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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi contribuir
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Penicillium corylophilum

com os estudos de producdo de lipases de
Penicillium corylophilum por fermentacao sélida
e extracdo dessas enzimas apds a producgao.
A producgdo foi realizada utilizando o farelo da
semente de girassol variando a porcentagem
de umidade (55 e 65% m/m). Em relacéo a
extracdo da enzima apoés a producéo, solucdes
de NaCl 2% (m/v) e agua foram estudadas.
Os resultados mostraram que a atividade
maxima foi obtida em 144 h (55% de umidade),
utilizando o NaCl (0,6 U gSS') e agua (15 U
gSS™) respectivamente na extragéo. A atividade
do sOlido fermentado antes da extracéo foi de
foi 122 U gSSindicando que para o melhor
processo de extragcdo (agua), a recuperacao
da enzima foi proxima a 10%. Estes resultados
mostram importancia da dosagem da atividade
da enzima antes e apés a extracéo para que
haja a analise de recuperacéo do catalisador.
PALAVRAS-CHAVE: lipases,
extracao.

fermentacao,

ABSTRACT: The objective of this work was
to contribute to the production of Penicillium
corylophilum lipases by solid fermentation and
extraction of these enzymes after production.
Production was performed using the sunflower
seed meal varying the percentage of humidity
(55 and 65% m/m). In relation to the extraction
of the enzyme after the production, solutions
of NaCl 2% (m/v) and water were studied. The
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results showed that the maximum activity was obtained in 144 h (55% moisture), using
NaCl (0.6 U gSS') and water (15 U gSS™) respectively in the extraction. The activity
of the fermented solid before extraction was 122 U gSS' indicating that for the best
extraction process (water), the enzyme recovery was near to 10%. These results
show the importance of the dosage of the activity of the enzyme before and after the
extraction so that there is the catalyst recovery analysis.

KEYWORDS: lipases, fermentation, extraction.

11 INTRODUCAO

Lipases sé&o enzimas pertencentes ao grupo das hidrolases, sdo associadas ao
metabolismo, a hidrolise dos lipidios, rea¢des de esterificacéo, transesterificacao e
lactonizacédo, entre outras (SALIHU et al, 2012).

A producao das lipases € feita majoritariamente por fermentacéao submersa (FS)
devido a aspectos de engenharia dominados e desenvolvidos, ela esta relacionada ao
crescimento dos microrganismos e como consequéncia, as variagdes da composicao
e condicbes do meio de cultivo. As lipases também podem ser produzidas por métodos
de fermentacéo no estado sélido (FES), em que sao utilizados substratos insoluveis e
auséncia de agua livre (PANDEY, 1992; SALIHU et al, 2012).

A fermentacao no estado sélido apresenta-se como uma alternativa interessante
para a produgdo microbiana de lipases, devido a possibilidade de utilizacdo de
residuos ou produtos agroindustriais como fonte de nutrientes ou suporte para o
desenvolvimento dos microrganismos (MESSIAS et al, 2011, KUMAR, 2012). Esse
fato torna a FES uma técnica economicamente interessante para paises com grande
oferta de biomassa e residuos agroindustriais (SALUM, 2010). O processo de FES
baseia-se no cultivo de microrganismos em suportes sélidos Umidos que podem ser
tanto em suportes inertes ou em substratos que podem vir a ser utilizados como fontes
de nutrientes e energia (SALIHU et al, 2012).

A fermentacéo em estado sélido tem uma vantagem particular para o cultivo de
fungos, que é simular o habitat natural dos microrganismos, levando a uma maior
producao enzimatica quando comparada com a fermentacdo submersa. As enzimas
produzidas por FES sao menos suscetiveis a problemas de inibicdo pelo substrato,
sao mais estaveis em termos de temperatura e pH (SINGHANIA, 2009; FARINAS,
2015).

Apos a producéo, a extracado da enzima do meio solido pode ser realizada, sendo
importante o estudo de condi¢cbes que permitam a extragao da enzima em quantidades
elevadas para posterior aplicacdo do catalisador. O presente estudo investigou a
extracdo de lipases produzidas por FES e analisou a recuperacao da atividade ap6s
tal procedimento através da dosagem da atividade do sélido fermentado.
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2| MATERIAL E METODOS

Cultivo do microrganismo

O fungo P. corylophilum foi repicado em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA),
em erlenmeyers de 250 mL e incubados a 29°C por 7 dias. Para a fermentacéo,
foram utilizados erlenmeyers de 250 mL, com 10 g de farelo de semente de girassol
(triturados, tamisados e embalados em sacos plasticos, sendo utilizadas as fragdes
com granulometria entre 0,8 e 2,0 mm de didametro) umedecidos com tampao fosfato
0,1 mol L'; pH 7,0, para obter a umidade requerida no experimento. Os cultivos foram
iniciados pela adicao de 1 mL de suspenséao de esporos (108 esp mL™) aos frascos de
pré-indculo. Os frascos inoculados foram incubados em estufa a 29 °C e a cada 24 h
retirou-se trés frascos para extracdao da enzima e dosagem da atividade enziméatica.
A composicao centesimal do substrato foi realizada na UTFPR, Campus Apucarana
(CAMARGO, 2015).

