ser isolada.
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6 CONCLUSAO

Esse foi o primeiro relato de producdo de lipases pela levedura M. aphidis
utilizando 6leo de fritura residual e extrato de levedura como indutor e a primeira rota
de purificagdo da lipase de M. aphidis, como resultado foi produzido uma enzima
inédita. A melhor producao foi a que continha éleo de fritura residual (1%) e extrato de
levedura (1%) em 48 h com atividade enzimatica de 3,83 U mL-'. A lipase da levedura
M. aphidis foi purificada pelas etapas de ultrafiltragdo e cromatografia de excluséo
molecular, com recuperacao final da enzima de 50,46%. Cumprido assim com os

objetivos propostos pelo trabalho.
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