Efeito da umidade

Foram estudadas duas condicdes, 55 % e 65 % de umidade inicial do substrato,
com o farelo de semente de girassol. Para as condicoes, 55 % e 65 % de umidade
inicial adicionou-se respectivamente 14 mL e 17 mL de tampéao fosfato pH 7,0 (0,1 mol
L") a 10 g de farelo. A umidade foi realizada em balanca de infravermelho (Gehaka).

Extracao da enzima do sélido fermentado

A enzima foi extraida do material fermentado com (a) 50 mL de solu¢ao aquosa
de NaCl 2 % (m/v) e (b) 50 mL de agua destilada. Para (a), o solido fermentado (10
g) e a solugcao extratora (50 mL) foram colocadas em agitador orbital durante 1 h, a
200 rpm e 25°C. (b) o sélido fermentado (10 g) e a solugéo extratora (50 mL) foram
colocados em um liquidificador e agitadas por 5 min. Para os dois casos, a mistura foi
filtrada em gaze e o sélido prensado manualmente para extracao do liquido. O extrato
resultante foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 xg (Forca Centrifuga Relativa). O
sobrenadante assim obtido foi utilizado para determinacao da atividade enzimatica. A
atividade enzimatica do sobrenadante e do sélido fermentado foi medida através da
hidrolise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) (WINKLER; STUCKMANN, 1979). Para
a dosagem do solido fermentado utilizou-se 10 mL da solu¢do contendo pNPP e 10 mg
do sélido fermentado. O meio reacional foi incubado a 37°C, e a cada minuto aliquotas
de 1 mL foram retiradas durante cinco minutos. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se que a maior atividade (0,6 + 0,1 U gSS*; Figura 1) foi obtida com
55% de umidade em 144 h, sendo as lipases extraidas com solu¢cado NaCl (2% m/v).
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Figura 1. Producgéo de lipase por Penicillium corylophilum em fermentagéo no estado sélido com
farelo de semente de girassol, 29°C. (J}) 55% e (-e-) 65%de umidade. Solugéo extratora: NaCl
2% (m/v). Experimentos realizados em triplicata.

Apoés este estudo inicial, a atividade do sélido fermentado (55% de umidade, 144
h) foi dosada através da adi¢ao direta ao meio reacional contendo pNPP (aquoso). A
atividade foi de 122 + 6 U gSS' indicando que procedimento usado para a extragao
nao foi efetivo. Para o segundo procedimento de extracdo estudado (dgua/agitacéo
em liquidificador), a atividade dosada no sobrenadante (144 h de cultivo) foi de 15
+ 0,8 U gSS'. Embora a extracdo com agua tenha sido melhor, ainda assim, foi
possivel extrair somente 10% da atividade total presente no sélido fermentado.
Estes resultados sao importantes, no que diz respeito a recuperagao da enzima e
ao se utilizar o procedimento de extracdo, pois os estudos presentes encontrados na
literatura mostram otimizag¢des de extragcdo de enzimas e ndo relatam a atividade do
soOlido fermentado antes da extracdo (RODRIGUEZ et al., 2006; SANTIS-NAVARRO
et al., 2011; VEERABHADRAPPA, SHIVAKUMAR, DEVAPPA, 2014) inviabilizando a
possibilidade de conhecer a efetividade do método de extracao.

Além disso, estudos onde soélido fermentado é utilizado diretamente no meio
reacional (AGUIEIRAS et al., 2017) a etapa de extracdo deixaria de ser necessaria, a
atividade da enzima poderia ser realizada utilizando diretamente o solido fermentado
como realizado neste trabalho e em Soares et al. (2013).

41 CONCLUSOES

Foi possivel produzir lipases de P. corylophilum por fermentacéo soélida, obtidas
até o presente momento, apenas por fermentacéao submersa (BARON et al., 2005). A
dosagem da atividade do sélido fermentado foi importante para anélise da recuperacao

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 2 Capitulo 7




da enzima ap0s os procedimentos de extracao.

AGRADECIMENTOS

CNPq, Fundacéo Araucaria, UTFPR.

REFERENCIAS

AGUIEIRAS, E. C. G.; BARROS, D. S. N.; SOUSA, H.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; FREIRE, D.
M. G. Influence of the raw material on the final properties of biodiesel produced using lipase from
Rhizomucor miehei grown on babassu cake as biocatalyst of esterification reactions. Renewable
Energy, v. 113, p. 112-118, 2017.

BARON, A. M.; SARQUIS, M. |. M.; BAIGORI, M.; MITCHELL, D. A.; KRIEGER, N. A comparative
study of the synthesis of n-butyl-oleate using a crude lipolytic extract of Penicillum coryophilum in
water-restricted environments. J. Mol. Catalysis B: Enzymatic, v. 34, p. 35-32, 2005.

CAMARGO, L. M. Producao de lipases por fermentacao no estado sélido. Trabalho de Concluséao
de Curso, Universidade Tecnolbdgica Federal do Parana, Apucarana, Brasil, 2015.

FARINAS, C. S. Developments in solid-state fermentation for the production of biomass-degrading
enzymes for the bioenergy sector. Renewable and Sustainable Energy Reviews. v. 52, p. 179-188,
2015.

KUMAR, A.; KANWAR, S. S. Lipase Production in Solid-State Fermentation (SSF): Recent
Developments and Biotechnological Applications. Process Biotechnology and Molecular Biology. v.
6, p. 13-27, 2012.

MESSIAS, J. M.; COSTA, B. Z.; LIMA, V. M. G.; GIESE, E. C.; DEKKER, R. F. H.; BARBOSA, A.
M. Lipases microbianas: Producgéo, propriedades e aplicacdes biotecnologicas. Semina: Ciéncias
Exatas e Technologicas, v. 32, n. 2, 2011.

PANDEY, A. Recent process developments in solid-state fermentation. Process Biochemistry, v. 27,
p.109-117, 1992.

RODRIGUEZ, J. A.; MATEOQS, J. C.; NUNGARAY, J.; GONZALEZ, V.; BHAGNAGAR, T.; ROUSSOS,
S.; CORDOVA, J.; BARATTI, J. Improving lipase production by nutrient source modification using
Rhizopus homothallicus cultured in solid state fermentation. Process Biochemistry, v. 41, p. 2264—
2269, 2006.

SALIHU, A.; ALAM, M. Z.; ABDULKARIM, M. I.; SALLEH, H. M. Lipase production: An insight in the
utilization of renewable agricultural residues. Resources, Conservation and Recycling, v. 58, p. 36-
44, 2012.

SALUM, T. F C. Producéo e Imobilizacao de lipases Burkholderia cepacia LTEB11 Para Sintese
de ésteres etilicos. Tese de Doutorado, Universidade Federal do Parana, Curitiba, Brasil, 2010.

SANTIS- NAVARRO, A.; GEA,T.; BARRENA, R.; SANCHEZ, A. Production of lipases by solid state
fermentation using vegetable oil-refining wastes. Bioresource Technology , v. 102, p. 10080-10084,
2011.

SINGHANIA, R. R.; PATEL, A. K.; SOCCOL, C. R.; PANDEY, A. Recent Advances in Solid-state
Fermentation. Biochemical Engineering Journal, v. 44, p. 13-18, 2009.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 2 Capitulo 7




SOARES, D.; PINTO, A. F.; GONCALVES, A. G.; MITCHELL, D. A.; KRIEGER, N. Biodiesel production
from soybean soapstock acid oil by hydrolysis in subcritical water followed by lipase-catalyzed
esterification using a fermented solid in a packed-bed reactor. Biochemical Engineering Journal , v.
81, p. 15-23, 2013.

VEERABHADRAPPA, M. B.; SHIVAKUMAR, S. B.; DEVAPPA, S. Solid-state fermentat ion of Jatropha
seed cake for optimization of lipase, protease and detoxification of anti-nutrients in Jatropha seed cake
using Aspergillus versicolor CJS-98. Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 117, n. 2, p. 208-
214, 2014.

WINKLER, U. K.; STUCKMANN, M. Glycogen, Hyaluronate, and some other polysaccharides greatly
enhance the formation of exolipase by Serratia marcescens. J. Bacteriol., v. 138, n. 3, p. 663-670,
1979.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 2 Capitulo 7




SOBRE A ORGANZIADORA

CHRISTIANE TREVISAN SLIVINSKI Possui Graduagdo em Licenciatura em Ciéncias
Biol6gicas pela Universidade Estadual de Ponta Grossa (2000), Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos pela Universidade Estadual de Ponta Grossa (2007) e Doutorado em
Ciéncias - Bioquimica pela Universidade Federal do Parana (2012). Tem experiéncia na area
de Bioquimica, com énfase em Biotecnologia, atuando principalmente nos seguintes temas:
inibicdo enzimatica; fermentacdo em estado sélido; producéo, caracterizagcao bioquimica
e purificagdo de proteinas (enzimas); e uso de residuo agroindustrial para producdo de
biomoléculas (biossurfactantes). E professora na Universidade Estadual de Ponta Grossa
nas disciplinas de Bioquimica e Quimica Geral desde 2006, lecionando para os cursos de
Bacharelado e Licenciatura em Ciéncias Biologicas, Farmacia, Educacéo Fisica, Enfermagem,
Odontologia, Quimica, Zootecnia, Agronomia, Engenharia de Alimentos. Também leciona no
Centro de Ensino Superior dos Campos Gerais — CESCAGE desde 2012 para os cursos
de Fisioterapia, Odontologia, Farmacia, Nutricdo, Enfermagem e Agronomia, nas disciplinas
de Bioquimica, Fisiologia, Biomorfologia, Genética, Metodologia Cientitica, Microbiologia
de Alimentos, Nutricdo Normal, Trabalho de Conclusédo de Curso e Tecnologia de Produtos
Agropecudrios. Leciona nas Faculdades UNOPAR desde 2015 para o curso de Enfermagem
nas disciplinas de Ciéncias Celulares e Moleculares, Microbiologia e Imunologia.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 2 Sobre a organziadora 271



Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-7247-038-4

7885727470384





